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REsumo

A lipoproteina de alta densidade (HDL) € um complexo heterogéneo e
versatil de particulas com variagdes funcionais resultantes da integracdo de uma
vasta gama de componentes, como apolipoproteinas, receptores, transportadores,
enzimas e fosfolipides, com agdes indiretas ou diretas sobre o seu metabolismo.
Além disso, as concentragdes plasmaticas do colesterol da HDL (HDL-C) e seu
tamanho representam importantes fatores inversos ao desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, particularmente em individuos em prevengao primaria.
A proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP) desempenha uma
fungdo importante no transporte reverso do colesterol (TRC) que € umas das
principais fungdes antiaterogénicas da HDL. No entanto, a atividade da CETP é
inversamente associada as concentracées de HDL-C e ao tamanho da particula.
Adicionalmente, HDL grande demonstra ser mais efetiva no efluxo do colesterol,
parte integrante do TRC, comparada a particula de HDL menor. Nesse contexto, o
objetivo do estudo foi avaliar, em individuos livres de doenga aterosclerética
manisfesta, a associagao entre o tamanho da HDL e a redug&o da atividade da
CETP induzida geneticamente com a carga aterosclerética carotidea. Utilizamos
para esse fim dois polimorfismos da CETP, TaqlB e 1405V, que foram bem
caracterizados funcionalmente e encontrados frequentemente na populacéo.
Assim, os objetivos desta tese foram: (i) investigar se a presenca dos
polimorfismos TaqIB e 1405V do gene da CETP esta associada as concentragbes
de HDL-C e a aterosclerose carotidea subclinica (n=207); (ii) pesquisar se, além
das concentragdes de HDL-C, o tamanho da particula de HDL esta associado a
aterosclerose subclinica (n=284). Para estes estudos foram determinados os perfis
lipidicos, lipoproteicos e apoproteicos, proteina C-reativa (PCR), anticorpos anti-
LDL oxidada, atividades das proteinas CETP e de transferéncia de fosfolipides
(PLTP), HDL, e HDL3 e o didametro da HDL. Os polimorfismos TaqIB e 1405V da
CETP também foram detectados. A espessura da camada intima-medial da artéria
carétida comum (EIMc) foi mensurada por ultrassonografia. Na presenga do menor
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alelo dos polimorfismos TaqlB e 1405V da CETP, EIMc correlacionou-se
inversamente com atividade da CETP e positivamente com atividade da PLTP e
anticorpos anti-LDL oxidada. Na analise multivariada, a presenga do menor alelo
do polimorfismo TaqIB, mas nao do 1405V, foi associado a um aumento de 5,1
vezes de risco de maior EIMc. No entanto, a atividade da CETP néao diferiu entre
0s grupos de presencga e auséncia do menor alelo do polimorfismo TaglB. Com
relacdo ao tamanho das particulas, HDL maiores foram associadas a menores
EIMc e foram melhores indicadores de risco de aterosclerose carotidea subclinica
comparadas as concentracdes de HDL-C. Em conclusdo, o aumento do tamanho
da HDL tem associacdo independente com a carga aterosclerética e, embora o
polimorfismo TaqIB também se associe, sua interagéo parece ser independente da
atividade da CETP.

xi



Abstract

High-density lipoproteins ( HDL ) are a group of heterogeneous and complex
particles with versatile functional changes resulting from the integration of a wide
range of components, such as apolipoproteins, receptors, transporters, enzymes
and phospholipids with indirect or direct actions on your metabolism. In addition,
plasma concentrations of HDL cholesterol (HDL -C) and its size are inversely
related to the development of cardiovascular diseases, particularly in primary
prevention in individuals. The cholesterol ester transfer protein (CETP) plays an
important role in reverse cholesterol transport (RCT), which is one of the main
functions of HDL. However, CETP activity is inversely related to HDL-C and
particle size. Additionally, largest HDL particles have demonstrated a higher
cholesterol efflux capacity. In this context, the aim of the study was to evaluate, in
individuals free of manifest atherosclerotic disease, the association between the
size of HDL and CETP activity genetically induced with carotid atherosclerosis
burden. We used for this purpose, two polymorphisms of CETP TaqlB and 1405V,
which have been well characterized functionally and often found in the population.
The objectives of this thesis were: (i) to investigate whether the presence of
polymorphisms 1405V and TaqlB of CETP gene is associated with HDL-C and
subclinical carotid atherosclerosis (n= 207); (ii) to investigate if, in addition to HDL-
C, the particle size of HDL is associated with atherosclerosis (n= 284). We
determined lipid, lipoprotein profiles and apolipoprotein, C-reactive protein (CRP),
antibodies against oxidized LDL, CETP and phospholipid transfer protein (PLTP)
activities, HDL, and HDL; and HDL size. The TaqglB and 1405V CETP
polymorphisms were also analyzed. Common carotid artery intima-media thickness
(cIMT) was measured using ultrasonography. In the presence of the minor alleles
of the TaqIB and 1405V polymorphisms of CETP, cIMT was inversely correlated
with CETP activity and positively with PLTP activity and antibodies against oxidized
LDL. In multivariate analysis, the presence of the minor allele of the TaqlB
polymorphism, but not the 1405V, was associated with a 5.1 times increased risk of
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higher cIMT. However, CETP activity did not differ between the presence and
absence of minor allele groups of the TaqIlB polymorphism. Regarding HDL size,
increased HDL size was associated with lower cIMT and was better marker of risk
of subclinical carotid atherosclerosis compared to HDL-C. In conclusion, increased
size of HDL is independently associated with atherosclerotic and, although TaqIB
polymorphism is also associated, its interaction seems to be independent of CETP

activity.
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INTRODUCAO GERAL




1.1 LIPOPROTEINA DE ALTA DENSIDADE (HDL-C) E 0 Risco

CARDIOVASCULAR

Conforme a Organizagdo Mundial da Saude (1)', as doencas
cardiovasculares (DCVs) representam a principal causa de morte no mundo e
inclusive no Brasil, segundo os dados do DATASUS (2)2. De acordo com o portal
de saude do governo federal (3)%, as DCVs estdo na primeira colocagéo das

principais causas de morte desde 1980.

Ha tempos, lipides e lipoproteinas como colesterol total, a lipoproteina de
baixa densidade (LDL), a lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL) e os
triglicérides sédo associados positivamente para o desenvolvimento de DCVs.
Entretanto, somente nas décadas de 70 e 80 ocorreram as primeiras publicacdes
da coorte do Framingham Study (4, 5), um estudo decisivo na identificacdo dos
fatores de risco para as DCVs, demonstrando a inversa relagao entre o colesterol
da lipoproteina de alta densidade (HDL-C) e a incidéncia das DCVs.

A HDL é um complexo heterogéneo e versatil de particulas de diferentes
tamanhos, densidades e cargas, que possui pressuposta funcdes anti-inflamatoria,
antiapoptotica, antioxidante, antitrombotica, protecdo endotelial, bem como
propriedades de promogao do transporte reverso do colesterol (TRC) (6, 7). Essa
complexidade de variagdes funcionais da HDL é resultante da integracdo de uma

vasta gama de componentes, apolipoproteinas, receptores, transportadores,

! http://apps.who.int/gho/data/node.main.887?lang=en

2 http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/sim/Consolida_Sim_2011.pdf

% http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/capitulo3_sb.pdf
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enzimas e fosfolipides, com acdes especificas indiretas ou diretas sobre o
metabolismo da HDL.

Embora estudos populacionais demonstrarem a inversa relagcao entre HDL-
C e o risco de DCV, alguns trabalhos encontraram que altos niveis de HDL-C
foram associados com aumento de risco cardiovascular, principalmente em
pacientes com a doenca manifestada (8, 9). Por outro lado, varias alteracées
monogénicas responsaveis por baixos niveis de HDL-C, ndo s&o necessariamente

associadas com aumentos dos riscos (10).

As tentativas farmacolégicas em aumentar os niveis plasmaticos de HDL-C
para a protecdo das DCVs também falharam (11) ou ndo demonstraram
resultados consistentes (12). Além disso, a adicdo dos niveis de HDL-C ao
SCORE (Systematic COronary Risk Evaluation), um sistema de estimativa de risco
recomendado pela sociedade europeia de cardiologia, causou apenas um
modesto aumento de 2% na melhora da reclassificagcao do risco (13). Todos esses
estudos sugerem o questionamento se os niveis plasmaticos de HDL-C séo
realmente as melhores medidas para os riscos de DCVs e, além disso, evidéncias
emergem para a heterogeneidade funcional das subpopulagdes de HDL e que
elas possam variar em termos de sua capacidade em proteger contra as DCVs.

1.2 ORIGEM DA HDL E A REGULACAO DAS SUAS SUBPOPULACOES

A HDL é originada como uma particula discoide, que consiste de uma
bicamada de fosfolipides, com pequena quantidade de colesterol ndo esterificado,
rodeada por um anel de duas ou mais apolipoproteinas. A biogénese da HDL no
seu formato discoide envolve a associacido de apolipoproteinas pobres em lipides
ou livre de lipides, com fosfolipides e colesterol ndo esterificado adquiridos das
membranas celulares via ATP-binding cassete transporter A1 (ABCA1) (14, 15).
As apoliproteinas livres de lipides, envolvidas na biogénese da HDL, tém origem

no figado ou intestino (15), da dissociacao das lipoproteinas ricas em triglicérides,
21



que passam por processo de hidrélise pela lipase hepatica (LH), ou no caso da
apolipoproteina A-I (apoA-l), a principal apolipoproteina da HDL, da dissociagédo
das HDLs maduras esféricas que sao inicialmente remodeladas por diversos

fatores plasmaticos (16) (Figura 1).

CLFL () aBca-1

~'Nr

Células periféricas

Intestino [ 1]
Figado

Rins 2}/-

apoA-l livre de
lipides

e S
Pré-B-HDL

Hepatacito
CL, CE CL, CE

Figura 1, As principais vias da formacao e remodelamento da HDL. Em vermelho a
formagcao e em azul o remodelamento; Em vermelho (1) a HDL em sua forma pobre ou
livre de lipides (pré-B) € sintetizada pelas células intestinais e do figado; (2) a lipidacéo da
apoA-| pobre ou livre de lipides ocorre sob interagéo do transportador ABCA1, resultando
a formagéo da HDL na sua forma discoide, pré-B, pobre em lipides; (3) a esterificagcao do
colesterol da pré-B-HDL, catalisada pela LCAT, aumenta o tamanho da HDL, tornando-se
uma particula densa e pequena e pobre em lipides, a esférica HDL3; a continua
esterificacao das particulas de HDL; resulta na formagao das particulas esféricas e agora
ricas em lipides, HDL,, tornando se maior e menos densa; (4) ambas, HDL; e HDL,,
podem aceitar colesterol e fosfolipides através da interacao com ABCG1, aumentando a
carga de lipides da HDL. Em azul (1) remodelamento da HDL, e HDL; pela acédo da
CETP, gerando HDL ricas em triglicérides; (2) os triglicérides podem ser hidrolisado pela
lipase hepatica onde o fosfolipides da HDL representa um substrato para lipase endotelial
e secrecao de fosfolipase A2; (3) reciclagem de apoA-l pobre em lipides através da
captacao seletiva de colesterol esterificado via receptor SR-B1; (4) remogao da apoA-|
livre de lipides da circulagao através do rim por intermédio dos receptores cubulina e
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megalina; (5) hidrdlise das lipoproteinas ricas em triglicérides pela lipoproteina lipase
induzindo a transferéncia de constituintes da superficie para o pool plasmatico de HDL;
(6) remodelamento da HDL pela PLTP da hidrélise de triglicérides e fosfolipides; (7)
captagao seletiva de colesterol esterificado via o SR-B1 hepatico; (8) a HDL pode ser
removida da circulagdo através da interacdo com receptores de HDL holoparticulas; CL,
colesterol livre; FL, fosfolipides; CE, colesterol esterificado; LH, lipase hepatica; LE, lipase
endotelial, CE; colesterol esterificado; TG, triglicérides; LDL-R, receptor de LDL; HDL-R,
receptor de HDL holoparticulas. Adaptado de Kontush e Chapman, 20012 (17)

A apoA-I livre ou pobre em lipides migra para a posicao pré-p-1 (18) na
separacao de lipoproteinas por eletroforese em gel de agarose, com base na
carga da sua superficie, que progressivamente adquire fosfolipides e colesterol
nao esterificado das células expressando ABCA1, gerando HDL em formato
discoide, que sao significantemente maiores do que apoA-l pobre em lipides, que
migram para a posi¢cao pré-p-2 na eletroforese em gel de agarose (16). A HDL
discoidal é rapidamente convertida pela agdo da lecitina colesterol aciltransferase
(LCAT) em particula esférica com migragédo a, que é a forma predominantemente
encontrada no plasma de humanos saudaveis (19). A HDL esférica consiste de um
nucleo de lipides neutros, colesterol esterificado, e em menor quantidade, de
triglicérides, cercado por uma monocamada de fosfolipides, colesterol n&o

esterificado e apolipoproteinas (Figura 2) (16, 19).

apo A-l apo E
FL s
apo —~ TG
CL apo A-Il
apo A- apo C-11/C-1lI

Figura 2, Composicao da lipoproteina de alta densidade (HDL) esférica. Apo,
apolipoproteina; FL, fosfolipides; CL, colesterol livre; TG, triglicérides; CE, colesterol
esterificado
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A heterogeneidade das particulas de HDL esféricas é consequente dos
continuos remodelamentos por diversos fatores plasmaticos. O remodelamento
pode ser definido como o conjunto de processos que mudam o tamanho, a carga
da superficie e composigéo da HDL, e ainda causa a dissociagdo de apoA-| pobre
de lipides das particulas de HDL. Os principais fatores envolvidos no
remodelamento da HDL sao: LCAT, proteina de transferéncia de colesterol
esterificado (CETP), proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP), LH, e em
menor escala, lipase endotelial e receptor scavenger de classe B, tipo | (SR-BI)
(16, 20) (Figura 1).

A LCAT esterifica o colesterol das particulas de HDL discoides, gerando
colesterol esterificado insoluvel em agua que parte para o nucleo da particula de
HDL, e medeia a conversao de particulas de HDL discoides em HDL com formato
esférico, contendo duas moléculas de apoA-lI por particula, e finalmente, em
particulas de HDL esféricas maiores, contendo agora trés moléculas de apoA-I por
particula (21, 22).

A ApoA-I pobre em lipides pode se dissociar da HDL durante a conversao
da particula de HDL esférica e pequena em particula de HDL esférica e grande.
Isso ocorre paradoxalmente quando a disponibilidade da apoA-I pobre em lipides
é restrita. Sob essas circunstancias, a LCAT medeia a fusdo de duas particulas
esféricas de HDL que contém cada uma duas moléculas de apoA-I| para a geragéao
de uma particula grande e instaveis com quatro moléculas de apoA-l. Assim o
produto da fusdo passa por um rearranjo estrutural em particulas de HDL grandes
e esféricas, com trés moléculas de apoA-l, em um processo que é acompanhado
pela dissociacdo de uma molécula de apoA-I (22).

A CETP é um membro da familia das proteinas de transferéncia de lipides,
com funcao de transferéncia de colesterol esterificado da HDL para outras fragdes
de lipoproteinas plasmaticas, e de triglicérides de lipoproteinas ricas em
triglicérides para as HDL e LDL (23) que tera seu mecanismo mais detalhado a
seguir. Em estado de hipertrigliceridemia e resisténcia insulinica, a transferéncia
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de colesterol esterificado da HDL e triglicérides para HDL gera uma particula
pobre em colesterol esterificado e rica em triglicérides, que sdo um excelente
substrato para LH. A LH € um membro da familia do gene das lipases de
triglicérides, com atividades de fosfolipase e atividade de lipase de triglicérides
(24). A hidrdlise de triglicérides da HDL rica em triglicérides pela LH esgota os
lipides do nucleo das particulas, gerando a despedimento dos componentes da
superficie. Esse desequilibrio € retificado com a dissociagcao de apoA-l e reducao
do tamanho da HDL (25). Estudos com HDL reconstituida revelaram que a CETP
pode também remodelar a HDL em particulas pequenas sem a mediagdo da
dissociacdo de apoA-l por um processo que envolve fusdo da particula e um

rearranjo estrutural do produto de fuséo (26).

A PLTP, um membro da mesma familia de proteinas de transferéncia como
a CETP, transfere fosfolipides entre diferentes particulas de HDL, tdo bem como
entre HDL e lipoproteinas ricas em triglicérides. A PLTP remodela a HDL em
particulas grandes e pequenas, por meio de um processo que é acompanhado
pela dissociacdo da apolipoproteina A-1 (27). Estudos com HDL reconstituida
verificaram que o remodelamento da HDL em particulas grandes e pequenas
mediada pela PLTP, e a dissociacdo de apoA-I, prossegue por meio de fusdo das

particulas, e uma reorganizacao estrutural do produto de fusao (28).

Lipase endotelial é outro membro da familia genética das LHs. Ela tem alta
atividade de fosfolipase e menor atividade de lipase de triglicérides (29). Como os
fosfolipides da HDL sao predominantemente substrato para esta enzima, e devido
a sua capacidade limitada de esgotar os lipides do nucleo da HDL, a lipase
endotelial pode apenas mediar uma modesta reducédo do tamanho da HDL, e nédo

a promocao da dissociacao de apoA-I pobre em lipides (30).

O receptor SR-BlI tem uma importante funcdo na captacao seletiva do
colesterol esterificado da HDL, no estagio final da via do TRC. Esse colesterol
esterificado € tanto direcionado para secregéo na bile ou utilizados no figado para
a montagem de uma nova lipoproteina. A remocao do colesterol esterificado da
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HDL pelo SR-BI é acompanhada pela reducdo do tamanho da particula, sem a
dissociacdo de apolipoproteina A-l (31). As particulas resultantes com o nucleo
pobres de lipides sdo posteriormente remodeladas em grandes particulas de HDL,
pelo processo que presumivelmente envolve a LCAT (32). Também foi descrito
que a captacao seletiva de colesterol esterificado da HDL pelo SR-BI é regulada
pela composicdo de apolipoproteinas das particulas. Por exemplo, o colesterol
esterificado € removido seletivamente das HDL reconstituintes que contém apoA-I
tdo bem como apoA-Il (a segunda apolipoproteina mais abundante na HDL) mais
efetivamente do que quando comparado as particulas de HDL reconstituidas que
contém apenas apoA-lI (33). O receptor SR-BI foi descrito também, como um
removedor de colesterol esterificado mais efetivo das particulas de HDL, do que
das particulas de HDL3 (34).

1.3MEcANIsmMos MOLECULARES E FUNCIONAIS DA CETP

Com descrito acima, a CETP desempenha uma funcédo critica no TRC,
facilitando a transferéncia bidirecional de colesterol esterificado da HDL para as
VLDL e LDL, o qual segue para captacao hepatica através dos receptores de LDL
(35), em um processo que também inclui a transferéncia de triglicérides da VLDL e
LDL para a HDL (35).

A CETP ¢é uma glicoproteina hidrofobica de 476 residuos de aminoacidos,
de massa molecular de aproximadamente 74 kDa (23), com sua estrutura em
formato de bumerangue, cuja curvatura é adequada para interagir com as
particulas de HDL, e uma conformagdo mais reta quando se liga as particulas
maiores como a VLDL (36).

Em humanos, os érgaos com o maior conteudo do RNAm da CETP séo o
figado, baco, e tecido adiposo e com menores niveis de expressao, no intestino
delgado, rim, adrenal e coragéo (23). Ha também expresséao significante da CETP
em macréfagos e em medula 6ssea, e localmente na parede arterial e no cérebro

(37-39). Quantidades abundantes de massa de CETP sao encontradas em células
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espumosas derivadas de macréfagos de seres humanos com lesdes

ateroscleroticas, mas nao na parede arterial saudavel (38).

Charles e Kane em 2012 (40), a partir de observagdes de trabalhos em
cristalografia de raio-X (36), microscopia eletrbnica (41) e bioinformatica,
descreveram e modelaram as relagoes fisicas da CETP com o processo de
transferéncia de lipides entre as lipoproteinas, conforme resumido na Figura 3.

Primeiramente, antes da participacdo da CETP no processo de
transferéncia lipidica, ela reconhece e detecta as superficies das potenciais
lipoproteinas doadoras ou aceptoras, para que em seguida, se infiltre na sua
superficie e/ou nucleo (40) (Figura 3, B).

Conforme estudos de cristalografia da CETP, para a troca equimolar de
lipides, isto € de duas moléculas de colesterol esterificado por duas moléculas de
triglicérides, mediada pela CETP, aparentemente existem dois poros ocupados por
uma molécula de fosfolipides, localizadas em torno de 60A e 45A a partir do final
dos dominios N- e C-teminais respectivamente. Esses poros se comunicam com a
cavidade central, que se comunica com o ambiente externo aquoso através destes

poros, assim, a CETP forma um tunel para a troca lipidica (36).

Por microscopia eletrénica (Figura 3, C e D), foi possivel a visualizagdo da
formacao de um complexo ternario (HDL-CETP-LDL/VLDL) que é uma hipébtese
para a transferéncia de lipides pela CETP (40). Essa troca de lipides pode ocorrer
também entre particulas de LDL doadoras e aceptoras e entre particulas de HDL
(42); porém, evidéncias dos estudos de microscopia eletrénica, sugerem que
esses complexos ternarios de apenas HDLs e CETP ou LDLs e CETP séo

extremamente raros (41).
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Figura 3, Mecanismo molecular e funcional da CETP adaptado de Charles e Kane,
2012. A, estrutura tridimensional molecular da CETP em angulos de 90°; B, penetragao e
encaixe da CETP na HDL esférica; C, formacao do complexo ternario, acima uma imagem
de microscopia eletrbnica e abaixo um diagrama que demonstra a ligacdo da CETP
(ponte) com a HDL pequena e esférica e com a LDL grande e esféricas; D, troca de
lipides, CE da HDL para LDL, e TG da LDL para HDL. (a ligacao das duas lipoproteinas
com a CETP causa uma forca termodinamica que faz com que a molécula de CETP sofra
uma torgao nos dois dominios e essa tor¢do seria a chave de abertura do tunel para a
transferéncia dos lipides entre as lipoproteinas); E, dissociacdo da CETP e da HDL
relativamente pobre em colesterol esterificado, pré-p-1 HDL, que é subsequentemente
convertida em uma particula madura de HDL (a-HDL). CE, colesterol esterificado; TG,
triglicérides.

Outra hip6tese para os mecanismos de transferéncia de lipides, é que a
CETP circule livre no plasma e encaixe seus dois poros na superficie da
lipoproteina doadora, recebendo dois lipides neutros, e finaliza por dissociar-se
desta lipoproteina. Entdo, a CETP mais uma vez livre no plasma, acopla os dois
poros na superficie da lipoproteina aceptora, gerando assim a troca do lipides.
Neste perfil, a CETP trabalharia de transportadora de lipides neutros para troca,
porém, essa hipdtese é de dificil afirmagéo, ja que a CETP livre no plasma esta
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em baixa disponibilidade, seriam necessarias mais provas diretas para confirmar

essa hipoétese (36, 40).

Com relacdo a dissociagdo da HDL, em ambos os experimentos de
microscopia eletrénica e cromatografia de exclusdo de tamanho, o complexo
binario, formado pela HDL e a CETP, sdo destinados a dissociagdo com a
liberacdo das particulas de apoA-l (Figura 3, E). Essa dissociacao forma
espontaneamente classes de pré-p-HDL, as quais podem regenerar em particulas
de a-HDL (43). Em outro cenario, a HDL torna-se enriquecida de triglicérides das
LDL/VLDL, e o complexo binario HDL-CETP é potencialmente delipidado pela LH,
resultando em liberacédo e dissociacdo da apoA-l e/ou reducdo do tamanho para

remanescentes de HDL que s&o removidos pelos receptores hepéticos (44).

Outras fungcbes também séao atribuidas a CETP, como a protecdo contra
oxidagao da LDL (45, 46) e habilidades anti-inflamatérias, ja que ela pertence a
familia de proteinas com essa funcao (47-49). Estudos sugerem também que a
CETP pode ser antiadipogénica, pela sua abundante expresséo no tecido adiposo
humano, e pela promocgéo da captacéo seletiva de colesterol esterificado da HDL
nos adipdcitos, tanto in vitro (50) como in vivo (51). A CETP também é expressa
no cérebro, e estudos investigam se variantes da CETP podem contribuir para a

susceptibilidade a doenga de Alzheimer (52).

1.4 CETP E A ATEROSCLEROSE

Estudos sobre os efeitos da inibicdo ou deficiéncia da CETP sobre a
aterosclerose, tanto em humanos como em modelos animais que expressam
naturalmente CETP (coelhos), ou ainda, em modelos transgénicos para expressao
de CETP humana (camundongos e ratos), apresentam em seus resultados tanto
desfechos antiaterogénicos como aterogénicos.
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A CETP demonstrou ser aterogénica quando sua expressao esta elevada
em camundongos transgénicos (53), ou hipercolesterolémicos por delecdo dos
genes da apoE e dos receptores de LDL (54), em ratos hiperlipidémicos com
hipertensdo (55), e em coelhos alimentados com uma dieta rica em colesterol,
onde a inibicado da CETP reduziu a lesédo aterosclerética (56-58).

Por outro lado, a CETP foi antiaterogénica em camundongos transgénicos
hipertrigliceridémicos (59), com superexpressao de CETP (60), com expressao de
LCAT humana (61), com aumento de apoB e com deficiéncia da lipoproteina
lipase, com diabetes e obesidade (62, 63) e com deficiéncia do receptor SR-BI
(64).

Em estudo prospectivo, foi observado que menores atividades plasmaticas
da CETP foram associadas com grandes riscos de DCV (65). No entanto em outro
estudo, essa associacdo foi encontrada inexplicavelmente limitada apenas aos
homens (66).

Apesar da relacdo da CETP com aterosclerose e DCV permanecerem
incertas, baixas concentragdes plasmaticas de CETP s&o associadas com
aumentos dos niveis plasmaticos de HDL-C (67). Esta associacdo da CETP com
HDL-C levou, e ainda estimula, o desenvolvimento de inibidores da CETP, como
uma potencial terapia para reducdo da aterosclerose (11). Apenas cinco
medicamentos inibidores da CETP chegaram ao estagio de ensaio clinico que
sao: Torcetrapib, Anacetrapib, Dalcetrapib, também conhecido como JTT-705, o
Evacetrapib e o BAY 60-5521(11).

A pesquisa com o Torcetrapib foi interrompida na fase Il devido ao
aumento de mortalidade por causas cardiacas e néo cardiacas (68). O Dalcetrapib
obteve aumentos de 31 a 40% nos niveis de HDL-C, porém, n&o foi efetivo em
reduzir o risco de novos eventos cardiovasculares recorrentes (69), enquanto os
inibidores Evacetrapib e Anacetrapib ainda estdo passando pela fase Ill de testes
(70). Resultados preliminares do mais novo inibidor da CETP, BAY 60-552,
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sugerem que ele é um agente clinicamente seguro e bem tolerado, sem efeitos

sobre frequéncia cardiaca ou pressao arterial (71).

1.5 GENETICA DA CETP

Andlises de variantes genéticas da CETP sobre a aterosclerose sao
também uma forma valiosa de ponderar os aumentos ou reducdes de CETP na
populagdo humana. O estudo “Honolulu Heart Study” sugeriu que heterozigotos
para defeitos no gene da CETP tem um aumento do risco para DCV (72), mas néao
foi confirmado em analise prospectiva dentro do mesmo estudo (73). Deficiéncia
de CETP, em Japoneses, apesar de associada a hiperalfalipoproteinemia, foi mais
frequente no grupo de pacientes com DCV comparado com o grupo controle (74).

O gene da CETP consiste de 16 éxons, abrangendo cerca de 25 Kpb de
DNA genbmico (75), residentes na regido 16 12-21 do braco longo do
cromossomo 16, préximo ao lécus da LCAT (76). Assim como a PLTP, a CETP
pertence a superfamilia das proteinas BPI (proteina de aumento da
permeabilidade bactericida), LBP (proteina ligante a lipopolissacarideo) e PLUNC
(palate, lung and nasal epithelium clone) (47).

A deficiéncia genética de CETP foi descoberta em familiares Japoneses
com aumento nos niveis de HDL (77, 78). Na completa auséncia da funcéo da
CETP, a falha na transferéncia de colesterol esterificado da HDL para outras
lipoproteinas leva ao acumulo de colesterol esterificado na fragdo da HDL, sendo
associada geralmente ao aumento nos niveis de HDL-C de duas a cinco vezes
quando comparado aos individuos controles (79, 80), além de redu¢des dos niveis
de LDL-C e apoB (81). As particulas de HDL destes individuos sao grandes e ricas
em colesterol esterificado e apoE, além de demonstrarem um aumento na
habilidade de promover efluxo dos macrofagos de forma dependente do
transportador ATP-binding cassete transporter G1 (ABCG1) (82).
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Em algumas mutacbes heterozigotas, a atividade da CETP pode ser
reduzida de 35 até 70%, com aumentos substanciais de 25 a 130% nos niveis

plasmaticas de HDL-C em relacao aos sujeitos controles sem a mutagéao (72, 83).

Uma revisdo publicada em 2008 por Thompson e colaboradores (84),
avaliou as associagdes de gendtipos e fendtipos da CETP, os niveis de lipides e
os riscos de DCV, em 102 estudos entre os anos de 1970 e 2008, e descreveu o
TaqlB e 0 1405V como sendo os polimorfismos mais comuns ja estudados no gene
da CETP.

PoLimoRrFismo TAQIB E 1405V po GENE DA CETP

O polimorfismo TaqIB (rs708272) é resultado de uma troca silenciosa de
bases, afetando o nucleotideo na posicao +279, através da troca de uma guanina
(G) por uma adenina (A) no primeiro intron do gene da CETP (84).

A presenca do menor alelo, B2, é associada com maiores concentragées
plasmaticas de HDL-C, com maiores tamanhos de HDL e menores atividades e
massa de CETP comparados com a auséncia deste alelo (86, 87). Em varios
estudos, essa associacdo parece ser modificada por fatores metabdlicos e
ambientais como o género, consumo de alcool, obesidade, tabagismo e niveis de
insulina (88-91).

Além do aumento dos niveis de HDL-C, a presenca do gendtipo B2B2 foi
associada a menores riscos de DCV (87, 92, 93) e a longevidade (94). A presenga
do alelo B2 também se associou a menor espessura da camada intima-medial da
artéria carétida interna em homens (95). Adicionalmente, a frequéncia do gendtipo
B1B1 foi significantemente maior nos individuos que apresentam histérico familiar
de DAC comparado aos individuos sem histérico da doenca (96).

Ja o polimorfismo 1405V (rs5882) é uma mutacdo missense posicionada no
éxon 14 do gene da CETP, no qual ocorre a substituicdo de uma isoleucina (l) por
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uma valina (V) no cédon 405, préxima a regiao C-terminal da proteina. A
frequéncia desta mutacdo ocorre acima de 25% dentre todas as populacoes

examinadas na revisao efetuada por Boekholdt e Thompson de 2003 (97).

Em varios estudos, a presenca do menor alelo, V, reduz os niveis
plasmaticos de CETP entre 9 e 23%, e em homozigotos (VV) tém maiores niveis
de HDL-C, de aproximadamente 2 mg/dL, comparado com os homozigotos sem o

menor alelo (II) (97).

Em homens hipertrigliceridémicos, a presenca do menor alelo do
polimorfismo 1405V foi associada a maior prevaléncia de doenca coronariana,
mesmo com maiores niveis de HDL-C (98). Enquanto em mulheres brancas sem
tratamento hormonal com presenga do menor alelo V, tiveram aumento de risco de
1,4 e 2,1 vezes para doengca isquémica do coragdo respectivamente em
heterozigotos e homozigotos para o menor alelo (99).

Neste contexto de dependéncia, um estudo realizado em uma populacéo de
judeus de Ashkenazi, que frequentemente tem maior longevidade comparada a
outras populagdes, a frequéncia de homozigotos para o menor alelo V foi
significantemente maior em individuos com longevidades excepcionais e entre o0s
seus descendentes. Além disso, esses individuos com genoétipo VV também
apresentavam significantes aumentos do tamanho das particulas de HDL e LDL e

menores concentragdes de CETP (100).

Com toda essa gama de informagdes surge o questionamento se a agao
anti ou proaterogénica da CETP é dependente do seu efeito sobre o tamanho e
composigao da particula de HDL. Modelos genéticos de redugdes de atividade da
CETP podem ajudar o estudo desta relacéo.

1.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS SUBPOPULACOES DE HDL
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Muitos estudos apresentam convincentes evidéncias de que os niveis de
HDL-C nao refletem totalmente todas as facetas das propriedades ateroprotetora
da HDL (101, 102). Essas atividades biolégicas da HDL, também amplamente
nomeadas como funcionalidade da HDL, ndo necessariamente acompanham as
concentracdes de HDL-C, e podem ser muito importantes para determinar a gama
de capacidades ateroprotetoras da HDL.

A heterogeneidade composicional das particulas de HDL sugere a
diversidade funcional entre as particulas. Apesar de todas as subpopulacdes de
HDL praticamente exibirem varias atividades biolégicas, muita dessas atividades
podem ser especialmente potentes em determinadas classes de particulas de
HDL. Portanto, vérias fungdes biolégicas da HDL podem ser mediadas por
subespécies distintas, definidas por ligagdes de proteinas especificas (20, 103)
(Quadro 1).

Quadro 1, Descricao das atividades das subpopulacoes de HDL

Atividade Subpopulagdes Caracteristicas Componentes da
Biolégica de HDL HDL
Pequena e densa Potente efluxo dos Diferentes
macréfagos conformagdes da

apoA-I, redugéo do

Potente efluxo via ABCAT1 contetido de FL e

Efluxo do Potente ativagdo da LCAT outros lipides;
colesterol
Grande e leve® Potente efluxo via ABCG1 Elevagéo do
e SR-B1 conteudo de FL,
conformacgéao da
apoA-I
Pequena e densa Potente protegdo da LDL  Deplecdo de SM e
de danos oxidativos enriquecimento de
Antioxidante apoA-| e enzimas

Potente inativacédo de
LOOH e outros
fosfolipides oxidados

hidroliticas

Anti-inflamatoria | Pequena e densa Inibicdo da expressdo de  Diferentes
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moléculas de adesdao em  conformacgdes da
células endoteliais apoA-l e
composicao de FL

Capacidade Proteinas
imunomoduladora em relacionadas com
relagédo aos neutrofilos fator H

Pequena e densa Potente protecdo das Enriquecimento em

, células endoteliais da apoA-l e S1P
Citoprotetora . .

apoptose induzida por
LDL oxidada

Grande e leve® Producao atenuada de

Vasodilatadora tromboxano A,

Grande e leve?® Inibicdo da agregacao Enriquecimento em
plaquetaria apoE
Antitrombética
Pequena e densa Potente atividade Enriquecimento em
anticoagulante TFPl e S1P
Densa’ Fator de lise de Complexo de apol-
tripanosoma 1, Hrp e apoA-ll

Anti-infecciosa | Pequena e densa Potente integrina mediano  Proteinas

células de adeséao de relacionadas com
neutréfilos em resposta fator H, apoA-I, LBP
LPS mediado por CD14

deve, menos densa; °, menor populacdo densa da HDL; HDL, lipoproteina de alta

densidade; ABCA1, ATP-binding cassete transporter A1; LCAT, lecitina colesterol
aciltransferase; apoA, apolipoproteina; FL, fosfolipides; ABCG1, ATP binding cassete
transporter G1; SR-B1, receptor scavenger de classe B, tipo 1; LDL, lipoproteina de baixa
densidade; SM, esfingomielina; LOOH, hidroperoxido lipidico; S1P, esfingosina 1 fosfato;
TFPI, inibidor da via do fator tecidual; LPS, lipopolissacarideo; Hrp, proteina relacionada
haptoglobina; LBP, proteina ligante de LPB; Quadro adaptado de Camont et al., 2011 (20)

Apesar do transportador ABCA1 e as pequenas particulas de HDL serem os
maiores protagonistas do efluxo do colesterol das células carregadas de lipides,
as vias de promocgao do efluxo para as particulas grandes de HDL, SR-B1 e

ABCG1, também podem contribuir significantemente para a rede de efluxo de
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colesterol (104). Além disso, particulas de HDL grandes e ricas em lipides
representam o ligante mais eficiente para captacdo celular de colesterol
esterificado mediado pelo SR-B1, comparado com as particulas de HDL pequenas
e pobre em lipides (34, 104). De maneira semelhante, o SR-B1 medeia maior
efluxo de colesterol para as particulas grandes de HDL (HDL,) comparado as
pequenas HDL (HDL3) (34). O maior conteudo de fosfolipides nas grandes
particulas de HDL (105) que resulta em uma maior superficie lipidica, e a
conformacéo da apoA-| associada com o tamanho da particula (34) provavelmente
estdo por tras destas observagdes. Em contraste, as diferentes subclasses de
HDL parecem representar similaridade na capacidade aceptora por difusao

passiva, independente de receptor (104).

Ao verificar o Quadro 1, observamos que as particulas menores detém
maiores efeitos sobre a maioria das funcdes atribuidas a HDL, porém, quando
comparamos as propriedades do efluxo de colesterol das subpopula¢des de HDL,
€ essencial ter em mente a concentracdo base para tal comparag¢do. Assim como
as particulas menores e mais densas sdo mais potentes em promover efluxo, as

particulas grandes e menos densas sdo mais efetivas (34, 105).

A multiplicidade de atividades biol6gicas expressas por HDL levanta a
questéo da avaliagdo da funcionalidade da HDL em humanos, e também da forma
de avaliar os beneficios clinicos de tais atividades. Um ensaio integrativo, com um
unico denominador comum refletindo as multiplas funcées da HDL, poderia ser
ideal para refletir as principais facetas da funcionalidade das particulas de HDL.

1.7 SEPARACOES DAS SUBPOPULAGOES DE HDL

Como alternativa para a fungdo da HDL, que esta longe de ser viavel,
reprodutiva e padronizavel no laboratério clinico, a estrutura da HDL € explorada
como um promissor biomarcador de risco cardiovascular (106, 107). Juntamente

com o metabolismo intravascular da HDL, varios tipos de particulas que diferem
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em forma, tamanho e conteudo lipidico e propriedades antiaterogénicas estdo em
um equilibrio dinamico (20, 108). Portanto, a relativa proporcao de subclasses de
HDL em amostra plasmatica € um reflexo do metabolismo da HDL e, ao mesmo
tempo, pode contribuir importantemente para a avaliagdo do risco de DCV

associado a essas lipoproteinas.

HDL e suas subclasses sdo atualmente separadas por varios métodos,
todos baseados nas suas diferentes propriedades fisico-quimica (densidade,
tamanho, mobilidade eletroforética, conteldo de apolipoproteinas, etc.), cada um
dos quais sao determinados por concentracdes de lipides e/ou proteinas das
diferentes particulas. A nomenclatura das subpopulacées de HDL varia de acordo

com a técnica de separacao empregada (Figura 4).

A HDL foi tradicionalmente definida com uma densidade fracional entre
1,063 — 1,21 g/mL na separacao por ultracentrifugacao ou de lipoproteinas com a-
mobilidade por eletroforese em papel. Porém, mais recentemente, laboratorios
usando eletroforese de agarose revelaram a presenca de HDLs com pré--
mobilidade, a-mobilidade lenta, a-mobilidade e pré-a-mobilidade, enquanto
aquelas separagdes utilizando ultracentrifugacdo demonstram que algumas HDL
podem ser encontradas na fragdo de densidade >1,063g/mL (HDL contendo apoE)
e mesmo na fracdo de densidade <1,21g/mL (apoA-I pobremente lipidada e apoC-
lll). Com a disponibilidade de anticorpos monoespecificos, HDL tem sido separada
em muitas subclasses distintas, com base no seu conteudo de apolipoproteinas
através de cromatografia de imunoafinidade. Varias apolipoproteinas, da apoA-I| a
apoO, tem sido identificados por anticorpos monoespecificos. Novos métodos, dos
quais cromatografia liquida répida, eletroforese em gel de poliacrilamida néo
desnaturante, ressonéncia nuclear magnética (RNM) e técnica de mobilidade
ibnica de alta resolucao (hrIM), medem varias subclasses de HDL por diferentes
propriedades. Eletroforese em gel de poliacrilamida nao desnaturante € o mais
laborioso e ainda proporciona a resolugdo mais elevada entre todos os métodos
de separacao da HDL, mas a utilizacdo de anticorpos monoespecificos permite
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que o conteudo de apolipoproteinas em varias subclasses de HDL, possa ser
quantitativamente definido (109).

Além de todas as técnicas descritas acima, o didmetro da HDL também
pode ser determinado por técnica de espalhamento dindmico de luz (dynamic light
scattering — DLS) conforme descrito por Lima e Maranhao, 2004(110), apéds
precipitacdo das lipoproteinas que contém apoB. A técnica se baseia no
movimento aleatério das particulas suspensas em liquido ou gas devido a colisdo
irregular das moléculas do meio (movimento browniano). Para obtencdo das
informagdes do didmetro das particulas, o equipamento de DLS utiliza
espectroscopia de correlacdo de fétons, a partir da diferenca de velocidades
exibidas pelos diferentes diametros das particulas, que em seguida é calculado
em razdo da intensidade de luz variavel pelo tempo, sendo que particulas
pequenas se movem mais rapidamente comparado as particulas maiores, com
taxa de dispersao de luz também maiores (111).

Imunoeletroforese cruzada e

i Eletroforese em gel 1
cromatografia covalente

dimensao
] |
| 2b
CLpA-L HDL, Grande
PSS 2a
LpA-I:A-Il 3a Média
» | HDL; 3b
T 3c Pequena
e Pré-B-1 kit
& Pré-B-1 (precursor) Ultracentrifugacdo T
(5,58 mm)
RNM

Figura 4, Diferentes nomenclaturas para as subpopulacoes de HDL, determinadas
pelos diferentes métodos de separacao (adaptado Asztalos et al., 2011(107)).
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A deteccao do diametro das particulas de HDL por DLS, apés precipitagao
quimica das lipoproteinas contendo apoB, é mais rapida, simples e de baixo custo
comparado as outras técnicas (110), e apresenta resultados similares a outras
técnicas, podendo ser utilizada em grande escala tanto na pesquisa como na

clinica.

1.8SUBPOPULACOES DE HDL E o Risco DE DCV

Numerosos estudos populacionais sugerem que as particulas de HDL,, que
sao particulas maiores de HDL, podem ser mais cardioprotetoras que as particulas
menores, que sao as subfragdes de HDL3z (112, 113). Porém, outros estudos
sugerem que as duas fragbes sao igualmente cardioprotetoras (114, 115),
enquanto HDL3; confere reforgcada cardioprotecdo em relagcao HDL,. (116). Ainda
mais, em estudos de RNM, concentracées de HDL de diametro grande, de 9,4 a
14 nm, foram negativamente associadas com risco cardiovascular, enquanto HDL
de didmetro pequeno, de 7,3 a 8,2 nm, foi associada positivamente com o risco de
DCV (117-119).

Pacientes com aterosclerose, documentada por escore de célcio coronario
maior que o percentil 75 para idade e género, apresentaram baixos niveis
plasmaticos de colesterol das particulas grandes de HDL (HDL2, e HDLy,) (120).
Esses dados realcam o potencial de avaliar o risco de DCV em estagio inicial da
doenca, quantificando o colesterol nas diferentes subclasses de HDL.

A inflamagéao crénica também foi descrita como relacionada com alteragéao
da distribuicdo do tamanho das particulas de HDL. Baixas concentracbes de
pequenas particulas de HDL foram encontradas em pacientes com calcificacdo
corondria e com artrite, e em pacientes com lUupus eritematoso sistémico (121,
122).

Discrepancias entre o tamanho das particulas de HDL e o risco de DCV
podem estar relacionadas ao tipo de populacdo estudada, condicdo metabdlica

destes individuos, presenca ou nao de DCV, que muito provavelmente refletem
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nas complexas relagcbes entre as subpopulagbes de HDL, segundo suas
propriedades fisico-quimicas. Calabresi et al. (108) em sua revisdo descreve que
na visédo geral, predominantemente as particulas grandes de HDL s&o associadas
com menor risco de DCV, porém, permanece sem identificagdo qual seria essa
cardioprotecao.

1.9FATORES QUE AFETAM AS SUBPOPULACOES DE HDL

Em mulheres com diabetes tipo 2 foi encontrado que particulas grandes de
HDL sdao menos abundantes (123), enquanto que as particulas pequenas de HDL
foram um preditor independente da conversdo do diabetes melitus tipo 2, durante
0 seguimento por um periodo de 5 anos (124). Aumentos da proporgdo de
pequenas particulas de HDL e menores proporcdes de grandes particulas séo
identificaveis em criangas com diabetes tipo 2 e com resisténcia insulinica (125).
Como esperado, essas anormalidades correlacionam com o grau de resisténcia
insulinica determinada pelo index do HOMA-IR (125)

A inflamagé&o crénica também foi descrita como relacionada com alteragéo
da distribuicdo do tamanho das particulas de HDL. Baixas concentracoes de
pequenas particulas de HDL foram encontradas em pacientes com calcificacdo
coronaria e com artrite, e em pacientes com lupus eritematoso sistémico (121,
122).

Além da etnia (126), género e idade (127, 128), fatores ambientais também
podem afetar as subclasses de HDL como dieta (129), consumo regular de alcool
(130), exercicio (131), entre outros.

Considerando todos esses estudos, é possivel levantar a hipétese que o
tamanho da particula de HDL ou suas subpopulagbes tem efeito inverso sobre o
risco de DCV.
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OBJETIVOS




Capitulo 1

Investigar se a presenca de dois polimorfismos frequentes do gene da
CETP, TaqlB e o 1405V, modificam a aterosclerose subclinica medida por
ultrassonografia das artérias carétidas em uma populacdo adulta saudavel
(n=207), e seus efeitos sobre os niveis plasmaticos de HDL-C e suas
subpopulacdes de particulas, HDL, e HDLs.

Capitulo 2

Avaliar em individuos saudaveis livre de doenca aterosclerética manifesta
(n=284) se o tamanho da HDL poderia ser um melhor preditor de doenca
aterosclerotica carotidea, também medidas por ultrassonografia, quando
comparada aos niveis plasmaticos de HDL-C.
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Abstract

Background: Cholesteryl ester transfer protein (CETP) plays a majer role in lipid metabolism, but studles on the
association of CETP polymorphisms with risks of cardiovascular disease are inconsistent; This study investigated
whether the CETP gene 1405V and Tagq1B polymaorphisms modified subclinical atherosclerosis in an asymptomatic
Brazilian papulation sample

Methods: The polymorphisms were analyzed using polymerase chain reaction In 207 adult volunteers, Serum lipid
profiles, oxlLDL Ab titers, C-reactive protein and tumor necrosis factor-a concentrations and CETE and phospholipid
transfer protein (PLTP) activities were determined, and commen caretid artéry intima-media thickness (ciMT) was
measured using ultrasonography

Results: MNo differences in cIMT were observed between the presence or absence of the minor B2 and V alleles in
gither polymornghism, However, inverse correlations between mean cMT and CETP activity in the presence of these
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titers were identified. Moreowver, logistic multivariate analysis revealed that the presence of the B2 allele was
associated with a 51-fold (1 954, OR: 1.26 - 21.06) increased risk for cIMT, which was equal and above the 66"
percentile and positively interacted with age. However, no associations with the V allele or CETP and PLTP activities
were observed.

Conclusions: Mone of the studied paramaters, Including CETP activity, explained the different relationships
between these polymorphisms and cIMT, suggesting that other non-determined factors were affected by the
genotypes and related 1o carotid atheroscierotic disease,

Keywords: Carotid atherosclerosis, Carotid intima-media thickness, Cholesteryl ester transfer protein, Genetic
polymarphism

* Comespondence: cottadefariaggmailcam

'Erqual contriburoes

'Lipids Laboratory, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas,
Rua & de Junho, 350, Carmpinas, SP 13C83-877, Brazil

"Departamenta de Patoloaia Clindca, FOM-UNICAMP, 2.0, Bax G111, Rua
Tessalia Vieira de Camarga, 126, Campinas, Bardo Geraldo 5P 13084-971,

Brasl
Full list of auther infoarmation is available a1 the end of the artice

(=0 s et ted undar the terms ol
( BioMed Central g teiosdei oo




Parra et al. Lipdds in Health and Disease 2012, 11:130
hrtpywwewdipidworld . comyfcontent/11/1/130

Background
Atherosclerotic disease is a complex multifactorial
process that leads to the deposition and aceumulation of
cholesterol along the arterial wall [1]. Cholesteryl ester
transfer protein (CETP) plays a major role in cholesterol
metabolism [2}, and polymorphisms within this gene
may underlie the susceptibility to atherosclerosis [3].

The 1405V (rs5882) and TaqlB (rs708272) polymorph-
isms and their respective minor alleles, V and B2, are
associated with decreased CETP activity and increased
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels [4].
However, studies on the association of these polymorph-
isms with risks of cardiovascular disease (CVD) are in-
consistent |5], and their association with subclinical
CVD are less well characterized.

Therefore, this study investigated whether [405Y and
TaqlB polymorphisms modified subclinical atherosclerosis
in an asymptomatic Brazilian adult sample population.

Methods

Study subjects

A total of 207 asymptomatic volunteers of both sexes
{20-75 wyears] were recruited at the Lipid Outpatient
Clinic at the State University (Unicamp) Hospital in
Campinas, SP. Brazil.

The following exclusion criteria were used: body mass
index (BMI) = 30 kg/m®; a diagnosis of endocrinclogical,
liver or kidney disease; use of drugs that alter the lipid
profile; excessive use of alcohol (>75 g/day) |6]; meeting
the "present CVD" criteria (acute myocardial infarction
and angina pectoris, as established by electrocardiogram,
cardiac-specific enzyme levels, coronary angiography
and/or a history of coronary angioplasty or myocardial
revascularization).

The local Medical School Ethics Committee approved this
study, and all participants signed an informed consent form.

Biochemical analysis
The following blood measurements were performed
using Roche Diagnostics (Mannheim, Germany) reagents
in an automated system: total cholestercl (CHOD-PAP),
triglycerides (TG, GPO-PAP), HDL-C (HDL-C plus 3rd
generation), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C
plus 2nd generation for TG »>400 mg/dL and Friede-
wald's equation for TG = 400 mg/dL). Apolipoproteins
Al (NAS-ApoAl), BLO0 (MAS-ApoB) and lipoprotein (a)
were obtained from Siemens (USA). C-reactive protein
{CRP} was measured using the T'Lna.-qtumt:p' CRP (latex}
high sensitivity assay (Roche Diagnostics, Switzerland).
Plasma levels of tumor necrosis factor o (TMNF-a} were
measured using ELISA (Cayman Chemical, USA).

HDL, and HDLy sub-fractions were obtained using se-
quential micro-ultracentrifugation [7].
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CETP [#] and phospholipid transfer protein (PLTP) ac-
tivities {9] in plasma were determined using radioassays
with exogenous substrates.

Antibodies against oxidized LDL (oxLDL Ab)} titers
were determined using an in-house ELISA [10].

Polymorphism detection

Genomic DNA was extracted [11] and amplified using
polymerase chain reaction to identify the TaglB [12] and
1405V [13] polymorphisms,

Measurement of ciMT

A single trained sonographer, who was blind to the sub-
ject’s identity, performed high-resolution B-mode com-
mon carotid ultrasonography using a 69 MHz linear
array ultrasound imaging system (ATL HDI 1500 Ultra-
sound System, Adwvanced Technology Laboratories
Ultrasound, USA). Longitudinal measurements of seg-
ments of the common carotid arteries at the distal wall
and 1 cm from the bifurcation were performed accord-
ing to a standardized method [14]. The mean common
carotid artery intima-media thickness (cIMT) was calcu-
lated as the average of five measurements on each side
{right and left) and expressed in millimeters,

Statistical analysis
Mann-Whitney U and Chi-Squared tests compared vari-
ables, and the Spearman test was performed for correla-
tions, Univariate and multivariate logistic regression
analyses, with stepwise criteria of the variables of inter-
est, the presence of the ¥V and B2 allele, gender, age,
HDL-C, BMI and systolic blood pressure (SBP), were
performed to verify the relationships of these variables
with higher cIMT values, which was defined as above or
below the established cutoff value of (L795 mm and cor-
responding to cIMT equal and above the 66™ percentile
values of the studied population.

All the analyses were performed using the SAS®, version
9.1.3 and SPSS 11.5 for Windows. Haploview, v 4.2% was
used for the linkage disequilibrium (LD} analysis [15].

Results
The frequencies of 1405V and TaglB genotypes in our
population sample, represented by the presence (VV, [V)
and absence (lI) of the V allele and the presence {B2B2,
B1B2} and absence (B1E1} of the B2 allele, are presented
in Table 1. The frequencies of the 1, IV and VV geno-
types were 28%, 53% and 19%, respectively, and the fre-
quencies of the B1B1, B1B2 and B2B2 were 33%, 41%
and 26%, respectively.

Allele frequencies were consistent with Hardy—
Weinberg equilibrivm for the 405V polymorphism
ip=0.36) but not the TaqlB (p=0.02), and the MAFs
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Table 1 Biochemical parameters in the presence and
absence of minor alleles
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Table 2 Clinical and anthropometric characteristics in the
presence and absence of minor alleles

Parameters A 13405V Genotypes Parameters A. 1405V Genotypes
n V carmiers P value < n W carriers p value =
[n=32-59) (n=70-148) (n=34-59} (n=83-148)
Freguency (%) 29 A Age [years) 47 £ 14 42415 [ ]
CETP (3} 145 £ 9.0 1Mox72 0015 Male {3} 24 26 M5
HDL-C frmigdl) T2t 74t 18 19z EMI (kg/m?) 2516 25+5 5]
HOL3-C (mgfdL) 15+ 6 17+ 6 0.030 Wi {cm) Ta+ 11 81 + 12 0.008
PLTP (%) 223+ 19 158+ 9.9 0.007 SBP ImmHg) 120+ 13 127 £ 16 0.002
Lipopeatein {a) (masdL) 27+ 3] 3£ 36 Q4ry DBP {mmHg) FIL£10 82 £ 10 0.001
Ol Al 10D 033 = Q16 038 £ 019 0405 Mean cIMT (mm) 074 = 010 079 = 0.23 M5
Parameters B. Tag1E Genotypes Parameters B, Tag1E genotypes
B1B1 B2 carriers p value < B1B1 B2 carrlers p value <
(n=32-68) (M=70-139) (n=37-68} {n=B0-139)
Frequency (%) 33 &7 Age [years) 454 15 A3 4 14 M5
CETP (%) 134 + 83 M3t 727 Q103 Male (%} EL] 21 0.026
HEL-C fmasdL) fk 26 i3+ 164 Q554 BMI [I:g.fmzl 254 2546 NS
HDL-C Imidly 176 175 QGET WC [cm) g1 %12 o412 M5
PLTP {34 1711 1B+ 71 QEs0 SBF (mmHg) 127 + 14 124 + 16 K5
Lipoprotein (a} (mg/dL) 24 £ 30 33 %38 0.014 D8P {mmHg) B2 =110 M5
axL 0L Ak (00 033 + 017 038 £ 418 0230 Mean clMT [mm) 073+ 020 Oys £ 023 M

Chata sre presented as means £ standaed devistion; {sample numberks n =
minimum and maximum of subjects with determined paramaters; p values:
Mann—‘Whitney U test for companisons bepwesn the presence and absence of
the minor alleles (W and B2, Sgnificant differences: p=0,05 in bold, CETP 3} =
acthvity of cholesterol ester transfer protein; HDL-C = high-density lipoprotein
chadesterol; PLTP (5 = activity of phospholipid transfer protein: oxl0L Ab =
antibodses against oxidized LDL titers; (OD)= optical densty,

(minor allele frequency) were <45% and <46%, respect-
ively. The linkage disequilibrium between the two paly-
morphisms was very weak, as evidenced by the D' =0.17.

Clinical and anthropometric characteristics and bio-
chemical data of the investigated population are pre-
sented in Tables 2 and 1.

Table 3 presents the significant correlations between
mean cIMT, oxLDL Ab titers and CETP and PLTP
activities,

The univariate analyses (Table 4) indicated that the fe-
male gender, age, HDL-C, BMI and SBP were signifi-
cantly associated (p value =00,05) with higher cIMT.

The multivariate analysis (Table 5) demonstrated that
age and the presence of the B2 allele were positively
related to higher cIMT. Individuals with increased risk
exhibited the B2 allele (5.1-fold increase) and higher age
(21.2% increase/each year of age).

A Chi-Square analysis indicated an interaction be-
tween the presence of the B2 allele and age. The com-
bination between age, categorized in = and <50 years
(median value), and the presence or absence B2 allele
formed 4 groups of individuals who were crossed with
cIMTs above and below 0.795 mm (data not shown).

Chata presented &3 mizans 2 standard deviation; (sample numberkn =
minimurm and maximum of subjects with determined parameters; p values =
Mann-Whitney U test for comparisons between the presence and absence of
the alleles (W and B2 gender comparisons, Chi-Square test. Significant
differences: p=0.05 in bold, EMi= Body Mass Index; W= walst circumference;
SEP= systolic blood pressure; DEP= diastelic blood pressure; dMT= carotid
intima-madia thickness,

Discussion
This study investigated whether the 1405V and TaqlB
polymorphisms modily subclinical atherosclerosis in an
asymptomatic population sample

Previous studies present controversial data on the role
of TaglB and 1405V in atherosclerosis and CVD. The B2
allele is associated with lower internal carotid artery
IMT in men [16], but other studies do not identify asso-
ciations between the TaglB polymorphism and clMT
[17.18], The present study demaonstrated that cIMT did
not differ between either allele of the polymorphisms.
However, inverse correlations between cIMT and CETP
activity were demonstrated in beth polymorphisms
{Table 3), which suggest a potential atheroprotective role
for CETP in these individuals. A potential anti-
inflammatory role for CETP was demonstrated previ-
ously [19] wherein the induction of acute inflammation
produced lower mortality due to sepsis and lower cyto-
kine circulation in mice that express human CETP.
Reductions in CETP concentrations in human patients
with sepsis are more pronounced in non-survivors [20].

We identified positive correlations between ¢IMT and
PLTP and oxLDDL Ab in the presence of the V and B2
alleles. Previous studies have suggested that PLTP
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Table 3 Significant correlations between cdMT, oxLDL Ab, CETP (%) and PLTP (%) in the presence of minor alleles

cIMT wersus W carriers cIMT versus B2 carriers

r p value < r p value =
CETF (%} n=88 -0.363 0.0007 CETP (%) n=87 —0.427 0.0001
oxLDL Ab {OD) n=54 0409 0L002 oxLDL Ab (OD) n=51 0.432 0,002
PLTP (%) n=85 0322 0.003 PLTP (%) n=84 0315 0.004

r= Spearman’s cosefficient: Significant differences: p=005 in bold. c#iT= carotid intma-media thickness; oxl DL Ab= antibodies against oxidized LDL titers; 1000 =
optical dansity; CETP%) = activity of cholesteryl ester transfer proteing PLTP (%) = activity of phosphaolipid transfer protein

increases the risk of cardiovascular disease in humans
[21], and the balance of evidence suggests a pro-
atherogenic role for oxLDL Ab titers [22] in the devel-
opment of atherosclerosis. These positive correlations
and the lack of correlations of these wvariables in both
common BI1Bl1 and I allele homozygotes (CETT
p=0.318 and 0.091, exLDL Ab ps 0709 and 0.386 and
PLTP p=0.823 and 0.470, respectively) {data not shown)
sugpest a possible pro-atherogenic role of these markers
associated with the polymorphisms. Our sample size was
relatively small and different between groups. Therefore,
further studies are underway in our lab to further con-
firm these correlations.

The presence of the V allele was associated with lower
CETP (24%) and PLTP (29%) activities and higher
HDL.-C {13%) concentrations. Patients with coronary
disease typically exhibit fewer large HDL particles
(HDL,), and the concentration of these large particles is
a better predictor of future cardiovascular events than
HDL-C concentration [23].

Lipoprotein {a) plasma levels were also significantly
increased in the presence of the B2 allele. High levels of
lipoprotein (a) are significantly associated with the pres-
ence, severity and extent of carotid atherosclerosis [24],

Table 4 Univariate Logistic Regression analyses for
higher cIMT (abowve 66 percentile) (n=118}

Variables Categories p value <= OR Cl 95% OR
Presence o W aliele Mo [ref] 3303 (FH —

e 1.57 067 — 365
Presence of B2 alisle.  No (refl 0150 .00

Yes 1.87 Qa0 - 4,36
Gender Male [rel) 1.00 —

Female 0.048 248 101 - 610
Age [years) {comt). 0.001 1195 1.116-1.279
HOL-C {magsdL} {cont). 0.035 1.024 1.002 - 1.047
BMI (kg/m?) {cont). 0.009 1105 1.025 - 1,19
SBP [mmHag) {cont). 0.003 1.043 1.014 - 1.072

T balow and above the 66™ percentile, <0795 {n=781 and =0,795 (n=43),
respectively. (refll=reférence level, {cantl= continue variable. OR= Cdds ratio
for higher cIMT, above the 66 percentile value (0,795 mm), €1 95% OR=
Confidence interval of 95% for the Chids ratio. Significant differences: p<iugs
In bsold; B2 = minor allele of Tagl8 polymoiphism, V = minor allele of 1405v
pofymorphism, HDL-C = high-density lipoprotein cholesterol, By body mass
Indbex, SEP: systofic blood pressure.

but this increase was not observed as a possible pro-
atherogenic factor.

Mo significant differences in CETP activity and HDL-C
levels were observed in TaglB polymorphism, despite a
15.4% reduction in CETTP activity in presence of the B2
allele. These results are consistent with a previous study
in another Brazilian population, in which no association
between TaglB genotypes and HDL-C lavels was
observed [25].

A univariate analysis (Table 4) followed by a multivari-
ate logistic stepwise analysis (Table 5) demonstrated that
the presence of the B2 allele was independently asso-
ciated with a mean 5.1-fold increased risk for higher
cIMT and age interacted with the allele effect. The pres-
ence of the B2 allele in the = 50 years age proup exhib-
ited the highest risk of higher ¢IMT in the Chi-Square
analysis (data not shown).

The effects of the TaglB variant on circulating plasma
lipids' may be related to other functional mutations
within the CETP gene locus that are in LD [26], which
may explain the association in our study. However, other
factors than the CETP activity may exert different ath-
erosclerotic repercussions in TaglB and 1405V poly-
morphisms. A multivariate analysis’ was performed to
verify the independence of the associations between the
qualitative binary variable cIMT above or below 66" per-
centile (.795mm), CETP and PLTP plasma activities
and the potential confounding factors, including gender,
age, BMI, SBP and HDL-C. Only age exhibited a signifi-
cant statistical association (OR: 1.247, CI 95%0I: 1.129 -
1.377), which was a strong determinant of cIMT (data
not shown). The absence of interactions of other tested
parameters with higher ¢IMT in this study suggests that

Table 5 Multivariate Logistic Regression® analyses for
higher eIMT (above 66 percentile) (n=114)

Variables Categories p value < OR Cl 95% OR
Age [yesars) {cont). 0.001 1212 1126 - 1.304
Presence of B2 allele Mo [ref], 0.023 100 —

Yes 514 1.26-21.06

*Srepwise criteria for selection of variables, cIMT below and above 66"
percentile, <0735 (n=73] and >0.795 {n=41} respectively, refl= reference
level; [conth=continue warlable. OR= Odds ratio for higher céT abova the &a™
percentile value (0,795 mm), C1 95% OR= Confidence interval of 95% for Odds
ratio, Significant differences: p=0.05 in bold; B2 = minor aflele of TaqiB
pobymorphism.
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other non-determined factors were affected by the geno-
types and related to carotid atherosclerotic disease.

Our results focused on several biomarkers that were
assessed for the first time in the Brarilian population,
and the results were partially based on the correlations
between a relatively small numbers of individuals. These
results merit further exploration due to the high fre-
quency of the investigated polymorphisms in the present
Brazilian sample. Identifying the impact of these poly-
maorphisms is an ongoing aim of our research group.

Conclusions

The 1405V and TaqlB polymorphisms were differently
associated with subclinical atherosclerosis because only
the presence of the minor B2 allele, but not the V allele,
was independently associated with higher cIMT. We
demonstrated that none of the studied parameters
explained the different relationships between these poly-
morphisms and cIMT, which leads us to speculate that
the association between the B2 allele and <IMT is due to
other non-studied factors. Ongoing studies are underway
in our laboratory to determine the modulation factors
that are involved.

Abbreviations

CETP: Chalesteryl Ester Transler Procain; HOL-C- High-Diensity Lipooroteing
Chtestéral; OVD: Candicvascular Disease; BME Body Mass: Inckes:

T TriGlycerides: LT Low-Density Lipapaatein Cholestenol;

Apa: Apalipoprotein: CRPC-Reactive Protesn; THNF-o: Turmor Mecrasis Factor-
o; PLTP: Phicspholipld Tramsfer Provein; oxL DL Ab; Antibodies titers against
cxidized LDL: ¢IMT: cammen Caratid Anery Intima-dedia Thickness:

SBP: Systohic Blood Pressure; LDx Linkage Diseguilibeium; MATF- Minor Allele
Frequency,

Competing interests
The authors state that they have no confiicrs of interess,

Authers' contributions

ESP wiarked hard on the data anahlysis, manusoipt preparation, and editing,
MEF wrote and reviewed the final manuscripe. DK participated i the
selection af paicipants, collecton of all dinical and leboratony data and
clinlcal examinations, HOFO amd #E5 asssted in the execution of the
experimenital pratocal for the palymorphism detection. L3R and ACS
periormed additional statistical anabyses and critical discussion. MG
conducted the immunologica! sxperiments. BT performed the canotid
ultrazonography, YHSZ, ERM and BECRO cnncally revised all st and
complementsd the discussion. ECF designed the study, implementad the
chinical arm and coordinared the wark, Al authors read an approved tne
manuscript.

Acknowledgments

The auathars thank “Fundagao de Amiparo g Peiquiza do Estado de Sac
Paulo- FAPESP® [grant number 200E/40535-9) and "Coordenagac de
Aperfeoaments de Pessoal de Nive! Superior- CAPES” for the financal
supgrart; Minan Demefon, from the Clinical Biochemistry Labarator, and
Aparecida Sousa from the Lipds LaboratangNuces de Medicna e Cirurgia
Exparimenital o the School of Medical Sciences (FChAnicamp for the
techmical suppart; Helymar Machado from FCWs Research Chamber for the
statistical amabyse

Author details

'Lipids Laboratone Faculty of Medical Stiences, State Unnversity of Camipinas,
Aua & de humho, 350, Campinas, 5P 13083:877, Brazil, “Lipids Laboratory,
Bicdogy Institute, State University af Campinas, Rua Monteiro Lobato, 255

Page 5 of &

Campinas, 57 13083-462, Brazil. 1Fa|:ulry of Medicine, Uiniversity of 530 Pauala,
Ay Bandeirantes, 3000, Ribeido Preto; 5P 140302200, Brazil. *Cardiology
Civision, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas. Rua
Tessdlia Vieria de Camarga, 126, Campinas, 5P 13083-887, Brasl "Imunalogy
Department, Urndversity of S8 Paulo, Aw Prof. Lineu Prestes, 2415, 530 Paulo,
SF 05508-000, Brazil, “Depanment of Radioloay, Faculty of Medical Sciences,
State Uneversity of Campinas, Rua Temssalia Vieira de famango, 1265, Campinas,
SF 13083-837, Braxil. 'Lipids Laboratony (LM 10, Faculty of Medical Sciences
of the Universsty of 530 Paulo, Av Dr Arnaldo, 455, Sao Paulo, SPO1 2462003,
Brazil. "Deparamento de Patalogia Clinica, FOM-URICAMP, PO, Bax 6111,
Aua Teszalia Vesira de Camargo, 126, Campinas, Barao Geraldo 5P 13084-971,
Brazil

Raceived: 26 July 2012 Accepred: 29 September 2012
Pubdished: 5 October 2012

References

1 Glass CK. Witzturn I Stherosclerosis the road ahead, Cob 2001,
104:503-514,

2 Para B5 Urnan A, Panacido NE Nakamum BT, Olivesa A, De Fana EC A

reduction of CETP activity, not an increase, Is assoclated with modestly

Impalred postprandial lipemia and increased HOL-cholestéral in adult

asymptomatic women, Limirs Hagaln D 2011, 1067,

Farkawou G, Vasiadis |, Selowou W, arsiesta & Mavogeni 5 Papacisoaukou

E, Paparmerteelopoulos 5, Gianmnaskopousou Y, Marvakd A, Degiannis O

Filianou H The role of camman variants ol the cholesteryl estes transfes

protein gene in left main coronary artery disease, Lipids Reaiet D6 2007,

156,

4. Boskhoict SW, Thomgean JF: Matural genetic wariation as'a tood in
understanding the role of CETP in lipid levels and disease. | Limd Res
2003, 44:1080-1043

5 [DHiveim HE, De Fara B Chalesteryl ester transfer protedn: the
controversial relatson (o ethesosclerasis and emerging new blalogical
rofes, AR (e 2071, B3248-057

3] Savtilainen MU, Mannukesla M, Seppanien 5, Boramen K Kesanicmi b
Increased high-density lipoprotein cholesterol concentration in
alcoholics is refated to low cholesteryl ester transfer protein activity,

Eur t Cln Iovest 1930, 20:593-559

"y Eyee |, Hammet F, Miller M2 & micro-method for the rapid
ultracenirifusgal separation of hurmam plasma high density lipoprotein
subfractions, HOL2 and HDL3. (i Chim Acta 1881, 114225230

B Lagost L Determination of the mass concentration and the activity of
the plasma cholesteryl ester transfer pratein (CETP), Marhoas fol Sial

tSaR 1131241

S Darnen | Begts 1, Schempbol G Transfer of [14C)phosphatidylicholine
batween liposames and human plasma high density lipopeotein. Partal
pawification of a transfer-stimulating plasma factor wiing o rapid transfer
assay, Fiochim Bophys Aok 1982, 712444452

1k Gidlund M, Damascena NA. Lindoso M, Abda®a D5, Gote H: Monoclonal
antibredies against low density lipoprotein with vanous degrees of
owidative modidicatsons. Srar o Med Sinl Ser 1595, 281625 1626

11, Ralapar LA, Meto CF, Cavalll %6, Hinuy HM, Hirsta W Hirata R0

Micromeétodo para extragio de DNA gendmico utll no disgndstico

maolecular da Hipercolesterolemia Familial, ey fras anal ofin 2001,

FF01-F16

Fumeen F, Betoulle §, Luc G, S8ohague |, Ricard 5, Poiner Q, dermaa B, Bvans

A Areiler O Marquiss-Yidal P, et o Adcohol intake modulates the affect of

a polymorphism of the cholesteryl ester transfer protein gene on plasma

high density lipoprotein and the risk of myocardial infarction, {70

frvesl 1595 96 16841671

13, Godnason 'V, Fakko 5, Nicaud YV, Ssvolainen M), Besameemil YA, Tahvarainen
E, Humghoies = Cholestery| ester wansfer protein gene effect on CETP
activity and plasma high-density lipoprotein in Eurcpean populations.

The EARS Group. Fur J Cin e 10590, 2007 16128,

4, Simgns PO Algra A, Boss ML, Grobbee DE Van der Graaf ¥: Common
carotid intima-media thickness and amerial stiffness; indicatorns of
cardicvasculas sisk In high-risk patients, The SMART Study (Second
Mansfestations of ARTeris disease), Cicuianen 1995, 100851957

L5, Baratt JC, Fry B Maller |, Daly ME Haploview: analysis and visualization of
LD and haplotype maps, Biuiformoiio 2005, 21:263-265

it

it

48



Parra et al. Lipids in Health and Disease 2012, 11130
httpywvew lipidworld. comycontent11/1/130

&

Eizaua R, Cupples LA, Fox 05, Polak F, DMAgoesing RA S, Wiol PA, ODanne|
1, Cedoeas W Association between wellcharactenized lipoprotein-
related genetic variants and carotid intimal medial thickness and
stenosis: The Framingham Heart Stwdy. Atfheroaclerons 2006, 189:222-223.
Sowpal Sy, Sandhafer A, Hahne P, Cherkafier H Felder T, olssder 8, Miller K,
Kremples F, Patsch JR, Pautweber B, Patsch W Cholesteryl ester transfer
protein and hepatic lipase gene polymorphisms: Effects on hepatic
mAMA levels, plasma lipids and carotid atherosclarosis. Athernicamss
2001, X657 -850

Tsal MY, Johneoey C Kao WH, Sharett &R, Arends WL, Kronmal B, denny NS,
Jacabs DA I, Amett D, O'leary O Post W, Cholesteryl ester transfes
protein genetic polymarphisms, HDL cholesterdl, and subclinkcal
cardicvascular disease in the Muotti-Ethnic Study of Atherosclerosiz.
Atfrercscierasis JHE, 2000350357

Careta P, Barbeiro OF, Morett Al Crdndaa EC, Soriano F& Human
chalesteryl ester transfer protein expeession enhances the mouse
survival rate im an expenmental systemic inflammation model: a novel
rode for CETP. Shock J00H, 3E60-595.

Grion Ch, Cardoso LT, Peraznla TF, Garcia AS, Harbosa 05 Morimats HE,
Watsuo T, Carrilho A0 Lipoproteins and CETP levels as sk factors for
sevare sepsis. In hospitalized patients. Fur J Ciin bevest 2000, 40330-328
fareik GP, Rajagopalan A, Rosenthal B8, Wotbauer G, MoKinsmy L, Vaza A,
Brurzall I, Motulsky AG, Mickerson 08, Heagerty P, &f ok Genetic and
nongenetic sources of variztion in phospholipid transfer protein activity.
! Lipdd Aes 10, 51:583-0000,

Chen HW, Kuo CL Husng TF Kuo Sl L C5-Oxidized low-densaty
lipoproteins, autoantibodies against owdized low-denssty lipoprotains
and carotid intima media thickness in a clinicalfy heaithy population.
Comioingy 2008, 110:252-259

Asztalos BF, Colling D, Cuwpples LA, Demissie 5, Horvath KV, Bloomifield HE,
Robins 51, Schasfer EI Vakee of high-density poprotein (HOL)
subpoputations i predicting recurrent cardiovascular events in tha:
Veterans Affairs HOL Intervention Trial, Axevioscler Thromb vess Sigl 2005,
25:2185-2191

Kim BS, Jung HE, Bang 0%, Chung €5, Les KH, Kim GW: Elevated senum
lipoproteinia) as a potential predictor jor combined intracranial and
extracranial arery stencsis in patents with schemic stroke.
Arfercacierosis 2010, 212:632-683

Refvas Wi lzar MC, Heffenstzin T, Forseca M1, Calovead W, Cliveira A lhara
55, Ham SW, Las Casaz A% b, Fonsecs R4 Relatonship between gena
polymorphisms and prevalence of myocardial infarction among diabetic
and nom-diabetic subjects. Atfiencecerous 2005, 178504 -105.

Klerkyx AH Tarck MW, Kastalein 1 Mofwzen B, Julema JW, Zedindermman
AH, Euverbowen 14 Haplotype analysis of the CETP gene: not TaglB, but
the closaly linked -£29C—=A polymarphism and 2 novel promoter
wariant are independently assodiated with CETP concentration. Hiwm Mol
Gepet 2003, T2111-122

doit1 311864147651 1X-11-130

Cite this artice as: Para & ol The MOSY and Tag 1B polymorphisms of
the CETP gene differentially affect sub-clinical caratid atherosclerasis,
Ligwds i Hieaith aveed Dfseasr 2002 1710130

Page 6 of &

Submit your next manuscript to BioMed Central
and take full advantage of:

= Convenlont online submission

= Thorough peer review

* Mo space constraints or color figure charges

= immediate publication on aceptance

= inclusion in PubMed. CAS, Stopus and Google Scholar
= Research which Is freely available for redistribution

Sulbmit your manusoript at

vy biomedoentral comfsulsmit ( ) wm

49



CAPITULO 2




Artigo Submetido a Revista Atherosclerosis

HDL size is more accurate than HDL cholesterol to predict carotid
subclinical atherosclerosis in individuals classified as at low

cardiovascular risk

Eliane Soler Parra®, Natalia Baratella Panzoldo?, Vanessa Helena de Souza Zago?,
Daniel Zanetti Scherrer?, Fernanda Alexandre?, Valeria Sutti Nunes®, Edna Regina
Nakandakare®, Eder Carlos Rocha Quintdo®, Eliana Cotta de Faria®, Andrei C.

Sposito°©.

®Department of Clinical Pathology, Lipid Laboratory and Center for Medicine and
Experimental Surgery, Faculty of Medical Sciences, University of Campinas,
Campinas, SP, Brazil.

®Lipid Laboratory, Faculty of Medical Sciences, University of Sdo Paulo, Sao
Paulo, SP, Brazil.

°Department of Cardiology, Faculty of Medical Sciences, University of Campinas,
Campinas, SP, Brazil.

*Corresponding author

Professor Andrei C Sposito

Cardiology Division, Faculty of Medical Sciences,
State University of Campinas (Unicamp),
13084-971, Campinas, Sao Paulo, Brazil

Tel 55 191 3521 7098

Fax 55 19 3289 4107

Email: andreisposito@gmail.com

51



Abstract

Objective: Consistent data has demonstrated the limited accuracy of HDL
cholesterol in predict the burden of atherosclerotic disease. In parallel, HDL size
has been shown to be a better marker of cholesterol efflux capacity than its
cholesterol content. Thus, objective this study was investigate whether HDL size
would improve the predictive value of HDL in the identification of subclinical carotid
atherosclerotic disease.

Methods: 284 individuals (40-75 years) at low cardiovascular risk were selected
from those who seek primary prevention care centers in Brazil between 2008 and
2011. Apolipoprotein B-containing lipoproteins were precipitated by polyethylene
glycol and HDL-size was measured by dynamic light scattering technique.
Participants were classified in tertiles of HDL-size (<7.57; 7.57-8.22; >8.22nm).
cIMT were measurements by high resolution B-mode carotid ultrasonography.
Multivariate ordinal logistic regression models were used to assess the association
between cIMT across HDL-size and levels of lipid parameters.

Results: In contrast to HDL cholesterol, HDL-size >8.22nm was independently
associated with cIMT<0.90 mm in unadjusted and adjusted models by age, gender
and HOMAZ2S, ethnicity and body surface area (Odds ratio 0.23; 95% confidence
interval 0.07-0.73, p=0.013). LDL and non-HDL cholesterol were also positively
associated with cIMT.

Conclusion: The mean HDL size estimated with DLS constitutes a better predictor
for subclinical carotid atherosclerosis than the conventional measurements of
plasma HDL-C in individuals at low cardiovascular risk.

Keywords: HDL-size, HDL-C, cIMT, subclinical atherosclerosis,
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Introduction

Algorithm-based categorization as low cardiovascular risk has been
observed in up to 72% of individuals who are admitted with ST-elevation
myocardial infarction '. Although multicausality of atherogenesis and limitations
related to extrapolation algorithms are virtually insurmountable barriers, some risk
markers may be particularly useful for individuals in this extract of risk. In this
context, recent evidence showed that the discriminatory power of high-density
lipoproteins cholesterol (HDL-C) is more robust in low-risk individuals than in their
counterparts?®. From the mechanistic point of view, this phenomenon has been
attributed to increased proportion of dysfunctional HDL as it increases the
cardiovascular risk. Eventhough, the inclusion of HDL-C in risk evaluation is
expected to improve risk reclassification in only 2.2% °. Hence, it became evident
that simple feasible estimations of HDL functionality must be developed particularly

to those individuals classified as at low cardiovascular risk.

Cholesterol efflux capacity of HDL has been shown to be a step forward in
discriminating individuals with or without coronary or carotid atherosclerosis when
compared with HDL-C *°. Such improvement in the predictive value has been
mainly attributed to phenotypic changes in HDL, particularly the lipoprotein size.
Indeed, studies using either native HDL or reconstituted HDL particles
demonstrated that cholesterol efflux capacity is directly proportional to HDL size 6.
’. As the diameter of HDL is enlarged, changes occur in the conformation of the
central region of the apolipoprotein (apo) A-l increasing its affinity for scavenger
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receptor class B type | (SRBI) and, by this way, the cell cholesterol efflux to HDL®
7-

Cholesterol efflux assessment however is a complex, labor-intensive
procedure that remains hard to be performed in clinical setting. The assessment of
HDL diameter, on the other hand, has been accomplished by a straightforward,

accessible and fast throughput technology.

In our study, we used DLS to measure HDL particles isolated after
precipitation of apo B-containing lipoproteins by PEG 8000, which validation is
published elsewhere '8. This technical approach made this assessment simple,
less expensive and broadly accessible as compared with NMR or even

polyacrylamide gradient gel electrophoresis.

Thus, in the present study we aimed to investigate whether HDL-size would
improve the predictive value of HDL-C in the identification of subclinical carotid

atherosclerotic disease.
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Methods
Subjects

Participants were selected from a database of 598,288 lipid profiles of individuals
who spontaneously sought governmental primary care centers for cardiovascular
risk estimation between 2008 and 2011 in the cities of Campinas and Americana,
SP, Brazil (Figure 1). Our goal was to select individuals aged of 40 years or older
without regular use of lipid-lowering treatment or secondary causes for reduced
HDL-C. In the first step, we selected medical reports from individuals with (i) low-
density lipoprotein (LDL-C) <130 mg/dL, (ii) triglycerides <150 mg/dL, and (iii) of
both genders. In this phase, 53,491 individuals were considered eligible for
telephone interview. We then excluded individuals who self-reported: (i) body mass
index (BMI) = 30 kg/m?, (ii) regular use of medical treatments, (i) smoking habit,
(iv) daily intake of alcohol >14g or (v) intensive daily physical exercise. From 1,536
individuals who were selected and invited for in-person clinical evaluation and
blood exams, 919 individuals attended the second step evaluation. Additional
exclusion criteria were the measured BMI, LDL-C and triglycerides values as
above reported or (i) urea >71mg/dL, (ii) creatinine >1.20mg/dL, (iii) glucose
>100mg/dL, (iv) alanine aminotransferase >50U/L, (v) aspartate aminotransferase
>33U/L, (vi) gamma-glutamyltransferase >71U/L, (vii) thyroid stimulating hormone
<0.41 or >4.5 uUl/mL, (viii) metabolic syndrome as defined by the International
Diabetes Federation (IDF) criteria. The Ethics Committee in Medical Sciences of
the University of Campinas approved this study (409/2010) and all participants
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signed an informed consent form. The study is registered at ClinicalTrials.Gov by

the following identification NCT02106013.

Clinical and anthropometric data

Weight, height, BMI, waist (WC) and hip circumference, body surface area
(BSA), systolic and diastolic blood pressure (SBP and DBP, respectively) were
obtained and confirmed by duplicated assessments. The ethnicity was self-
reported, and categorized in white or non-white. Estimated lipid accumulation
product (LAP, for men= (waist circumference - 65) x triglycerides) for women=
(waist circumference - 58) x triglycerides)) was used for describing lipid

overaccumulation according to Kahn &.
Biochemical analysis

Blood samples were drawn after a 12-h fast for serum and EDTA plasma
separation by centrifugation (4°C, 1000 x g, 10 minutes), and stored at -80°C until
analysis. Total cholesterol, triglycerides, HDL-C and glucose measurements were
performed in an automated chemical analyzer Modular® Analytics Evo (Roche
Diagnostics, Burgess Hill, West Sussex, UK), using Roche Diagnostics® reagents
(Mannheim, Germany). LDL-C was calculated by Friedewald’s equation . Apo A-l,
apo B and lipoprotein (a) were determined by nephelometry in a BNIlI automated
system and reagents from Dade-Behring® (Marburg, Germany). C-reactive protein
(CRP) was measured using the Tina-quant® CRP (latex) high sensitivity assay

(Roche Diagnostics®, Mannheim, Germany) by immunoturbidimetry. Plasma
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insulin was determined by ELISA (Human Insulin ELISA kit, Millipore Corporation,

MA, USA).

The Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) equation estimated
glomerular filtration rate (GFR). The Homeostasis Model Assessment 2 (HOMA2)
Calculator version 2.2 was used to estimate  cell function (HOMAZ2B) and insulin
sensitivity (HOMA2S) '°. Cholesteryl ester transfer protein (CETP) " and
phospholipid transfer protein (PLTP) activities in plasma were determined using
radioassays with exogenous substrates and PLTP mass was measured by ELISA
as previously describe 2. Paraoxonase-1 (PON-1) activity was measured using
paraoxon (diethyl-p-nitrophenylphosphate, Sigma, St. Louis, MO, USA) as
substrate . Plasma exogenous lecithin cholesterol acyltransferase (LCAT) activity
measurements (nmolCE/mL/h) were performed using a recombinant HDL ', and
endogenous activity (% cholesterol ester) through the rate of esterification of '*C-
free cholesterol by LCAT in the subject’s HDL'®. Lipoprotein lipase (LPL) and
hepatic lipase (HL) were assessed in post-heparin plasma samples, based on fatty
acid release, using a radiolabeled triolein emulsion as substrate and NaCl 1M as

LPL inhibitor®.
HDL particle size analysis

HDL particle size was measured after chemical precipitation of apo B-
containing lipoproteins with polyethylene glycol (PEG) 8000 (400 g/L) in glycine
solution 0.2 mol/L, adjusted to pH 10 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)"".

Measurements of HDL particle size were made using the Nanotrac Particle Size
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Analyzer (Microtrac, North Largo Florida, USA) by dynamic light scattering (DLS)

technique, as described by Lima & Maranhao 8.
Cardiovascular risk and carotid atherosclerotic burden estimation

The 10-year risk of coronary fatal or nonfatal myocardial infarction or fatal or
nonfatal stroke, and peripheral arterial disease of supposed atherosclerotic origin
was estimated by the Atherosclerosis Cardiovascular Disease (ASCVD) risk score
' Measurement of the intima-media thickness (cIMT) of the left and right
common carotid arteries was obtained at the far wall and 1 cm from the bifurcation
20 by using a high resolution B-mode carotid ultrasonography (ATL HDI 3500, 6-9
MHz linear transducer, ATL Ultrasound, Bothell, EUA), by a single trained

sonographer, according to standardized method. Individual results correspond to

the mean of the left and right cIMT in mm.
Statistical analysis

Normal distribution of the variables was tested using the Kolmogorov-
Smirnov test. The participants were grouped in tertiles of their HDL-size (<7.57nm;
7.57-8.22nm; and >8.22nm). Comparative analyses were performed using
Kruskal-Wallis for non-normal data, expressed as median (interquartile range), and
analysis of variance (ANOVA) for normal data, expressed as mean + standard
deviation. Bonferroni’s test or Manny-Whitney test were used for post-hoc analysis.
Chi-Square test was used for categorical variables. Analysis of covariance
(ANCOVA) adjusted by gender and age was used to compare CRP and cIMT

between groups. Multivariate ordinal logistic regression models were used to
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assess the association between cIMT =80™ percentile (0.90mm) across increasing
levels of lipid parameters. In order to minimize the effect of the differences in
magnitudes of the absolute values and make comparable the association between
the independent variables and the odds ratios (OR), tertiles of HDL-size, HDL-C,
LDL-C, non-HDL-C and apo A-l were used as independent variables with reference
group being those in the lowest tertile. We included in the models age, gender,
HOMAZ2S, ethnicity and BSA as covariates. A two-sided p-value < 0.05 was
considered as statistically significant. Analyses were performed using SPSS

Statistics version 17.0.
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Results
Clinical characteristics and biochemical data

As shown in Table 1, individuals in the 1% tertile of HDL size presented
higher BMI, WC, BSA and LAP than those in the 2" tertile and both were higher
than those in 3" tertile of HDL size. Individuals in the 1% tertile of HDL size had
lower levels of HDL-C and apo A-l, HOMAZ2S, PLTP mass and activity of PON-1
and had higher levels of insulin, HOMAZ2B and higher activities of endogenous
LCAT and HL as compared with their counterparts. Plasma triglycerides were
lower in 3" tertile group as compared with the others groups. Apo B and non-HDL-
C were lower in 3" tertile group as compared with 2" tertile. CRP levels and cIMT
were also lower in 3" tertile when compared with others groups. The median 10
years ASCVD risk was below 2% in the three groups and only 17% of study
participants had a risk 27.5%. There was no significant difference in the mean risk

among the HDL size tertiles.
HDL-size and atherosclerosis

Binary logistic regressions were performed to estimate the degree of
association between the presence of cIMT > the 80" percentile and the
independent variables expressed in tertiles: HDL-size, HDL-C, LDL-C and non-
HDL-C. Table 2 displays the 3 models for each variable: (1) unadjusted; (2)
adjusted by age, gender and HOMAZ2S; (3) adjusted by age, gender, HOMA2S,
ethnicity and BSA. HDL particle size >8.22nm was independently associated with

low cIMT in unadjusted and in the adjusted models. The same was not observed
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when we tested HDL-C values. Apo A-l was not significantly associated with cIMT
(p=0.24). LDL-C> 98 mg/dL and non-HDL-C> 113 mg/dL were both independently
associated with higher cIMT in the three models. The association between HDL-
size and cIMT remained significant after the addition of LDL-C to the third model
(p=0.019). Due to the presence of colinearity it was not possible to test together

HDL-size and HDL-C.
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Discussion

The present study was designed to compare the predictive role of HDL-C
and HDL particle size for the presence of subclinical carotid atherosclerosis in
primary prevention setting. Our main finding is that HDL particle size but not HDL-
C is inversely associated with cIMT. This association remains significant after
adjustment for LDL-C, insulin sensitivity and other traditional cardiovascular risk

factors.

In nuclear magnetic resonance (NMR) studies, plasma concentration of
large HDL (9.4—14 nm) is inversely associated with cardiovascular risk, whereas
that of small HDL particles (7.3-8.2 nm) is positively associated with this risk '3,
As HDL subpopulations differ in size, and concentrations of large HDL particles are
consistently associated with reduced cardiovascular risk, mean HDL-size may
represent an integrative measure of HDL particle profile. Consistently, mean HDL-
size obtained by NMR was inversely associated with cIMT in individuals with

familial hypercholesterolaemia and in asymptomatic volunteers .

In our study, we used DLS to measure HDL particles isolated after
precipitation of apo B-containing lipoproteins by PEG 8000, which validation is
published elsewhere '®. This technical approach made this assessment simple,
less expensive and broadly accessible as compared with NMR or even
polyacrylamide gradient gel electrophoresis. Consistently, we also found an
inverse association between HDL-size and cIMT in asymptomatic, low-risk
individuals of both genders in primary prevention setting. The association was
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independent of insulin sensitivity, age and LDL-C. As expected, both LDL-C and
non-HDL-C were strong predictors for increased cIMT, confirming the accuracy of

the study design.

Although metabolic syndrome as defined by the IDF was considered an
exclusion criterion, individuals with lower HDL-size had higher triglycerides levels,
WC and lower insulin sensitivity than those in the other tertiles. Endogenous LCAT
and exogenous HL activities were both increased among individuals from the first
tertile, which may have contributed to the reduced HDL-size and may have been
favored by the decline in insulin sensitivity 2527 Likewise, PLTP activity has also
been inversely related to insulin sensitivity and is involved in the remodeling of
HDL . Consistently with prior studies®®, we found that PLTP mass differed
between groups but PLTP activity did not. By consequence, PLTP specific activity,
which reflects the relative proportion of active and inactive isoforms, was lower
among individuals in the last tertile of HDL-size. Although PLTP activity has been
associated to both the increase and decrease of HDL size, specific PLTP activity
seems to be more clearly related to the decreasing effect on HDL size *. Thus, it is
conceivable that such metabolic trait comprising the decline in insulin sensitivity is,
independently, a considerable stimulus for decreasing the size of HDL and
increasing the plasma levels of CRP and cIMT. In this context, we performed
multivariate analysis and found that the association of HDL-size with cIMT or CRP

goes beyond its indirect link through the decline in insulin sensitivity.
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Although specific PON-1 activity has been reported to be higher in small
HDL particles ', the overall plasma PON-1 activity was also associated with larger
HDL-size in the studied individuals. Such an increase in plasma PON-1 activity in
individuals with high HDL-size is likely a result of the positive association between
HDL-size and the number of HDL particles. In fact, when the ratio of PON-1 and

apo A-l were compared between groups, the statistical significance disappeared.

In conclusion, the present study indicates that the mean HDL size estimated
by DLS constitutes a better predictor for subclinical carotid atherosclerosis than the
conventional measurement of plasma HDL-C in individuals classified by the current

guidelines as at low cardiovascular risk.
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Figure 1. Flow-diagram of the study

Legend: ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; GGT:

gamma-glutamyltransferase; THS: thyroid stimulating hormone
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=Glucose >100mg/dL;

=Creatinine >1.20mg/dL;

=ALT >50U/L;

=AST >33UIL;

sGGT>71UIL;

=TSH <0.41 or >4.5 uUl/mL;

4 =Metabolic syndrome;

v

Selected for study
(n=284)
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Table 1. Baseline characteristics according to the tertiles of HDL size

1% tertile 2" tertile 3" tertile

(< 7.57nm) (7.57-8.22nm) (>8.22nm) g
N 92 93 99
HDL-size, nm 7.24(0.36) 7.86(0.34)  8.51(0.42) -
Female, % 49 54 64 0.112
Ethnic group

77/23 75/25 79/21 0.802

White/non-white, %
Age, years 49 (13) 51 (14) 52 (13) 0.115
Body mass index, kg/m2 24.8 + 3.1 23.9+28 23.4+26 0.0042
Waist circumference, cm 82 + 11 789 75%9 0.00013°
Body surface area, m? 176 +0.18 1.72+0.16 1.65+0.17 0.00012¢
ti/f\’i; i;c_m‘;'lffo” product - 47 (29) 15 (12) 10 (9) 0.00012¢
?ﬁtﬁgc blood pressure, 120 (20) 120 (15) 120 (20) 0.969
r?qisf:;lic blood pressure, 80 (0) 80 (11) 80 (3) 0.940
HDL-C, mg/dL 39 (22) 63 (25) 75 (13) 0.00012P°
Non-HDL-C, mg/dL 124 + 26 126 + 27 116 £ 24 0.022°
Triglycerides, mg/dL 85 (49) 81 (41) 66 (28) 0.00012¢
LDL-C, mg/dL 106 £ 25 109 £ 24 102 £ 22 0.099
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Glucose, mg/dL
Insulin, ulU/mL
HOMAZ2S, %
HOMAZ2B, %

Apo A-l, mg/dL
Apo B, mg/dL

Lipoprotein (a), mg/dL
GFR, ml/min/1.73m?

CETP, %

PLTP activity, pmolPC/mL/h

PLTP mass, mg/L

PLTP specific activity
(umol/mg/L)

Hepatic lipase,
umolFFA/mL/h

Lipoprotein lipase,
umolFFA/mL/h

Exogenous LCAT,
nmolCE/mL/h

Endogenous LCAT, %CE

87 +8

5.29 (5.15)
169 (148)
81 +36

124 + 29

82 +18

10.4 (25.0)
90 (23)

14 +6

5.74 +2.53

5.62 +1.20

1.07 £0.37

6.27 (4.98)

3.29 (3.87)

17+9

3.88 +1.52

85+10

3.70 (3.63)
239 (279)
65 + 28

157 +40

83 +19

17.1 (21.0)
90 (18)

13+6

5.83+2.49

6.54 +1.42

0.98 £0.30

4.34 (2.86)

3.28 (3.79)

17+9

2.86 +1.08

85+7
3.66 (2.95)
232 (250)

60 £ 25

178 + 29

77 +18

10.7 (23.0)
87 (20)

12+5

6.11 +2.35

6.87 +1.23

091+ 0.25

4.12 (4.02)

4.13 (3.35)

17+8

2.63+1.10

0.324

0.0012P
0.0022°
0.0012P

0.00012b¢

0.043°

0.066
0.868

0.206

0.564

0.00012P

0.019°

0.002%P

0.408

0.957

0.00012P
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PON-1, umol/min 19 (31) 31 (33) 36 (48) 0.0082"

C-reactive protein, mg/L 1.30 (1.50) 1.06 (1.60) 0.83 (1.30) 0.0072¢
PON-1/Apo A-I 0.16 (0.27) 0.20 (0.26) 0.22 (0.26) 0.947
cIMT, mm 0.80(0.35)  0.71(0.24)  0.70(0.19) 0.0001
10-Year ASCV Risk, % 1.25(2.70) 1.10(2.60)  0.90 (1.15) 0.156

HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol;
HOMAZ2S: homeostasis modeling assessment 2 for insulin sensitivity; HOMA2B: HOMA2
for insulin secretion; Apo: apolipoprotein; GFR: glomerular filtration rate estimated by
Modification of Diet in Renal Disease equation; CETP: cholesteryl ester transfer protein;
PLTP: phospholipids transfer protein; PC: phosphatidylcholine; LCAT: lecithin cholesterol
acyltransferase; CE: cholesteryl ester; PON-1: paraoxonase 1; cIMT: carotid intima-media
thickness; normal and non-normal data presented as mean * standard deviation or
median (interquartile range) respectively; p values were obtained by ANOVA or Kruskal-
Wallis. cIMT comparisons were made by ANCOVA adjusted by age and gender.
Significant a posteriori differences were obtained by Bonferroni or Manny-Whitney test
and were indicated as: a= 1% tertile # 3" tertile; b= 1% tertile #2" tertile; and ¢ 2™ tertile
#3' tertile.
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Table 2.

>0.90mm (80" percentile) as dependent variable

Multivariate ordinal logistic regression analysis using cIMT < and

HDL-size <7.57 nm 7.57-8.22 nm >8.22 nm
N=92 N=93 N=99
Model 1 Ref group 0.57 (0.23-1.43) 0.40 (0.17-0.97)
p=0.229 p=0.042
Model 2 Ref group 0.57 (0.19-1.71) 0.23 (0.07-0.70)
p=0.316 p=0.010
Model 3 Ref group 0.49 (0.16-1.53) 0.23 (0.07-0.73)
p=0.222 p=0.013
HDL-C <49 mg/dL 49-71 mg/dL >71 mg/dL
N=91 N=101 N=92
Model 1 Ref group 0.73 (0.30-1.82) 0.58 (0.24-1.38)
p=0.503 p=0.216
Model 2 Ref group 0.57 (0.18-1.77) 0.40 (0.13-1.27)
p=0.331 p=0.120
Model 3 Ref group 0.45 (0.13-1.49) 0.42 (0.13-1.37)
p=0.190 p=0.153
LDL-C <98 mg/dL 98-116 mg/dL >116 mg/dL
N=92 N=96 N=96
Model 1 Ref group 4.36 (1.35-14.05) 4.00 (1.25-12.84)
p=0.014 p=0.020
Model 2 Ref group 5.80 (1.37-24.59) 6.07 (1.52-24.25)
p=0.017 p=0.011
Model 3 Ref group 6.06 (1.34-27.41) 6.48 (1.58-26.67)

p=0.019

p=0.010
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Non-HDL-C <113 mg/dL 113-133 mg/dL >133 mg/dL
N=92 N=96 N=96
Model 1 Ref group 4.00 (1.25-12.84) 4.36 (1.35-14.05)
p=0.020 p=0.014
Model 2 Ref group 4.45 (1.09-18.24) 5.05 (1.28-19.98)
p=0.038 p=0.021
Model 3 Ref group 3.98 (0.94-16.81) 5.05 (1.26-20.21)

p=0.060

p=0.022

Model 1: unadjusted; Model 2: adjusted by age, gender and HOMA2S; Model 3:
age, gender, HOMA2S, ethnicity (white and non-white) and body surface area.
Independents variables HDL-size, HDL-C, LDL-C e Non-HDL-C divided in tertiles.
Results are presented as the odds ratio (95% confidence interval) of cIMT above

80™ percentile.
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DIScUssA0 GERAL




Os principais objetivos deste trabalho foram: 1 verificar se a presenca de
dois polimorfismos conhecidos do gene da CETP, TaqIB e 1405V, esta associada
a aterosclerose carotidea, e 2 se tamanho da HDL pode se um melhor preditor de
doencga aterosclerotica carotidea, quando comparada aos niveis plasmaticos de
HDLC.

Encontramos que a presenca do menor alelo do polimorfismo TaqlB, B2, foi
independentemente associada com aumento de 5,1 vezes do risco para maior
espessura da camada intima-medial da artéria carétida comum (EIMc),
considerada acima do percentil 66 para esta populacao, correspondente a EIMc
maior que 0,795 mm. Por outro lado, o tamanho maior da HDL (>8,22 nm) foi
inversamente associado com maior EIMc, agora definido como acima do percentil
80, correspondente a EIMc maior que 0,90mm. Esta relagédo persistiu mesmo apdés
ajustes para LDL-C, sensibilidade insulinica e outros tradicionais fatores de risco.
Os niveis plasmaticos de HDL-C e atividade da CETP, no entanto, néo

demonstraram associa¢cao com aumento ou reducdo do risco para maiores EIMc.

Na literatura, os estudos sobre a relagdo desses polimorfismos da CETP e
aterosclerose sdo controversos. Encontramos trabalhos em que a presenca do
alelo B2 foi associada com menor espessura da artéria caroétida interna (95),
enquanto outros n&o encontraram associagéo entre o polimorfismo TaqglB e EIMc
(132, 133).

Com relacao as atividades das proteinas PLTP e CETP, elas foram
significantemente menores, 29% e 24% respectivamente, na presenca do menor
alelo V, mas néo diferiram entre presenca e auséncia do menor alelo B2. Porém,
nas analises de correlacdo de Spearman, encontramos inversas relagdes entre a
atividade da CETP e EIMc na presenga do menor alelo dos dois polimorfismos,
juntamente com positivas correlagdes entre EIMc e atividade da PLTP e titulos de
anticorpos anti-LDL oxidada.

Recentemente, um papel potencialmente anti-inflamatério tem sido atribuido

a CETP. Primeiro, a CETP pertence a familia de ligante de lipopolissacarideo, e
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alguns estudos demonstraram que a expressdao da CETP humana em
camundongos diminui a morte por sepse (48). Além disso, em humanos com
sepse, ha uma maior frequéncia daqueles que apresentam baixas concentragdes
de CETP, dentre os nao sobreviventes (49).

Alguns estudos sugerem também que a PLTP aumenta o risco de DCV em
humanos (134), e que os titulos de anticorpos anti-LDL oxidada contribuem para o
desenvolvimento da aterosclerose (135). Com base na literatura e nos nossos
achados, podemos sugerir que o perfil dos portadores dos menores alelos, B2 e V,
dos polimorfismos TaqlB e 1405V do gene da CETP sao mais aterogénicos
comparados aos individuos com auséncias destes alelos. Analises de correlagdes
de Spearman com os individuos com auséncias dos menores alelos néo

encontraram essas associagdes, reforcando ainda mais nossa sugestao.

Ainda mais, os niveis plasmaticos de lipoproteina (a) foram maiores nos
individuos com a presenca do alelo B2. Altos niveis de lipoproteina (a) sao
significantemente associados com presenga, agravamento e extensdo da
aterosclerose carotidea (136), mas este aumento no nosso estudo nao foi

observado como um possivel fator proaterogénico.

Os niveis de HDL, foram maiores nos individuos com a presenga do alelo V
comparado aos com auséncia deste alelo. Em muitos estudos (112, 113, 119),
apesar de ndo confirmado em todos (137), as subpopula¢des maiores de HDL séo
inversamente associadas com o risco cardiovascular. Pacientes com doenca
coronaria tipicamente apresentam menores concentracdes de particulas grandes
de HDL (138). Este seria entao o unico parametro inverso ao risco cardiovascular
que esta significantemente aumentado na presenca do menor alelo V, que poderia
ser o motivo para a falta de associagdo com aumento do risco de maior EIMc

observada no outro polimorfismo.

Apesar da reducao de 15,4% da atividade da CETP na presenca do alelo
B2, em relagdo a auséncia deste alelo, essa diferenca n&o foi estatisticamente

significante e ndo alterou os niveis plasmaticos de HDL-C. Apesar de muitos
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estudos demonstrarem que este alelo € associado a redugdes significantes da
atividade da CETP e com aumentos dos niveis plasmaticos de HDL-C, esses
nossos resultados sdo semelhantes a outro estudo Brasileiro com individuos
diabéticos e controles (139).

Procuramos entender pelos fatores bioquimicos estudados esse aumento
do risco para maior EIMc na presencga do alelo B2, porém, multivariadas com as
proteinas de transferéncias e variaveis de confusdo demonstraram que apenas a
idade foi um forte determinante da EIMc (dados ndo demonstrados), sugerindo
que outros fatores nédo estudados aqui poderiam modular essa relagdo entre o
alelo B2 e o risco para EIMc maior. Assim, testamos essa razao de risco em
individuos com idade = 50 anos e encontramos que a presenga do alelo B2
também exibe maior risco de maior EIMc neste subgrupo (dados nao
demonstrados). Desequilibrio de ligagdo com outros polimorfismos dentro do gene
da CETP poderiam também explicar essas associagdes (140).

Assim como HDL,, grandes diametros da HDL medidos por RNM também
sdo negativamente associadas com risco cardiovascular (118, 119) (117). Neste
contexto, a média do tamanho das particulas de HDL pode representar uma
medida integrativa do perfil da HDL. Consistentemente, o tamanho das particulas
de HDL obtidas por RNM foi inversamente associada com EIMc em um estudo

com individuos com hipercolesterolemia familiar e em individuos controles (141).

No nosso estudo, optamos por medir o didmetro da HDL por técnica de
DLS, ap6s precipitacdo quimica das lipoproteinas que contém apo B com PEG
8000, com validacdo previamente publicada (110). Esta técnica tem abordagem
simples, barata e acessivel comparada com as técnicas de RNM ou mesmo com
eletroforese em gel de poliacrilamida de gradiente. De forma consistente, nos
encontramos uma inversa associagdao entre o tamanho da HDL e EIMc em
individuos assintomaticos, com baixo risco cardiovascular, em ambos géneros, em
um ambiente de prevencdo primaria. A associacdo foi independente da
sensibilidade insulinica, idade e LDL-C. Niveis plasmaticos de LDL-C e ndo-HDL-
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C foram fortes preditores para maiores EIMc, resultado esse esperado, e que

confirma a precisdo do desenho do nosso estudo.

Apesar das particulas de HDL menores serem mais potentes na agéo de
efluxo do colesterol das células, as particulas maiores parece ser mais eficientes,
principalmente por se ligarem preferencialmente aos receptores SR-BI (34). Essa
maior afinidade entre grandes particulas de HDL e SR-B1 foi descrita por ser
devida a conformagéo da molécula de apoA-| associada ao tamanho da particula
(34), e também por sua composigéao e concentracao de fosfolipides, que difere das
particulas de HDL menores (105). Outra informacéo relevante € que grandes
HDLs apresentam maiores concentracées de esfingomielina (142), que € o
segundo fosfolipide mais abundante na HDL apds a fosfatidilcolina (143), e
sugerido como um preditor da capacidade do soro de aceitar colesterol, sendo
mais correlacionada com efluxo fracional (144). Também €& sugerido que
fosfatidilcolina aumente o efluxo de colesterol mediado pelo SR-B1, porém por

vias diferentes da esfingomielina (105).

Sindrome metabdlica é reconhecida por alterar o metabolismo da HDL e o
tamanho das suas subpopulacdées (124), por este motivo, ela foi considerada
como um fator de exclusdo para a selecdo dos nossos voluntarios, contudo,
observamos que o grupo com os individuos com menores tamanhos de HDL tem
maiores niveis de triglicérides, circunferéncia de cintura, e menor sensibilidade a

insulina comparada aos grupos com maiores tamanhos de HDL.

As atividades enddégena da LCAT e exdgena da LH foram ambas
aumentadas entre os individuos com menor tamanho de HDL. Estas proteinas
podem contribuir para a reducdo do tamanho da HDL e ainda s&o consistentes
com o declinio da sensibilidade a insulina (145-147). Do mesmo modo, a atividade
da PLTP também é descrita por ser inversamente relacionada com sensibilidade
insulinica e envolve o remodelamento da HDL (148). Apesar da massa de PLTP
diferir entre os grupos de tamanho da HDL, a atividade da PLTP n&o demonstrou
significancia estatistica. Essa relacao estd em acordo com estudos publicados
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anteriormente (149). Por consequéncia, a atividade especifica da PLTP
(atividade/massa), que reflete a proporcao de isoformas ativas e inativas de PLTP,
foi menor entre os individuos com maior tamanho de HDL. Embora a atividade da
PLTP seja associada com ambos, aumento e diminuigdo do tamanho da HDL, a
atividade especifica parece ser mais relacionada com o efeito de reducdo do
tamanho da HDL (150). Assim, € concebivel que esse carater metabdlico que
compreende o declinio na sensibilidade a insulina €, independentemente, um
estimulo consideravel para a reducao do tamanho da HDL e aumentos dos niveis
plasmaticos de PCR e EIMc. Neste contexto, realizamos uma andlise multivariada
e encontramos que a associacao do tamanho da HDL com EIMc ou PCR excede o

seu vinculo indireto através da diminuicdo da sensibilidade a insulina.

Apesar de serem descritas previamente que atividades superiores da PON-
1 sdo associadas as menores particulas de HDL, a atividade plasmatica da PON-1
no nosso estudo foi associada com as maiores particulas de HDL. Esse aumento
da atividade da PON-1 observado nos participantes com maiores particulas de
HDL é provavel de ser resultado de uma associagao positiva entre o tamanho e o
namero de particulas de HDL (103). De fato, quando a razao entre atividade da
PON-1 e apoA-I foi comparada entre os grupos, a significancia estatistica deixou

de existir.

No estudo dos dois polimorfismos do gene da CETP focamos em varios
biomarcadores que foram pela primeira vez abordada na populacdao Brasileira, e
0Ss nossos resultados foram parcialmente baseados nas correlacbes entre um
namero de individuos relativamente pequeno. Estes resultados merecem uma
maior exploragao, principalmente devido a alta frequéncia destes polimorfismos na

presente amostra Brasileira.

Com relacéo ao tamanho das particulas de HDL, estudos futuros de efluxo
e de identificacao da composicao de fosfolipides podem ajudar a melhor explorar
essa relacdo entre o tamanho da HDL e EIMc.
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Os polimorfismos TaqIB e 1405V do gene da CETP foram diferentemente
associadas com aterosclerose subclinica porque apenas a presenca do menor
alelo B2, mas néo o alelo V, foi associada com aumento da EIMc. Demonstramos
também que nenhum dos parametros estudados, inclusive tamanho da HDL,
explicaram as diferentes relacoes entre estes polimorfismos e EIMc. Com relagcéo
a HDL, apenas os niveis plasmaticos de HDL, foram diferentes na presenga do

alelo V.

A média do tamanho das particulas de HDL, estimado por DLS, representou
um melhor preditor de aterosclerose carotidea subclinica, comparado ao ja
tradicional niveis plasmaticos de HDL-C. Maior tamanho de HDL foi inversamente
relacionados a maior EMIc, enquanto os niveis plasmaticos de HDL-C néo
demonstraram significantes associa¢des com EIMc.
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