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RESUMO 

  

Doenças cardiovasculares constituem a principal causa de mortalidade no Brasil e no 

mundo. Baixas concentrações de HDL-colesterol são consideradas um fator de risco 

cardiovascular independente. Esta relação inversa tem sido atribuída às diferentes 

propriedades protetoras da HDL, dentre as quais podemos destacar seu papel no transporte 

reverso de colesterol, por meio do efluxo de colesterol, sua habilidade de inibir a agregação 

plaquetária, e suas atividades antioxidantes e anti-inflamatórias. No entanto, estudos 

recentes indicam que baixas concentrações de HDL-colesterol constituem um preditor 

significante de doença aterosclerótica somente em indivíduos assintomáticos e que a 

capacidade de efluxo de colesterol é um melhor preditor de carga aterosclerótica do que 

HDL-colesterol. Em conjunto, estes achados sugerem que a função da HDL poderia ser um 

fator chave na relação entre concentrações de HDL-colesterol e o desenvolvimento de 

doença aterosclerótica. Se o for, alterações das funções da HDL podem discernir melhor, 

entre os indivíduos com hipoalfalipoproteinemia, aqueles com maior propensão a 

desenvolver doença aterosclerótica. Assim, investigamos, em indivíduos sem doença 

cardiovascular previamente manifesta, se funções da HDL estão associadas a concentrações 

de HDL-colesterol e carga aterosclerótica. Participantes foram classificados em HDL-

colesterol baixo (LH; HDL-C≤ 32 mg/dL; n=33), intermediário (IH; HDL-C= 40-67 

mg/dL; n=33), ou alto (HH; HDL-C≥78mg/dL; n=35). Nós avaliamos composição química 
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da HDL, tamanho da partícula, capacidade de efluxo de colesterol, atividade antioxidante, 

susceptibilidade à oxidação, atividade anti-inflamatória, e habilidade de inibir agregação 

plaquetária. O grupo LH foi associado à espessura intimo-medial de carótidas (IMT) 

aumentada (p≤0,001), maior conteúdo de triglicérides (4±2% vs. 4±2% em IH e 3±1% em 

HH, p≤0,001), menor conteúdo de fosfolípides (12±4% vs. 14±5% em IH e 13±3% em HH, 

p=0,035), menor tamanho de partículas (7,33±0,33nm vs. 7,72±0,45nm em IH e 

8,49±0,42nm em HH, p≤0,001) e menor capacidade de efluxo de colesterol celular (9±3 % 

vs. 12±3 % em IH e 11±4 % em HH, p≤0,001). Indivíduos HH apresentaram menor 

atividade antioxidante (37(53)% vs. 48(35)% em IH e 55(41)% em LH, p=0,003), maior 

suscetibilidade à oxidação (57±22% vs. 45±20% em IH e 46±25% em LH, p=0,017) e 

maior habilidade de inibir agregação plaquetária (45±25% vs. 31±18% em IH e 37±24 % 

em LH, p=0,0026). Indivíduos com IMT acima de 1 mm apresentaram partículas com 

menor tamanho (7,55±0,49 nm vs. 7,89±0,64 nm, p≤0,001), atividade antioxidante 

(37(23)% vs. 49(42)%, p=0,018) e capacidade de efluxo de colesterol (31±14% vs. 

40±14%, p=0,02). Nenhuma diferença foi encontrada para as outras características ou 

propriedades funcionais da HDL. Nós concluímos que, em um contexto de prevenção 

primária, o menor tamanho da partícula, o conteúdo reduzido de fosfolípides, e capacidade 

de efluxo de colesterol diminuída são relacionados com ambos LH e magnitude da doença 

aterosclerótica subclínica. Nestes indivíduos, estas características podem explicar a 

associação entre HDL-colesterol e o desenvolvimento da doença aterosclerótica.  
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ABSTRACT 

 

Cardiovascular diseases are the main cause of death in Brazil and worldwide. Low HDL-C 

levels are considered an independent cardiovascular risk factor. This inverse relationship 

has been attributed to different protective properties described for HDL, such as its role in 

the reverse cholesterol transport, through cholesterol efflux, its ability to inhibit platelet 

aggregation, and its antioxidant and anti-inflammatory effects.  However, recent studies 

indicate that low HDL-cholesterol is a significant predictor of atherosclerotic disease in 

healthy individuals and that cholesterol efflux capacity is a better predictor of carotid 

atherosclerotic burden as compared to HDL-cholesterol. Altogether these findings have 

suggested that HDL function would be the key factor for the link between HDL-cholesterol 

concentration and the subclinical disease in a primary prevention setting. If so, changes in 

HDL function could help to discriminate, among individuals with 

hypoalphalipoproteinemia, those who are prone to develop atherosclerotic disease. Hence, 

in a primary prevention setting, we investigated whether HDL dysfunction is associated 

with HDL-cholesterol concentration and atherosclerotic burden. Participants were classified 

as low (LH; HDL-C≤ 32 mg/dL; n=33), intermediate (IH; HDL-C= 40-67 mg/dL; n=33), or 

high HDL-cholesterol (HH; HDL-C≥78mg/dL; n=35). We measured HDL chemical 

composition, particle size, cholesterol efflux capacity, antioxidant activity, susceptibility to 

oxidation, anti-inflammatory activity, and ability to inhibit platelet aggregation. LH was 

associated to enhanced carotid intima-media thickness (IMT;p≤0.001), high HDL-
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triglyceride (4±2% vs. 4±2% in IH and 3±1% in HH, p≤0.001), low HDL-phospholipids 

(12±4% vs. 14±5% in IH and 13±3% in HH, p=0.035), decreased particle size 

(7.33±0.33nm vs. 7.72±0.45nm in IH and 8.49±0.42nm in HH, p≤0.001) and reduced 

cholesterol efflux capacity (9±3 % vs. 12±3 % in IH and 11±4 % in HH, p≤0.001). The HH 

group presented reduced antioxidant activity (37(53)% vs. 48(35)% in IH and 55(41)% in 

LH, p=0.003), and increased susceptibility to oxidation (57±22% vs. 45±20% in IH and 

46±25% in LH, p=0.017) and ability to inhibit platelet aggregation (45±25% vs. 31±18% in 

IH and 37±24 % in LH, p=0.0026). Carotid IMT>1mm was associated with reduced HDL 

size (7.55±0.49 nm vs. 7.89±0.64 nm, p≤0.001), antioxidant activity (37(23)% vs. 49(42)%, 

p=0.018), and cholesterol efflux capacity (31±14% vs. 40±14%, p=0.02). No differences 

were found for the other HDL characteristics or functional properties. We conclude that in 

a primary prevention setting, small particle size, reduced HDL-phospholipids content, and 

diminished cholesterol efflux capacity are related to both LH and carotid IMT. In these 

individuals, these characteristics may underlie the association between HDL-cholesterol 

and atherosclerotic burden.  
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1.  Doenças cardiovasculares e aterosclerose 

 

As doenças cardiovasculares (DCV) são a causa mais comum de morte nas 

sociedades ocidentais, afetando tanto homens como mulheres (1, 2). No Brasil, a taxa de 

mortalidade por DCV diminuiu cerca de 35% entre 1990 e 2009; na região metropolitana 

de São Paulo, essa redução foi mais acentuada, cerca de 42%. No entanto, apesar desta 

redução progressiva no país, as taxas de mortalidade permanecem altas (3). Além disso, de 

acordo com Baena et al. (4), apesar de haver uma tendência para redução na taxa de 

mortalidade por doença isquêmica do coração nas regiões Sul e Sudeste, até 2015, essa taxa 

ainda pode crescer nas regiões Norte e Nordeste do país. Segundo a Organização Mundial 

da Saúde1 (1), estima-se que o número de mortes por DCV no mundo, principalmente 

doenças cardíacas e cerebrovasculares, vão aumentar e alcançar 23,3 milhões até 2030.  

A aterosclerose representa um processo patogênico que corresponde a uma 

parcela significativa da morbidade e mortalidade cardiovascular (5). O papel chave do 

colesterol plasmático no início da aterosclerose foi sugerido em 1913 por Nikolai 

Anitschkow apud Konstantinov et al. (6). Cerca de 40 anos depois, esse conceito foi 

refinado por Howard Eder e colaboradores (7), que demonstraram uma prevalência de β-

lipoproteínas, ou lipoproteínas de baixa densidade (LDL) ricas em colesterol, e uma 

escassez de α-lipoproteínas, lipoproteínas de alta densidade (HDL), na aterosclerose e em 

condições relacionadas.  

                                                             
1http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/en/index.html 
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Figura 1. Progressão e desenvolvimento da placa aterosclerótica. A disfunção endotelial aumenta a 

permeabilidade à LDL, que, no espaço subendotelial, pode ficar retida e passar por modificações oxidativas, 

formando LDL oxidada (LDLox). Ela também está associada ao aumento da expressão de moléculas de 

adesão, que causam o rolamento dos monócitos e migração para o espaço subendotelial. Os monócitos se 

diferenciam em macrófagos, que tem a habilidade de se ligar e internalizar LDLox, originando as células 

espumosas. Alguns mediadores da inflamação promovem a migração de células musculares lisas da camada 

média para a íntima, que se proliferam e sintetizam componentes da matriz extracelular, como colágeno e 

proteoglicanas. A placa aterosclerótica plenamente desenvolvida é constituída por elementos celulares, 

componentes de matriz extracelular e núcleo lipídico e necrótico, formado principalmente por debris 

celulares. Adaptado de Kumar et al. (8). 

 

Atualmente, a aterosclerose é reconhecida como uma doença inflamatória 

crônica, de origem multifatorial (Figura 1). A dislipidemia, assim como outros fatores de 
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risco, como hipertensão arterial e tabagismo, danifica o endotélio vascular (9), interferindo 

no balanço entre vasoconstrição e vasodilatação, e dando início a diferentes processos 

envolvidos na aterosclerose, como o aumento da permeabilidade endotelial (10).Este 

aumento da permeabilidade da íntima às lipoproteínas plasmáticas favorece a retenção das 

mesmas no espaço subendotelial (10), que ocorre por meio de interações iônicas entre os 

domínios positivos da apolipoproteína (apo) B, principal componente proteico da LDL, 

com proteínas negativas na matriz extracelular, incluindo proteoglicanas, colágeno, e 

fibronectina (11). Uma vez no espaço subendotelial, a LDL pode ser oxidada por radicais 

livres, processo que resulta na formação de partículas de LDL oxidadas (LDLox) (12).  

Além do aumento da permeabilidade às lipoproteínas, a disfunção endotelial 

está associada ao aumento da expressão de moléculas de adesão leucocitária, incluindo a 

molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM-1), molécula de adesão intercelular-1 

(ICAM-1), e E-selectina, em um processo estimulado pela presença de LDLox. Estas 

moléculas de adesão causam o rolamento de células sanguíneas, como monócitos, pela 

superfície vascular.  Uma vez ligadas, quimiocinas produzidas na íntima, como a proteína 

quimiotática de monócitos-1 (MCP-1), estimulam a migração das células sanguíneas pelas 

junções endoteliais, para o espaço intimal (13). Neste espaço, os monócitos se diferenciam 

em macrófagos, que expressam receptores “scavenger”, alguns dos quais tem a habilidade 

de se ligar e internalizar LDLox. Por meio desse processo, os macrófagos se convertem em 

células espumosas, que, com sua apoptose, darão origem às estrias gordurosas, lesões 

macroscópicas iniciais da aterosclerose (14). 
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Os macrófagos ativados contribuem para a progressão da placa aterosclerótica, 

pois secretam citocinas que amplificam a inflamação, e enzimas proteolíticas que degradam 

colágeno e outros componentes teciduais locais (9). Alguns mediadores da inflamação 

promovem a migração de células musculares lisas da camada média para a íntima, que se 

proliferam e sintetizam componentes da matriz extracelular, como colágeno e 

proteoglicanas, formando a capa fibrosa da placa aterosclerótica (15).  

A placa aterosclerótica plenamente desenvolvida é constituída por elementos 

celulares, componentes de matriz extracelular e núcleo lipídico e necrótico, formado 

principalmente por debris celulares. Diferentes composições de placas, caracterizadas por 

diferentes razões entre capa fibrosa e núcleo lipídico, parecem estar associadas a diferentes 

desfechos clínicos (16). Placas consideradas estáveis são fibrosas, frequentemente com 

inclusões calcificadas e com ausência ou apenas pequenas quantidades de lípides 

extracelulares. Por outro lado, placas tipicamente vulneráveis são caracterizadas por grande 

conteúdo de lípides e possuem uma capa fibrosa fina (16). Placas vulneráveis são mais 

propensas a rupturas, que podem levar à trombose, e à embolização de fragmentos 

lipídicos, levando à oclusão de vasos. Acredita-se que a ruptura da placa é responsável pela 

maioria das síndromes coronarianas agudas, que são, por sua vez, as principais causas de 

morbidade e mortalidade cardiovascular (15).  

 

1.1. Doenças Cardiovasculares e HDL  
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Diferentes estudos populacionais mostraram que as concentrações plasmáticas 

tanto de HDL-colesterol (HDL-C) quanto da apoA-I são preditores independentes, inversos, 

de risco de evento cardiovascular (17-21). Além disso, baixas concentrações de HDL-C 

foram preditoras de eventos cardiovasculares graves em pacientes tratados com estatinas, 

relação observada também em pacientes com concentrações de LDL-colesterol (LDL-C) 

inferiores a 70 mg/dL (22).  

Estudos em animais demonstraram que intervenções que aumentam as 

concentrações de HDL-C inibem o desenvolvimento e a progressão da aterosclerose 

(Quadro 1). Em humanos, a administração intravenosa de cinco doses de complexos de 

fosfolípides e apoA-I Milano, em intervalos semanais, em pacientes com síndromes 

coronarianas agudas, resultou em regressão significante da aterosclerose coronariana, 

medida por ultrassonografia intravascular (23). Em outro estudo, infusões de HDL 

recombinante (HDLr) reduziram a progressão do volume da placa aterosclerótica, mas pelo 

pequeno tamanho amostral, a diferença só se mostrou significante quando comparada à 

medida basal e não ao grupo placebo (24).  

Com relação à identificação do risco cardiovascular, o papel aditivo dos níveis 

de HDL-C parecem igualmente incertos. Por exemplo, a inclusão de HDL-C ao SCORE 

(Systematic COronary Risk Evaluation), um sistema de estimativa de risco recomendado 

pelas diretrizes Europeias, resultou em uma melhora de apenas 2,2% na reclassificação 

correta do risco cardiovascular na população geral (25). Além disso, e de forma importante, 

estudos recentes mostraram que o valor preditivo do HDL-C para mortalidade 

cardiovascular é enfraquecido na presença de doença arterial coronariana estabelecida (26).  
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Quadro 1. Estudos em animais associando aumento de HDL-C e inibição de aterosclerose 

Modelo e tratamento Achados Referência 

Coelhos; dieta pró-aterogênica 

seguida por infusão de HDLr 

Regressão de estrias gordurosas 

aórticas estabelecidas 

Badimon et al., 1990 (27)  

Camundongos apoE knockout; 

transgene da apoA-I humana 

Redução de seis vezes na 

suscetibilidade à aterosclerose  

Paszty et al., 1994 (28) 

Coelhos apoA-I transgênicos; 

dieta rica em colesterol 

Aumento no TRC e proteção 

contra aterosclerose  

Duverger et al., 1996 (29) 

Coelhos; infusão de HDL Rápida redução no tamanho da 

lesão  

Nicholls et al., 2005 (30) 

HDLr, HDL recombinante; TRC, transporte reverso de colesterol. 

 

Estudos clínicos com o objetivo de avaliar os efeitos do aumento de HDL-C por 

meio de terapias com niacina e inibidores de proteína de transferência de colesterol 

esterificado (CETP) não demonstraram nenhum benefício cardiovascular clínico (31-34). 

Ainda, o uso do RVX-208, um medicamento que induz a síntese de apoA-I, em pacientes 

com doença arterial coronariana não resultou em alterações em ateroma coronariano 

avaliado por ultrassonografia intravascular (35). 

Do mesmo modo, um estudo recente de aleatorização Mendeliana mostrou que 

alguns mecanismos genéticos que aumentam as concentrações de HDL-C parecem não 

reduzir o risco de infarto do miocárdio, o que desafia o conceito de que aumentar HDL-C 

se traduz em benefício clinico (36).  

Esse aparente paradoxo pode, hipoteticamente, ser atribuído à qualidade da 

HDL que está presente nos indivíduos cujos níveis são usados para predição de risco 
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cardiovascular ou são aumentados por terapias medicamentosas. O declínio da função da 

HDL pode não permitir que seu aumento tenha qualquer impacto no risco cardiovascular. 

Se o for, medidas da função da HDL podem facilitar a estimativa do risco cardiovascular e 

igualmente da escolha da melhor terapia medicamentosa. Consistente com essa hipótese, a 

administração de HDLr, com composição e função distintas do HDL circulante, reduz a 

progressão da doença aterosclerótica.  

 

2. Lipoproteína de alta densidade (HDL) 

 

2.1. Estrutura, composição e heterogeneidade 

 

As lipoproteínas podem ser definidas como complexos plurimoleculares, 

tipicamente esféricos, pseudomicelares, compostos de lípides polares e apolares 

solubilizados por apolipoproteínas, proteínas com estruturas e funções especializadas (37). 

As partículas de HDL (Figura 2) representam as lipoproteínas de menor tamanho, maior 

densidade e maior conteúdo de proteínas, e constituem um grupo heterogêneo de pequenas 

partículas discoides e esféricas, com diâmetro entre 7 e 12 nm (38). 

As proteínas da HDL compreendem apolipoproteínas estruturais, enzimas, 

proteínas de transferência de lípides e outras proteínas menores (39). Estudos recentes de 

proteômica identificaram até cinquenta proteínas diferentes associadas à HDL isolada por 

ultracentrifugação (40, 41).  
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Figura 2. Estrutura da partícula esférica de HDL, indicando seus principais componentes proteicos e 

lipídicos. Adaptado de Forti & Diament (42). 

 

A apoA-I, uma proteína de massa molecular de 28 kDa, é a principal 

apolipoproteína estrutural e funcional da HDL, e corresponde a cerca de 70% de todo 

conteúdo proteico da partícula (43). Ela representa uma proteína anfipática típica, com oito 

domínios anfipáticos alfa-hélice de 22 aminoácidos e duas repetições de 11 aminoácidos. 

Como consequência, esta apolipoproteína se liga avidamente a lípides. Essas propriedades 

fazem da apoA-I um detergente potente, que forma complexos micelares estáveis com 

fosfolípides, colesterol, triglicérides e colesterol esterificado. Os principais locais de síntese 

e secreção de apoA-I são o fígado e o intestino, sendo o fígado o principal contribuinte para 

o seu conteúdo plasmático (38). 

A segunda principal apolipoproteína da HDL, a apoA-II, representa entre 15% e 

20% da proteína total da partícula. Ela é mais hidrofóbica do que a apoA-I, e é 

predominantemente sintetizada no fígado mas também no intestino (44). Outras 

apolipoproteínas presentes na HDL incluem apoE, apoJ, apoM e apoC-II (41).  
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As partículas de HDL também carregam enzimas envolvidas no metabolismo 

lipídico, incluindo a lecitina:colesterol aciltransferase (LCAT), e enzimas com aparentes 

atividades antioxidantes, como o fator de ativação plaquetária acetil-hildrolase (PAF-AH) e 

a paraoxonase 1 (PON1). A LCAT é uma enzima plasmática que catalisa a esterificação do 

colesterol livre, que ocorre preferencialmente na superfície da HDL, onde a reação é 

ativada pela apoA-I (45). A PAF-AH é uma enzima hidrolítica independente de cálcio, que 

catalisa a hidrólise de fosfolípides oxidados gerados a partir de componentes estruturais de 

membranas celulares e de lipoproteínas, como a LDL (46). A PON1, por sua vez, é uma 

enzima dependente de cálcio, capaz de catalisar a hidrólise de múltiplos compostos, 

incluindo fosfolípides oxidados, ácidos graxos poli-insaturados oxidados, e peróxidos 

lipídicos específicos (47). 

Dentre as proteínas de transferência associadas à HDL, a proteína de 

transferência de fosfolípides (PLTP) é uma glicoproteína associada à conversão da HDL em 

partículas maiores e menores, e ao seu papel no transporte extracelular de fosfolípides (48). 

A CETP é uma glicoproteína hidrofóbica secretada principalmente pelo fígado, e atua na 

transferência de lípides neutros, incluindo colesterol esterificado e triglicérides, entre 

lipoproteínas (49).  

Além das proteínas, as partículas de HDL contêm diversas espécies moleculares 

de lípides, sendo as quatro principais classes fosfolípides, colesterol livre, colesterol 

esterificado e triglicérides (50). Análises de lipidômica recentes permitiram a identificação 

de mais de 200 espécies moleculares individuais de lípides associadas à HDL (50, 51). 

Estruturalmente, as classes individuais de lípides da HDL desempenham diferentes 
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funções: fosfolípides constituem a monocamada lipídica da superfície da partícula, 

enquanto colesterol esterificado e triglicérides formam o núcleo lipídico hidrofóbico. Os 

esteróis livres estão localizados predominantemente na superfície, parcialmente penetrando 

o núcleo (52).  

 A fosfatidilcolina corresponde a aproximadamente 70% dos fosfolípides da 

HDL, e é constituinte chave da estrutura das membranas celulares e das lipoproteínas. Ela 

pode ser de origem hepática, via formação da HDL nascente, ou extra-hepática, via ação da 

PLTP e da CETP nas lipoproteínas que contém apoB (52). A esfingomielina, por outro 

lado, é em grande parte entregue para HDL a partir de lipoproteínas ricas em triglicérides 

via transferência mediada pela PLTP, sendo que pouco se origina da HDL nascente (53). O 

conteúdo de esfingomielina é um fator crítico na determinação da pressão de superfície das 

membranas, aumentando a sua rigidez e, assim, influenciando a atividade de proteínas 

associadas (54, 55). 

Fosfatidilinositol, fosfatidilserina e ácido fosfatídico são fosfolípides 

secundários, de carga negativa, que podem impactar significantemente a carga de superfície 

da partícula da HDL (56), modulando sua interação com lipases, matriz extracelular e 

outros componentes proteicos (52).  

Colesterol esterificado é, em sua maior parte, formado na HDL plasmática 

como resultado da reação de trans-esterificação entre fosfolípides e colesterol catalisada 

pela LCAT. Uma vez que este é altamente hidrofóbico, a reação da LCAT desloca o 

conteúdo de colesterol da superfície da partícula para o núcleo lipídico da HDL (52).  
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Os triglicérides da HDL são derivados de lipoproteínas que contém apoB como 

resultado da troca de colesterol esterificado mediada pela CETP. De forma semelhante ao 

colesterol esterificado, triglicérides são hidrofóbicos e fazem parte do núcleo da HDL; no 

entanto, eles formam uma fase mais fluida do que o primeiro (52). 

A heterogeneidade das partículas de HDL plasmáticas é, em grande parte, 

resultado da estrutura altamente dinâmica da apoA-I, que permite diferentes conformações 

em função da quantidade de lípides ligados e tamanho da partícula (57). Além disso, a 

capacidade de se ligar e carregar diferentes proteínas representa outro aspecto chave da 

heterogeneidade da HDL (40).  

As diferenças mais óbvias entre as subpopulações de HDL são nas propriedades 

físicas, como forma e tamanho (Figura 3 A e C). Partículas discoidais, chamadas de pré-β 

HDL, são pequenas, com diâmetro menor do que 8 nm, pobres em lípides, com conteúdo 

lipídico inferior a 30%, e constituídas de apolipoproteínas, primariamente apoA-I, com 

pequenas quantidades de fosfolípides e colesterol livre. Já as partículas esféricas de HDL 

são maiores, com diâmetro maior do que 8 nm, e contém, adicionalmente, um núcleo 

hidrofóbico de colesterol esterificado e triglicérides (37). 

Além disso, devido à sua heterogeneidade em densidade, as HDL esféricas 

podem ser classificadas em duas subpopulações de HDL: HDL2 (densidade 1,063 – 1,125 

g/mL), subfração leve, grande, rica em lípides, e HDL3 (densidade 1,125-1,21 g/mL), 

subfração densa, pequena e pobre em lípides (58). Estas podem, ainda, ser subfracionadas por 

ultracentrifugação por gradiente de densidade isopícnico em cinco subpopulações distintas de 

tamanho decrescente: HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b e HDL3c (Figura 3 C) (59).  
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Figura 3. Heterogeneidade das partículas de HDL. As principais subpopulações de partículas de HDL 

diferem em forma (A), composição de apolipoproteínas (B), densidade e tamanho (C), e mobilidade 

eletroforética (D). Adaptado de Kontush e Chapman (38).   

 

Essas mesmas cinco subpopulações podem ser subfracionadas com base na 

heterogeneidade de mobilidade eletroforética, por eletroforese em gel de acrilamida não-

desnaturante (Figura 3 D) (60). A carga livre da partícula pode ser medida por eletroforese em gel 

de agarose (61) e pela análise de potencial zeta em microeletroforese laser Doppler (62), e pode 
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fornecer informações importantes sobre as interações da HDL com parâmetros do metabolismo 

lipídico (63, 64). 

As partículas de HDL podem, também, ser classificadas com base na sua composição 

de apolipoproteínas: partículas que contem apenas apoA-I ou tanto apoA-I quanto apoA-II (Figura 4 

B) (58).  

 

2.2. Metabolismo 

 

As partículas de HDL são constantemente remodeladas enquanto transportam 

colesterol e outros lípides entre células e outras lipoproteínas (Figura 4). A maior parte da 

HDL plasmática está na forma de partículas esféricas, produzidas por processos 

intravasculares a partir de apoA-I livre de lípides ou pré-β HDL pobre em lípides (65). 

Esses precursores pequenos de HDL são produzidos como HDL nascente pelo fígado ou 

intestino, e também são liberados como fragmentos de superfície após a lipólise de 

lipoproteínas ricas em triglicérides pela ação da lipoproteína lipase (LPL); finalmente, 

podem ser geradas durante a interconversão de HDL3 a HDL2 mediada pela PLTP (66). 

HDL pequenas e nascentes são instáveis e rapidamente adquirem lípides (67); a lipidação 

inicial ocorre nas membranas celulares por meio do efluxo de colesterol e fosfolípides 

mediado pelo “ATP binding cassette transporter A1” (ABCA1) (68). 

Essas partículas de HDL discoidais são remodeladas pela ação de múltiplos 

fatores. Primeiramente, essas partículas continuam adquirindo lípides celulares via ABCA-

1. Além disso, representam um excelente substrato para LCAT: essa enzima transfere um 
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resíduo de ácido graxo da posição sn-2 da fosfatidilcolina para o grupo hidroxila do 

colesterol, resultando na formação de colesterol esterificado e lisofosfatidilcolina. 

Colesterol esterificado, extremamente hidrofóbico, se isola no núcleo das partículas 

enquanto elas são formadas, convertendo a HDL discoidal em partículas maiores e esféricas 

de HDL (38). 

As partículas de HDL esféricas continuam adquirindo colesterol, 

preferencialmente via “ATP binding cassette transporter G1” (ABCG-1) e “Scavenger 

Receptor Class B Type I” (SR-BI), e podem ser remodeladas via fusão de partículas e 

transferência de remanescentes de superfície mediados pela PLTP (68). Além disso, 

partículas de HDL esféricas contendo apoE também podem ser formadas a partir de 

secreção de apoE por macrófagos (37). 

Partículas esféricas grandes de HDL podem ser convertidas a partículas 

menores por meio da ação da CETP, que transfere colesterol esterificado da HDL para 

lipoproteínas que contem apoB, e pela ação das enzimas plasmáticas lipase hepática (LH) e 

lipase endotelial (LE) (66). A troca de triglicérides de lipoproteínas que contem apoB por 

colesterol esterificado da HDL por meio da ação da CETP gera HDL rica em triglicérides. 

Esta pode ser hidrolisada pela LH, formando partículas menores (69). Assim, esta ação 

conjunta da CETP com a LH promove uma redução no tamanho da HDL, formação de 

partículas de HDL pobres em lípides, e a dissociação de apoA-I livre de lípides, que pode 

interagir com ABCA1 no próximo ciclo de lipidação (70). 
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Figura 4. Principais vias do metabolismo da HDL. ApoA-I secretada pelo fígado e intestino se liga a 

fosfolípides e colesterol livre via transportador ABCA1 para formar pré-β HDL. Lipólise de VLDL pela LPL 

é outra fonte importante para formação de pré-β HDL. Sob ação da LCAT nas pré-β HDL, a esterificação de 

colesterol gera partículas esféricas pequenas e grandes de HDL, as últimas sendo também remodeladas via 

fusão de partícula e transferência de fosfolípides mediada pela PLTP. Partículas de HDL esféricas contendo 

apoE também podem ser formadas a partir de secreção de apoE por macrófagos. Partículas de HDL pequenas 

adquirem colesterol via efluxo de colesterol mediado por ABCA1, ABCG1 e SR-BI. Triglicérides de 

lipoproteínas que contem apoB (VLDL e LDL) são trocadas por colesterol esterificado (CE) na HDL pela 

CETP para gerar HDL rica em TG.As enzimas plasmáticas lipase hepática (LH) e lipase endotelial (LE) 

hidrolisam fosfolípides da HDL, reciclando apoA-I que pode interagir com ABCA-1 no próximo ciclo de 

lipidação. Lípides da HDL são catabolizados ou separadamente das proteínas da HDL por captação seletiva 
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via SR-BI, ou via transferência para lipoproteínas contendo apoB via CETP, ou como holopartículas 

juntamente com proteínas da HDL principalmente no fígado via captação por LDL-receptor para HDL 

contendo apoE e pelo até então não identificado receptor de holopartícula de HDL (HDL-R). Adaptado de 

Camont et al (37). 

 

Lípides da HDL podem ser catabolizados separadamente das proteínas da HDL 

por captação seletiva via SR-BI ou por transferência para lipoproteínas contendo apoB via 

CETP. A HDL pode ser, também, catabolizada como holopartícula principalmente no 

fígado via captação por LDL-receptor no caso de HDL contendo apoE, e pelo até então não 

identificado receptor de holopartícula de HDL (37). 

 

 

2.3. Atividades Biológicas 

 

2.3.1. Capacidade de Efluxo de Colesterol 

 

A HDL exerce um papel chave no transporte reverso de colesterol, no qual 

promove a remoção de colesterol dos tecidos periféricos, para posterior transporte para o 

fígado para excreção (71). A habilidade de remover colesterol das membranas das células 

periféricas é denominada capacidade de efluxo de colesterol, e representa o primeiro, e 

provavelmente essencial, passo da via do transporte reverso (38).  
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Durante o início do transporte reverso, a HDL precisa primeiro cruzar o 

endotélio para interagir com as células da intima arterial. Ou seja, o efluxo de colesterol das 

células para HDL não ocorre no compartimento plasmático, mas sim no espaço 

subendotelial das artérias. De forma importante, o endotélio não se comporta como uma 

barreira passiva e controla ativamente o tráfego de lipoproteínas entre os compartimentos 

intra e extravasculares (38).   

Após a trancitose, o efluxo de colesterol pode ocorrer por diferentes 

mecanismos, representados na Figura 5. Estes mecanismos incluem 1. via unidirecional, 

dependente de ATP mediada pelo transportador ABCA-1; 2. via unidirecional, dependente 

de ATP mediada pelo transportador ABCG-1; 3. via bidirecional independente de ATP 

envolvendo SR-BI; e 4. difusão passiva independente de receptores, de acordo com 

gradiente de concentração de colesterol (72, 73). 

Dentre esses mecanismos, a via mais estudada é a do efluxo de colesterol 

mediado pelo ABCA-1. De fato, função defeituosa do transportador ABCA-1 devido a 

causas genéticas reduz o efluxo de lípides dependente de apoA-I (74), e está associada a 

déficits acentuados de HDL-C (75). As pré-β HDL exercem um papel chave nesta via, 

demonstrado por estudo de Catalano et al. (76), no qual o plasma de homens saudáveis, 

pareados por idade, índice de massa corpórea (IMC), triglicérides, apoA-I e HDL-C, 

mostrou uma capacidade de efluxo de colesterol via ABCA-1 31% aumentada em relação 

às mulheres, associada a um aumento de 2,4 vezes nas concentrações plasmáticas de pré-β 

HDL.  
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Figura 5. Principais vias envolvidas no efluxo de colesterol mediado pela HDL. 1. efluxo para 

apolipoproteínas livres de lípides, como apoA-I e apoE, e para partículas discoidais pobres em lípides, via 

ABCA-1; 2. efluxo para partículas esféricas de HDL via ABCG-1; 3. efluxo para partículas esféricas de HDL 

via SR-BI; 4. efluxo para todas as subpopulações de HDL via difusão passiva, de acordo com gradiente de 

concentração de colesterol. CL, colesterol livre; FL, fosfolípides. Adaptado de Kontush e Chapman (38). 

 

De um ponto de vista cinético, Chroni et al. (77) sugeriram um modelo de dois 

passos para o efluxo de colesterol via ABCA-1: primeiro, ocorre a formação de um forte 

complexo entre o ABCA-1 e seus ligantes, seguida pela lipidação da apoA-I e sua 

dissociação do complexo. Como esperado para um transportador que medeia a secreção de 

excesso de colesterol celular, a transcrição do ABCA-1 é fortemente induzida pelo aumento 

do conteúdo intracelular de colesterol. Essa indução ocorre por meio da ativação dos 
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receptores nucleares “liver X receptors” (LXR) tipo α e/ou β, e “retinoid X receptors” 

(RXR), que formam heterodímeros e se ligam preferencialmente a elementos de resposta do 

gene promotor do ABCA-1, ativados por oxiesteróis, gerados enzimaticamente a partir de 

colesterol e ácido retinóico, respectivamente (78).  

Apesar do papel central do ABCA-1 no efluxo de colesterol, o ABCG-1 

também é capaz de promover efluxo de colesterol de macrófagos, porém para partículas 

maduras de HDL (79-82). O mecanismo pelo qual este efluxo acontece não está, ainda, 

elucidado, mas dois potenciais mecanismos foram propostos. Em analogia ao proposto por 

Small (83) para os transportadores “ATP binding cassette transporter G5” (ABCG-5) e 

“ATP binding cassette transporter G8”(ABCG-8), o ABCG-1 poderia promover uma 

protrusão do colesterol da membrana plasmática seguida por uma colisão transitória com 

uma partícula de HDL. Alternativamente, o ABCG-1 poderia modificar a organização de 

fosfolípides na membrana plasmática de forma que a membrana libere colesterol e 

fosfolípides mais prontamente para os aceptores, de forma semelhante ao descrito por 

Tabas e Tall (84); este modelo é consistente com a natureza não específica e a falta de 

ligação de aceptores lipoproteicos do ABCG-1 (85). Em macrófagos, a transcrição de 

ABCG-1, assim como a de ABCA-1, é regulada pelo conteúdo intracelular de colesterol 

e/ou ação de agonistas de LXR (86).  

Um fluxo bidirecional entre HDL madura e membranas plasmáticas também 

pode ser mediado pelo SR-BI, em uma via que envolve a ligação de partículas de HDL ao 

receptor com subsequente reorganização de lípides dentro de domínios ricos em colesterol e 

cavéolas na membrana plasmática (87, 88). Consistente com essa observação, o plasma de 
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mulheres saudáveis, pareadas por idade, IMC, triglicérides, apoA-I e HDL-C mostrou uma 

capacidade de efluxo de colesterol via SR-BI 14% aumentada em relação aos homens, 

provavelmente resultado de um aumento de 20% nas concentrações plasmáticas de HDL2 

(76).  

Além disso, a difusão passiva de colesterol das membranas plasmáticas para 

partículas de HDL, independente de receptores, envolve a interação direta da HDL com a 

superfície da membrana, e pode contribuir para a remoção de colesterol das células, 

particularmente em condições basais, sem estímulos, já que, por não ser regulada 

positivamente, seu papel diminui com o aumento do conteúdo intracelular de colesterol 

(72). 

 

Papel dos componentes da HDL 

 

Tanto os componentes proteicos quanto lipídicos das partículas de HDL 

contribuem para sua capacidade de efluxo de lípides celulares. Dentre as proteínas da HDL, 

a apoA-I predomina em termos de seu papel no efluxo lipídico, já que solubiliza e 

transporta colesterol e fosfolípides, além de adotar uma conformação com alta afinidade 

por membranas em HDL pequenas, pobres em colesterol, facilitando, assim, o efluxo de 

colesterol (89). Após o enriquecimento com colesterol, uma mudança conformacional 

ocorre na apoA-I, que diminui sua afinidade por membranas, permitindo a liberação da 

partícula (89).  
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ApoA-II também pode agir como aceptor primário e remover de forma eficiente 

colesterol de macrófagos in vivo (90), além de outras apolipoproteínas, incluindo apoA-IV, 

apoC-I, apoE e apoM (66, 91, 92). 

As concentrações de CETP parecem estar associadas à capacidade de efluxo de 

colesterol da HDL, uma vez que plasma de pacientes com altas concentrações de CETP 

apresenta capacidade 5,4% aumentada de efluxo de colesterol em relação à pacientes com 

baixas concentrações de CETP. Além disso, o impacto da CETP na capacidade de efluxo de 

colesterol se mostrou independente de fatores de risco clássicos e estilo de vida, assim 

como de parâmetros lipídicos incluindo HDL-C, LDL-C e triglicérides (93).  

O papel dos lípides no efluxo de colesterol mediado pela HDL também é 

importante. Eles fornecem um ambiente propício para a aquisição de moléculas de lípides 

exógenas, principalmente colesterol, assim assegurando efluxo de lípides celulares. Como 

consequência direta, propriedades dos lípides de superfície da HDL podem impactar 

fortemente o efluxo (38). Primeiramente, a capacidade de efluxo de colesterol via SR-BI 

aumenta de forma dose-dependente com o aumento do conteúdo de fosfolípides da HDL 

(94). Qualitativamente, a habilidade da HDL como aceptora de colesterol celular depende 

do estado físico dos fosfolípides da superfície, e fosfolípides insaturados formam as 

partículas aceptoras de colesterol mais eficientes (95).  

 

Heterogeneidade das partículas de HDL na capacidade de efluxo de colesterol 
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A capacidade de efluxo de colesterol de diferentes subpopulações de HDL 

depende dos receptores envolvidos. As apolipoproteínas da HDL livres e/ou pobres em 

lípides, principalmente a apoA-I, assim como partículas pequenas de HDLr semelhantes a 

pré-β1 HDL plasmática, induzem efluxo de colesterol via interação com ABCA-1 de forma 

potente e dose-dependente (96).  

Partículas de HDL maduras promovem efluxo via ABCG-1 (96), e representam 

um ligante mais eficiente para captação de colesterol esterificado mediada por SR-BI 

comparada às partículas pequenas, pobres em lípides (68). O maior conteúdo de 

fosfolípides nas HDL grandes, que resulta em maior superfície lipídica, é provavelmente a 

razão pela qual HDL2 é mais potente do que a HDL3 no efluxo de colesterol via SR-BI 

(68). Em contraste, diferentes subclasses de HDL parecem ter a mesma capacidade como 

aceptores via difusão passiva, independente de receptores (68). 

 

2.3.2. Atividade Antioxidante 

 

A oxidação da LDL representa um fator importante nos estágios precoces do 

desenvolvimento da aterosclerose em humanos, papel destacado por achados recentes que 

mostraram que a remoção seletiva de LDLox da circulação pela superexpressão ectópica do 

“lectin-like oxidized LDL receptor 1” (LOX-1) no fígado previne completamente a 

progressão da doença em camundongos apoE “knockout”, apesar da dislipidemia grave 

(97).  
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A LDL é considerada o principal alvo fisiológico para a ação antioxidante da 

HDL, tipicamente medida in vitro como a inibição da oxidação da LDL pela HDL (5, 98, 

99). Partículas de HDL protegem a LDL da oxidação por radicais livres, e inibem o 

acúmulo de produtos de oxidação tanto de proteínas quanto de lípides, incluindo 

fosfolípides oxidados, aldeídos de cadeia curta e resíduos de aminoácidos oxidados (98, 

99). Essa capacidade protetora é mediada por diversos componentes da HDL e envolve vias 

moleculares distintas (100).   

O primeiro passo da proteção da oxidação da LDL pela HDL consiste na 

remoção de lípides oxidados da LDL (Figura 6, 1). De fato, hidroperóxidos fosfolipídicos 

são rapidamente transferidos da LDLox para HDL (101). Esta transferência pode ocorrer 

diretamente entre monocamadas de fosfolípides das lipoproteínas, espontaneamente ou 

mediada por proteínas de transferência de lípides, incluindo a CETP (102, 103). Esta 

capacidade da HDL de remover lípides oxidados é regulada pela fluidez da monocamada 

lipídica da superfície da HDL: partículas com superfícies menos rígidas adquirem lípides 

oxidados de forma mais eficiente, resultando em uma proteção mais potente da LDL contra 

o estresse oxidativo (101). 

A inativação de lípides oxidados associados à partícula de HDL representa o 

segundo passo na capacidade da HDL de proteger contra o dano oxidativo (100), e ocorre 

dependendo da sua estrutura. Hidroperóxidos lipídicos são reduzidos aos hidróxidos 

correspondentes (Figura 6, 2) (101, 102, 104), enquanto fosfolípides oxidados tem sua 

atividade biológica inativada por meio da sua hidrólise a lisofosfolípides (Figura 6, 3) (98, 

99). 
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intracelular in vitro em células endoteliais (105-107) e em macrófagos (108, 109), e in vivo 

em modelos animais de inflamação arterial aguda (110).  

 

Papel dos componentes da HDL  

  

A atividade antioxidante da HDL parece ser determinada por seu conteúdo 

lipídico e proteico, e está relacionada com a presença de diversas apolipoproteínas e 

enzimas com propriedades antioxidantes.  

A ApoA-I tem um papel chave na proteção da LDL contra oxidação mediada 

pela HDL, que pode ser atribuído à sua habilidade de inativar hidroperóxidos lipídicos. Os 

resíduos metionina 112 e 148 da apoA-I podem reduzir estes hidroperóxidos em hidróxidos 

lipídicos redox-inativos, terminando, assim, a reação em cadeia da peroxidação lipídica 

(101, 104, 111). Essa reação redox é acompanhada pela formação de apoA-I oxidada, que 

contem sulfatos de metionina. Estes podem ser reduzidos de volta a metionina por meio da 

ação de metionina sulfóxido redutases, enzimas presentes em quase todos os tecidos, 

essenciais para a proteção das células contra o dano oxidativo (111). Além disso, apoA-I 

livre de lípides atenua a oxidação da LDL pela remoção de moléculas de hidroperóxidos 

lipídicos da LDL (112).  

Componentes enzimáticos potencialmente contribuem para as propriedades 

antioxidantes da HDL, e incluem PON1, PAF-AH e LCAT, todos os quais parecem 

hidrolisar fosfolípides oxidados de cadeia curta, pró-inflamatórios (5, 113), mas são pouco 

reativos em relação a hidroperóxidos lipídicos (114-116).  
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Os lípides da HDL podem modular significantemente as atividades 

antioxidantes exibidas pelos componentes proteicos. Zerrad-Saadi et al. (101) mostraram 

que a rigidez da monocamada de fosfolípides das partículas de HDL modula fortemente a 

eficiência da transferência de hidroperóxidos lipídicos da LDL para a HDL. Neste estudo, 

encontraram uma forte correlação inversa entre a taxa de transferência destes 

hidroperóxidos para lipossomas e a rigidez de membrana, e também, de forma importante, 

uma diminuição da transferência de hidroperóxidos da LDLox e da capacidade da HDL de 

reduzir a oxidação da LDL, paralela ao aumento da rigidez da superfície da HDLr.   

A rigidez da monocamada da superfície da HDL é determinada principalmente 

pelo conteúdo relativo de lípides como esfingomielina e colesterol livre, em relação à 

fosfatidilcolina e ácidos graxos saturados e insaturados, em relação aos poli-insaturados. O 

aumento do conteúdo de cada um deles enrijece a monocamada da superfície (101).  

Finalmente, partículas de HDL podem carregar pequenas quantidades de 

antioxidantes lipofílicos, primariamente tocoferóis, que podem contribuir minimamente 

para as propriedades antioxidantes da HDL (50, 117, 118).  

 

Heterogeneidade das partículas de HDL na atividade antioxidante  

 

As partículas de HDL também são heterogêneas na sua capacidade de proteger 

a LDL do dano oxidativo induzido por radicais livres, o que pode ser atribuído à uma 

distribuição não uniforme de apolipoproteínas, enzimas e lípides entre as partículas de 

HDL.  
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As partículas de HDL3, pequenas, ricas em proteína, agem como potentes 

protetores de LDL contra oxidação por meio da inativação de hidroperóxidos lipídicos, e 

inibem o acúmulo de produtos secundários de peroxidação lipídica, como aldeídos e 

fosfolípides de cadeia curta (119). Consistente com esses dados, partículas de HDL3 

parecem ser mais resistentes a modificações oxidativas em comparação à HDL2 (120). 

Além disso, partículas de HDL3 podem ser igualmente superiores a HDL2 na 

sua capacidade de remover lípides oxidados de outras lipoproteínas e membranas celulares. 

O conteúdo diminuído de esfingomielina e colesterol livre nas HDL pequenas e densas 

(121) pode resultar em aumento da fluidez da superfície da partícula, facilitando, assim, a 

incorporação de lípides oxidados de origem exógena, como os derivados da LDLox (100). 

A hidrólise de fosfolípides oxidados por enzimas hidrolíticas associadas a HDL também 

parece ser aumentada na HDL3, o que pode ser atribuído ao ser enriquecimento de 

atividades enzimáticas de PON1, LCAT e PAF-AH (119).   

 

2.3.3. Atividade Anti-inflamatória 

 

As partículas de HDL desempenham diversas ações anti-inflamatórias que 

contribuem para seus efeitos antiaterogênicos. Os principais efeitos ocorrem no endotélio, 

mas elas podem agir diretamente nos monócitos e outras células sanguíneas, sendo que as 

múltiplas formas de ação anti-inflamatória da HDL sugerem o envolvimento de diferentes 

mecanismos nesta atividade.  
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A HDL é capaz de reduzir a expressão de moléculas de adesão induzida por 

citocinas e a inibição de adesão dos monócitos. Shaw et al. (122) mostraram que a infusão 

intravenosa de uma única dose de HDLr (80 mg/kg) reduz significantemente a expressão de 

VCAM-1 em placas ateroscleróticas obtidas de pacientes com doença vascular periférica 

em um estudo placebo-controle. Além disso, a ativação de monócitos e concentrações 

circulantes de fator de necrose tumoral (TNF)- α também foram reduzidas. Esta redução na 

inflamação foi acompanhada por uma redução significante no conteúdo lipídico da placa, e 

tamanho diminuído de macrófagos. Concomitantemente, houve um aumento na capacidade 

de efluxo de colesterol de plasma sem apoB, junto com aumento das concentrações 

plasmáticas de HDL-C após a infusão. Assim, o conjunto destes achados sugere que um 

potencial mecanismo para esta função envolve o efluxo de colesterol celular, e consequente 

aumento do transporte reverso de colesterol nestes pacientes em resposta à HDLr.  

Experimentos in vitro mostraram que partículas de HDL inibem de forma 

significante a expressão de VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina induzida por TNF-α, 

interleucina-1, endotoxina ou proteína C-reativa (Figura 7, 1) (123-126), e a secreção de 

MCP-1 induzida por LDLox nas células endoteliais (127). Estes processos poderiam limitar 

o processo inflamatório por meio da diminuição do recrutamento e adesão de 

monócitos/macrófagos na superfície endotelial. Esta ação da HDL envolve a modulação de 

múltiplos genes relacionados à proteção contra inflamação. 
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mesmo estudo mostrou que esta inibição depende de um amento nas concentrações da 

enzima 3-betahidroxiesteróide-delta 24-redutase (DHCR24), e que este aumento é 

dependente de SR-BI, uma vez que, o silenciamento de SR-BI leva a uma redução de 

DHCR24, e o silenciamento da expressão de DHCR24 levou a aumentos significantes de 

NFκB e VCAM-1 (Figura 7, 2). 

Kimura et al. (129) mostraram que a inibição da expressão de moléculas de 

adesão nas células endoteliais mediada pela HDL também é dependente de ativação de 

proteína quinase ativada por AMP (AMPK), que ocorre via interação da partícula com 

receptores esfingosina 1 fosfato e SR-BI, resultando na inibição da expressão da VCAM-1 

(Figura 7, 2). 

A atividade anti-inflamatória da HDL também pode envolver a remoção de 

lípides oxidados de células endoteliais, macrófagos e/ou de LDLox, seguida pela inativação 

hidrolítica sob a ação das enzimas associadas a HDL (PAF-AH, PON1 e LCAT). O 

mecanismo dessa via se assemelha àquela evolvida na atividade antioxidante da HDL (98-

100)). A relevância patofisiológica de fosfolípides oxidados na aterosclerose se deve a suas 

potentes atividades pró-inflamatórias, que podem ativar a inflamação da parede arterial 

(130). A inativação destes agentes pró-inflamatórios pela HDL pode ser associada com 

reduzida expressão de moléculas de adesão e redução da adesão de macrófagos a células 

endoteliais (98, 131).  

A HDL também pode limitar a propagação de resposta inflamatória como 

sugerido pela liberação atenuada de MCP-1, L-selectina solúvel, ICAM-1 solúvel e 

VCAM-1 solúvel de células THP-1 estimuladas com lipopolissacarídeo na presença de 
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apoA-I (132). Esta via pode estar associada à inibição da quimiotaxia de monócitos 

humanos mediada pela HDL (132).  

 

Papel dos componentes da HDL  

 

A habilidade da HDL de inibir a expressão de moléculas de adesão parece estar 

relacionada ao conteúdo de componentes proteicos e lipídicos específicos, incluindo apoA-

I, apoA-II, apoA-IV e diferentes espécies moleculares de fosfolípides, como esfingosina 1-

fosfato e esfingosilfosforilcolina (126, 133, 134). Experimentos com infusão de HDLr 

contendo apenas apoA-I e fosfolípides demonstraram que outros componentes não são 

essenciais para a capacidade da HDL de diminuir a resposta inflamatória in vivo (135), 

sendo a apoA-I o principal componente envolvido na atividade anti-inflamatória destas 

HDLr.  

O papel de outras proteínas da HDL na sua atividade anti-inflamatória não foi 

muito investigado. A PAF-AH pode determinar a capacidade da HDL de restaurar o 

processo emigratório de células dendríticas derivadas de monócitos, resolvendo, assim, 

reações inflamatórias em placas ateroscleróticas (136). A PON1 pode assegurar inativação 

hidrolítica de fosfolípides oxidados pró-inflamatórios (98, 99, 137). Por outro lado, a 

LCAT parece ter um papel oposto nas atividades anti-inflamatórias da HDL, já que 

concentrações circulantes de proteína C reativa estão correlacionada positivamente com 

atividade da LCAT em homens não-diabéticos sem doença cardiovascular (138).  
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Os lípides também podem estar envolvidos nas ações anti-inflamatórias da 

HDL. De fato, o conteúdo de lisoesfingolípides da HDL inibe a expressão aórtica de MCP-

1 (139). Além disso, 1-palmitoil-2-linoleoil fosfatidilcolina é capaz de inibir a sinalização 

pró-inflamatória via NFκB, e pode, assim, contribuir para a capacidade da HDLr de inibir a 

inflamação em cultura de células endoteliais (126, 140). Por outro lado, esfingosina 1-

fosfato pode estar associada a uma atividade pró-inflamatória da HDL, como sugerido por 

seu efeito quimiotático em macrófagos (141).  

 

Heterogeneidade das partículas de HDL na atividade anti-inflamatória 

  

A potencial heterogeneidade da atividade anti-inflamatória da HDL ainda não 

está muito bem caracterizada. Estudos mostraram que a HDL3 parece ser superior do que a 

HDL2 em termos de capacidade de inibir a expressão de VCAM-1 em células endoteliais 

tanto com base em apoA-I como em colesterol total (142), o que poderia indicar uma 

propriedade anti-inflamatória aumentada da HDL3. Além disso, HDL esféricas são mais 

eficientes do que as discoides neste ensaio, enfatizando que a forma da partícula pode ser 

importante para a atividade anti-inflamatória (126).  

 

 

2.3.4. Atividade Antitrombótica 
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A HDL pode exercer efeitos antitrombóticos por meio de ação direta nas 

plaquetas (143). Calkin et al. (144) mostraram que a infusão de HDLr atenuou 

significantemente a resposta de agregação plaquetária ex vivo em resposta a múltiplos 

agonistas em sujeitos com diabetes tipo 2, caracterizados por capacidade de agregação 

plaquetária aumentada em relação a controles saudáveis; esse efeito foi acompanhado por 

um aumento transitório de HDL-C plasmática. In vitro, a HDL diminui a agregação 

plaquetária mediada pela glicoproteína IIb/IIIa em resposta a trombina, colágeno, ADP e 

adrenalina (145, 146) (Figura 8). 

A produção aumentada de óxido nítrico (NO) foi relacionada à ação inibitória 

da HDL na agregação plaquetária (147), e pode ser iniciada pela interação da HDL com o 

SR-BI plaquetário (143) (Figura 8). No entanto, Valiyaveettil et al. (148) mostraram que a 

HDL oxidada, mas não a HDL nativa, tem efeitos inibitórios da ativação e agregação 

plaquetária induzida por agonistas fisiológicos. Esta ação depende do SR-BI plaquetário, 

mas não ocorre por meio do aumento da produção de NO, pela via eNOS/Akt.  

Assim, os efeitos inibitórios da HDL na agregação plaquetária podem ser 

mediados pelo SR-BI, como indicado também pela ausência da inibição em plaquetas de 

camundongos deficientes em SR-BI (143) e na presença de ligantes para o SR-BI (149). 

Correlações negativas entre a expressão de SR-BI plaquetário e agregação ex vivo também 

colaboram para esta via (150).  
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Papel dos componentes da HDL  

 

A atividade antitrombótica de HDL parece estar intimamente associada ao seu 

conteúdo em fosfolípides, que aumenta o efluxo de colesterol das plaquetas, e reduz a 

formação de microdomínios (rafts) lipídicos (144). A fosfatidilserina e o fosfatidilinositol 

também podem contribuir para a capacidade da HDL de inibir a agregação plaquetária, 

agindo por meio do aumento da interação da HDL com o SR-BI (149).  

 

Heterogeneidade das partículas de HDL na atividade antitrombótica 

 

 A potencial heterogeneidade das atividades antitrombóticas entre as 

partículas de HDL é ainda indeterminada. Partículas de HDL2 contendo apoE parecem ser 

mais potentes do que a HDL3 em termos de sua capacidade de inibir a agregação 

plaquetária (151).  

 

3. Justificativa 

 

Evidências recentes sugerem que a qualidade da HDL, além das suas 

concentrações plasmáticas, pode estar associada ao risco cardiovascular. De fato, a 

capacidade de efluxo de colesterol celular está mais fortemente associada à presença de 

aterosclerose do que as concentrações plasmáticas de HDL em voluntários saudáveis(152). 

Possivelmente, outras funções protetoras da HDL, como antioxidante, anti-inflamatória e 
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anti-trombótica, podem estar igualmente mais associadas à aterosclerose ou risco 

cardiovascular do que HDL-C. 

Assim, hipoteticamente, partículas de HDL disfuncionais presentes em 

indivíduos com doença aterosclerótica avançada poderiam impedir a estimativa de risco 

destes por meio da quantidade de HDL circulante. Neste contexto, indivíduos com 

hipoalfalipoproteinemia também poderiam apresentar alterações funcionais e fenotípicas na 

HDL associadas às concentrações plasmáticas reduzidas, e potencialmente papel 

ateroprotetor. 
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Objetivo Geral: 

 

Verificar, em indivíduos sem doença cardiovascular pré-existente, se características 

fenotípicas ou funcionais da HDL se associam com a presença de hipoalfalipoproteinemia e 

com aterosclerose carotídea subclínica. 

 

Objetivos específicos: 

 

1. Caracterizar, em indivíduos com diferentes níveis de HDL-C, a composição 

química, diâmetro, potencial zeta, capacidade de efluxo de colesterol celular, 

funções antioxidante e anti-inflamatória, habilidade de inibir agregação plaquetária 

e suscetibilidade à oxidação da HDL. 

2. Caracterizar, em indivíduos com ou sem aterosclerose carotídea subclínica, a 

composição química, diâmetro, potencial zeta, capacidade de efluxo de colesterol 

celular, funções antioxidante e anti-inflamatória, habilidade de inibir agregação 

plaquetária e suscetibilidade à oxidação da HDL. 
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Abstract 

 

Objective: Investigate, in a primary prevention setting, whether HDL dysfunction is 

associated with hypoalphalipoproteinemia or atherosclerotic burden. Methods: Participants 

were classified as low (LH;≤32mg/dL;n=33), intermediate (IH;40-67mg/dL;n=33), or high 

HDL-cholesterol (HH;≥78mg/dL;n=35). We measured HDL chemical composition, particle 

size, cholesterol efflux capacity, antioxidant activity, susceptibility to oxidation, anti-

inflammatory activity, and ability to inhibit platelet aggregation. Results: LH was 

associated to enhanced carotid intima-media thickness (IMT;p≤0.001), high HDL-

triglyceride (4±2% vs. 3±1% in IH and 3±1% in HH, p≤0.001), low HDL-phospholipids 

(12±4% vs. 14±5% in IH and 13±3% in HH, p=0.035), decreased particle size 

(7.33±0.33nm vs. 7.72±0.45nm in IH and 8.49±0.42nm in HH, p≤0.001), and reduced 

cholesterol efflux capacity ((9±3 % vs. 12±3 % in IH and 11±4 % in HH, p≤0.001). Carotid 

IMT>1mm was associated with reduced HDL size ((7.55±0.49 nm vs. 7.89±0.64 nm, 

p≤0.001), antioxidant activity (37(23)% vs. 49(42)%, p=0.018), and cholesterol efflux 

capacity (31±14% vs. 40±14%, p=0.02). No difference was found for the other HDL 

characteristics or functional properties. Conclusion: In the primary prevention setting, 

small particle size, reduced HDL-phospholipids content, and diminished cholesterol efflux 

capacity are related to both hypoalphalipoproteinemia and carotid IMT. In these 

individuals, these characteristics may underlie the association between HDL-cholesterol 

and atherosclerotic burden.  

ClinicalTrials.gov ID: NCT02106013 
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1. Introduction 

A large amount of data has established that HDL protects against the incidence of 

cardiovascular events and this protective role has been largely attributed to several well-

documented functions such as its ability to promote cholesterol efflux, to inhibit vascular 

inflammation, and to its antioxidant and antithrombotic properties (1). However, the 

inclusion of HDL-cholesterol (HDL-C) in risk evaluation results in only a small 

improvement in overall risk estimation in the general population (2). Also, as recently 

shown, the predictive value of HDL-C for cardiovascular mortality is weakened in the 

presence of coronary artery disease (CAD) (3) and interventions aimed at increasing HDL- 

C levels in patients with established CAD have not been associated with any clinical benefit  

(4). Besides, a recent Mendelian randomization study has showed that genetic mechanisms 

that increase HDL-C do not seem to reduce the risk of myocardial infarction (5).  

Hypothetically, dysfunctional HDL particles would be largely present in individuals 

with advanced atherosclerotic disease preventing their risk estimation by the amount of 

HDL in the bloodstream. In the same context, individuals with hypoalphalipoproteinemia 

would also present functional impairment in HDL metabolism that underlies the decrease of 

both HDL concentration in plasma and atheroprotective role. In fact, cholesterol efflux 

capacity more strongly relates to atherosclerotic burden than plasma concentration of HDL 

particles in healthy volunteers (6). Possibly, other protective roles of HDL such as 

antioxidant, anti-inflammatory, and anti-thrombotic effects could equally bear a stronger 

association with atherosclerotic burden or cardiovascular risk than HDL-C. Hence, the aim 

of this study was to investigate the existence of association between the presence of 
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hypoalphalipoproteinemia or subclinical atherosclerotic disease and HDL chemical 

composition, physical-chemical characteristics, functions, and susceptibility to oxidation in 

a set of healthy individuals carefully selected from a large population database.  

 
2. Methods 

 
2.1. Study subjects 

In order to select study participants, we evaluated 598,288 lipid profiles of 

consecutive individuals who spontaneously sought governmental primary care centers of 

the city of Campinas, SP, Brazil, between 2008 and 2011 (Flow diagram in Figure 1). In 

the first selection phase, we excluded individuals with:  (i) LDL-cholesterol ≥130 mg/dL, 

(ii) TG ≥150 mg/dL, or (iii) age <20 or >75 years. As a result, 9% (53,491) were eligible 

for a telephone-based screening interview, which included verbal consent and a brief 

medical history questionnaire in order to exclude: (i) BMI≥30 kg/m2, (ii) self-reported 

medical conditions, (iii) smoking habit, (iv) daily intake of alcohol >14g, or (v) regular use 

of medical treatments. Following the telephone interview, 1,536 subjects were selected by 

the abovementioned criteria and were invited to undergo in-person clinical evaluation and 

blood exams to confirm and complement the clinical data. During this evaluation we 

excluded subjects who had: (i) BMI ≥30kg/m2, and (ii) glucose >100mg/dL, (iii) urea 

>71mg/dL, (iv) creatinine >1.20mg/dL, (v) uric acid >7.0mg/dL, (vi) alanine 

aminotransferase >50U/L, (vii) aspartate aminotransferase >33 U/L, (viii) gamma-glutamyl 

transferase >71U/L, (ix) alkaline phosphatase >129U/L; (x) thyroid stimulating hormone 

<0.41 or >4.50μUI/mL , (xi) free thyroxin <0.9 or >1.8ng/dL, or (xii) metabolic syndrome 
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as defined by the International Diabetes Federation criteria (7). From 312 individuals who 

were considered eligible by the abovementioned criteria those with HDL-C below the 10th 

percentile (HDL-C ≤32mg/dL, n=33), between 40th and 60th percentiles (40≤HDL-

C≤67mg/dL, n=33) or above the 90th percentile (HDL-C ≥78mg/dL, n=35) were enrolled. 

They were classified as low HDL-C (LH), intermediate HDL-C (IH) and high HDL-C 

(HH). Sample size was estimated based on the cholesterol efflux values obtained by Khera 

et al. (6), considering an alpha value of 0.05 and beta of 0.8 two-sided. In order to do so, 

the sample size would be 50. The study was approved by the Institutional Ethics Committee 

(1260/2010) and all participants signed a written informed consent.  

2.2. Biochemical analyses 

Blood samples were drawn after a 12-hour fasting period. Serum and EDTA plasma 

were separated by centrifugation and stored at -80°C until analyses. Glucose, TG and HDL-

C were measured in an automated Modular® Analytics Evo (Roche Diagnostics, Burgess 

Hill, West Sussex, UK), using Roche Diagnostics® reagents (Mannheim, Germany). LDL-

cholesterol was calculated by the Friedewald formula. C-reactive protein (CRP) was 

measured by immunoturbidimetry (Tina-quant CRP detection method, Roche 

Diagnostics®, Mannheim, Germany). Serum insulin levels were measured using the 

Human Insulin ELISA kit (Cat number EZHI-14K, Millipore, Massachusetts, USA). The 

Homeostasis Model Assessment (HOMA) Calculator version 2.2 (University of Oxford, 

UK) was used to estimate insulin sensitivity (HOMA2S%) (8). Apo A-I and B-100 and 

lipoprotein (a) were determined by nephelometry in a BNII automated system and reagents 

from Dade-Behring® (Marburg, Germany). 
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2.3. Carotid artery ultrasound   

Carotid artery atherosclerosis was estimated by using high-resolution B-mode 

ultrasound (ATL HDI 1500 and 3500 equipped with a 6-9 MHz linear transducer, 

Advanced Technology Laboratories Ultrasound, Bothell, EUA), by a single trained 

sonographer, according to standardized method (9). Bilateral measurements of the intima-

media thickness (IMT) were made at the posterior wall of the common carotid artery, 1 cm 

below the bifurcation. Mean IMT was calculated as the average of five measurements.  

2.4. Lipoprotein isolation 

LDL was isolated from a pool of normolipidemic sera from 20 volunteers, through 

sequential ultracentrifugation using a Beckman L8-M ultracentrifuge (Beckman Coulter 

Inc., Palo Alto, USA), with a 75Ti fixed angle rotor (10). HDL was isolated from each 

study participant through density gradient ultracentrifugation (11) with the use of a SW41Ti 

rotor. Isolated lipoproteins were extensively dialyzed against EDTA-free PBS for 24h, at 

4oC, in a dark room. All assays were performed in freshly isolated lipoproteins that were 

kept at 4oC for a maximum period of 15 days.  

2.5. HDL chemical composition and molar concentration measurements 

  HDL chemical composition was measured using commercially available enzymatic 

kits, in the microplate reader Power Wave XS (BioTek®, Winooski, USA). Total proteins 

(Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford, USA); total cholesterol 

(TC)  (CHOD-PAP, Roche Diagnostics® reagents, Mannheim, Germany), free cholesterol 

(FC) (Free Cholesterol E, Wako Chemicals, Richmond, USA), phospholipids (PL) 

(Phospholipids C, Wako Chemicals, Richmond, USA), TG (TG, GPO-PAP,  Roche 
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Diagnostics® reagents, Mannheim, Germany) and apoA-I (TINA QUANT APO A1 V2, 

Roche Diagnostics® reagents, Mannheim, Germany) were measured, while cholesteryl 

ester (CE) was calculated according to the following formula: (TC – FC) x 1.67 (11). The 

relative content of apo A-I (HDL-ApoA-I) or lipids in HDL was calculated based on their 

proportion to the total mass of HDL, calculated as the sum of FC, PL, TG, CE, and total 

proteins. HDL molar concentration was estimated based on particle total mass and 

molecular weight  (11).  

2.6. HDL physical-chemical characterization  

HDL particle size was determined using dynamic light scattering, in a Nanotrac 

Particle Size Analyser 250 (Microtrac Inc., Montgomeryville, USA) (12). Zeta potential 

was determined in HDL diluted 1:10 in KCl 10mM, using laser Doppler micro-

electrophoresis, in the Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK).   

2.7. Determination of proteins involved in HDL metabolism  

Cholesteryl ester transfer protein (CETP) and phospholipids transfer protein (PLTP) 

activities were measured using exogenous radiometric assays, as previously described (13, 

14).  LPL and hepatic lipase (HL) activities were measured in fasted post-heparin plasma 

samples, collected 15min after the intravenous administration of heparin (100U/kg body 

weight), in an assay based on fatty acid release from a radiolabeled triolein emulsion (15). 

LCAT activity was determined using recombinant HDL, according to standardized 

method(16).  

2.8. HDL antioxidant activity and susceptibility to oxidation  
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HDL antioxidant activity and susceptibility to oxidation were measured in a kinetic 

fluorimetric assay adapted from Navab et al (17). Oxidation was monitored as changes in 

the fluorescence intensity of 2',7'-dichlorofluoresceine (DCFH). For the antioxidant activity 

assays, LDL (final concentration, 20mgTC/dL) and CuSO4 (final concentration, 0.5μM) 

were added to DCFH-containing tubes (final concentration, 2mg/mL), followed by the 

addition or not of HDL (final concentration, 15mg total mass/dL). To measure HDL’s 

susceptibility to oxidation, HDL was incubated with CuSO4 and DCFH in the absence of 

LDL. The volume was adjusted to 100µL with Chelex treated-PBS and the reaction mixture 

transferred onto a black 96-well microplate. The plate was covered with an optical adhesive 

cover to avoid evaporation and incubated at 37°C. Fluorescence intensity was measured 

over 24h with 15 minute intervals in a fluorescence microplate reader (Spectra Max M5; 

Molecular Devices, Sunnyvale, USA) at an excitation wavelength of 485nm, emission 

wavelength of 540 nm, and cut-off of 530nm. Results of antioxidant activity are presented 

as the percentage of inhibition of LDL oxidation in the presence of each subject’s HDL and 

susceptibility to oxidation as percentage of HDL oxidation, when compared to control wells 

(LDL alone).  

2.9. HDL anti-inflammatory activity 

HDL’s anti-inflammatory activity was measured in human umbilical vein 

endothelial cells (HUVEC) in an assay adapted from Besler et al(18). Cells were cultured in 

RPMI 1640 medium containing 10% fetal calf serum, penicillin, and streptomycin and 

maintained in a 5% CO2 incubator at 37oC. After reaching confluence, they were plated in 

24-well culture plate (0.3 x 105 cells/mL), and incubated with TNF-α (1ng/mL), with or 
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without HDL (50μgApoA-I/mL) for three hours. The culture media were collected and 

stored at -80oC. Due to the low vascular cell adhesion molecule -1 (VCAM-1) 

concentrations, samples were concentrated using the Amicon® Ultra Centrifugal Filters, 

50K (Millipore, Massachusetts, USA) and then VCAM-1 concentrations were measured 

using the Human VCAM-1 ELISA Kit (Cat number ECM340, Millipore, Massachusetts, 

USA). Results are expressed as the percentage of decrease in VCAM-1 concentrations in 

the wells incubated with HDL when compared to the control wells without HDL.   

2.10. Cellular Cholesterol Efflux 

Global cellular cholesterol efflux was measured in J774 macrophages enriched with 

acetylated LDL and14C-cholesterol, using HDL as the cholesterol acceptor, as described by 

Machado-Lima et al (2013) (19). Briefly, J774 macrophages were cultured in RPMI 1640 

medium containing 10% fetal calf serum, penicillin, and streptomycin and maintained in a 

5% CO2 incubator at 37oC. After reaching confluence, cells were plated in a 96-well plate 

(1.25 x 105 cells/mL), and enriched with acetylated LDL (50μg/mL) and 14C-free 

cholesterol (0.3μCi/mL). After 48 h, cells were washed with PBS containing fatty acid-free 

albumin (FAFA) and equilibrated with DMEM containing FAFA for 24 hours. The cells 

were then washed twice and incubated with HDL (50μg apoA-I/mL) for 8 hours. Media 

were collected and the radioactivity measured in a beta-scintillation counter. Cells were 

rinsed twice with cold physiologic saline and the intracellular lipids extracted with 

hexane:isopropanol (3:2, v/v). Solvent was evaporated and radioactivity measured. The 

percentage of 14C-cholesterol efflux was calculated as (14C-cholesterol in the medium/14C-

cholesterol in cells + medium) × 100.  
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2.11. Platelet aggregation inhibition 

HDL’s ability to inhibit platelet aggregation was measured as described by 

Valiyaveettil et al (20). HDL (0.8mg protein/mL) was mildly oxidized by dialysis against 

PBS + 5μM CuSO4, for 24h at 37°C. Citrated blood was drawn from a healthy donor and 

platelet-rich plasma (PRP)   obtained by centrifugation at 800rpm for 15 minutes. PRP was 

then incubated with native or oxidized HDL (0.5 mg/mL) for 30 minutes at 37°C. Platelet 

aggregation was monitored using a Lumi-Aggregometer type 500 VS (Chrono-log, 

Havertown, USA) for 6 minutes after the addition of ADP (5μM). Results are expressed as 

percentage of the inhibition of platelet aggregation induced by oxidized compared to native 

HDL. 

2.12. Statistical Analyses 

Normally distributed data are presented as mean ± standard deviation and non-

normal data as median (interquartile range). Log transformation of the following 

parameters was applied in order to use parametric tests: TG, lipoprotein(a), CRP, LPL, 

insulin, and HOMA2S%. Afterwards, the Log transformation normality was confirmed by 

Kolmogorov-Smirnov test. Differences between groups were evaluated using ANOVA or 

Kruskal-Wallis, with Bonferroni’s post-hoc multiple comparison analysis, according to 

variable distribution. Chi-Square was used to compare categorical data. Analysis of 

covariance (ANCOVA) adjusted for gender and age was used to compare IMT between 

groups. ANCOVA adjusted for gender, age, and HOMA2S% was used for cholesterol 

efflux, antioxidant activity, anti-thrombotic activity, and susceptibility to oxidation. 

HOMA2S% was selected for adjusting due to the difference between groups. ANCOVA 
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was performed after checking these variables with histograms, normality plots, and residual 

scatter plots that tested for linearity, normality, and variance. Pearson’s correlation test was 

used to assess the relationships between normally distributed variables. A two-sided p-

value of 0.05 was considered significant. SPSS software version 11.5 was used for all 

analysis.  

 

3. Results 

3.1. Study subjects characteristics 

As shown in Table 1, LH group presented higher frequency of male gender, BMI, 

waist circumference, TG, and LCAT activity as well as lower HOMA2S% when compared 

to both IH and HH individuals. In comparison to the HH group, LH individuals had higher 

CRP and HL. HH presented higher HL activity than LH. Importantly, LH group was also 

characterized by significantly increased IMT.  This difference in IMT remained 

significantly associated with reduced HDL-C after adjusting for HOMA2S% (p≤0.001).  

3.2. HDL chemical composition and physical-chemical characteristics 

Besides the expected difference in HDL-C concentration, the three groups also 

differed significantly in particle chemical composition and physical-chemical 

characteristics (Table 2). HDL size increased significantly from LH to IH and from IH to 

HH. Total mass and, consequently, molar concentration were significantly higher in HH 

than LH and IH. When compared to HH, LH presented higher TG (HDL-TG) and lower FC 

(HDL-FC) content. LH presented lower CE (HDL-CE) and higher total proteins (HDL-TP) 

relative contents than both HH and IH. This group also presented lower PL (HDL-PL) 



 

- 82 - 

 

relative content when compared to IH. The HH group had significantly increased FC to PL 

ratio than compared to LH and IH (HH= 0.25±0.06, IH= 0.20±0.06, LH= 0.19±0.08, 

p≤0.001).  

3.3. Antioxidant activity of HDL 

Antioxidant activity was significantly lower in HH than in LH (Table 3). This 

difference remained significant after adjusting for age, gender, and HOMA2S% (p=0.006). 

Since the antioxidant activity was inversely related to HDL size (r=-0.37; p=0.001), we also 

adjusted for HDL size. Still, the antioxidant capacity remained significantly lower in HH as 

compared to LH groups (p=0.005). Importantly, when calculated as a function of HDL 

molar concentration in plasma, this difference was no longer significant (p=0.428). 

3.4. HDL susceptibility to oxidation 

HH presented higher susceptibility to oxidation when compared to IH and LH 

(Table 3). When we adjusted for age, gender, and HOMA2S% the difference lost statistical 

significance (p=0.13). There was no significant association between HDL phenotype and 

HOMA2S% or age but female gender presented a bigger HDL size than man (8.01±0.62 vs. 

7.64±0.59; p=0.003). Consistently, the frequency of female gender was higher in HH group 

(Table 1).  

3.5. Anti-inflammatory activity of HDL 

Anti-inflammatory activity as a continuous variable was not significantly different 

between the three groups (Table 3). In order to confirm this finding, we also compared the 

frequency of individuals without reduction in VCAM-1 concentrations after HDL co-

incubation (LH=33%, IH=31%, HH=29%, p=0.913) and the frequency of those with anti-
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inflammatory activity above the 75th percentile (LH= 24%, IH= 28%, HH = 23%, p= 

0.872), and found no differences between the three groups.  

3.6. Cholesterol efflux to HDL 

The capacity of isolated HDL to mediate cellular free cholesterol efflux was 

diminished in LH when compared to IH and HH (Table 3). This difference remained 

significant after adjustments for age, gender, and HOMA2S% (p= 0.005). 

Cholesterol efflux capacity was also recalculated in terms of HDL-PL or as a 

function of molar concentration. We found that, normalized for molar concentration, 

cholesterol efflux was still significantly lower in LH than in IH and HH (LH= 31 ± 15 %, 

IH=43 ± 13 %, HH=42 ± 15 %, p= 0.001). When normalized for HDL-PL, efflux 

differences were no longer significant (LH=6 ± 5 %, IH=6 ± 3 %, HH= 6 ± 2 %, p= 0.883). 

3.7. Platelet aggregation inhibition 

 HDL’s ability to inhibit platelet aggregation was significantly higher in HH than in 

IH (Table 3). After adjustments for age, gender, and HOMA2S%, this difference remained 

significant (p= 0.002).No significant correlations were found between platelet aggregation 

inhibition and particle size, molar concentration, zeta potential, HDL-TP, HDL-FC, HDL-

PL, HDL-CE, HDL-ApoA-I, HDL-TG, or susceptibility to oxidation. 

3.8. HDL characteristics and atherosclerosis 

 In order to evaluate the relationship between HDL characteristics and subclinical 

atherosclerosis, we performed ANCOVA analyses adjusted for age, gender, and HDL-C in 

subjects classified according to IMT above the 90th percentile (1 mm). We found that 

individuals with IMT above 1mm presented significantly reduced molar adjusted 
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cholesterol efflux, antioxidant activity, HDL size, and HDL molar concentration (Table 4). 

We repeated this analysis using HDL-PL instead of HDL-C for adjusting and the 

abovementioned characteristics remained significantly different except for molar adjusted 

cholesterol efflux (p=0.142).    

 

4. Discussion 

This study was designed to verify if functional properties of HDL would contribute 

to the propensity for atherosclerosis among individuals with hypoalphalipoproteinemia. 

Indeed, even in a cohort of healthy volunteers, we confirmed that low HDL-C is associated 

to enhanced IMT. Our major findings are that LH individuals present: (i) increased HDL-

TG and decreased HDL-PL, HDL-FC, and HDL-CE, (ii) decreased particle size, and (iii) 

reduced cholesterol efflux capacity. The difference in cholesterol efflux lost significance 

when adjusted as a function of HDL-PL, suggesting a significant role of phospholipid 

content for this functional impairment. 

Despite of metabolic syndrome being used as exclusion criteria in this study, we 

found that LH individuals presented a higher frequency of increased waist circumference, 

higher plasma levels of TG, CRP and insulin, and decreased insulin sensitivity. 

Consistently, despite having equivalent exogenous CETP activity, the HDL size and 

cholesterol content were decreased and the TG content increased in the LH group, which is 

likely to be determined by the increased plasma availability of TG-rich lipoproteins (21). In 

addition, we found an increased plasma LCAT activity in LH individuals, which has been 

reported to be associated to metabolic syndrome and attributed to insulin resistance (22). 
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This increased exogenous LCAT activity is not associated to increased HDL-CE in this 

group, which could be explained by the diminished cholesterol content of their particle, 

resulting in less substrate for this enzyme. In spite of that, the difference in IMT remained 

significantly associated with reduced HDL-C after adjusting for HOMA2S%, suggesting 

that additional elements must contribute for the increased atherosclerotic burden in these 

subjects. 

Recent evidence has indicated that HDL functional properties and particle 

characteristics may have a higher predictive value for atherosclerotic disease than HDL-C 

plasma concentration. In fact, we found that HDL antioxidant activity, cholesterol efflux 

capacity, HDL molar concentration, and particle size were reduced in subjects with 

IMT>1mm. Among the examined functional properties of HDL, we identified a decreased 

cholesterol efflux in LH individuals even when recalculated as a function of HDL molar 

concentration and adjusted for insulin sensitivity. Importantly, decreased cholesterol efflux 

has been strongly associated to increased IMT in healthy individuals and with the presence 

or severity of coronary artery disease (CAD) independently of HDL-C plasma 

concentration (6, 23). Surprisingly, in one study, patients in the higher tertile of efflux 

capacity presented higher risk of incident myocardial infarction, stroke, or death in a 3-year 

period, which remained significant after adjustments for traditional cardiovascular risk 

factors (23). Although the confirmation of this finding is still required, we may infer that 

cholesterol efflux capacity may be more strongly related with atherosclerotic burden rather 

than incidence of cardiovascular events (24). Likewise, plasma CRP has also been strongly 

associated to the incidence of cardiovascular events (25), but weakly or even not related to 
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atherosclerotic burden (26). Consistently, in our study, low cholesterol efflux was 

associated to increased IMT, but not correlated with CRP.  

We found that the difference in cholesterol efflux between individuals with 

hypoalphalipoproteinemia and those with normal or high HDL-C was no longer significant 

when recalculated in terms of HDL-PL. This finding is consistent with the concept that 

HDL-PL is a main determinant of cholesterol efflux capacity (27-29). Indeed, individuals 

subjected to a phospholipid-enriched diet presented increase in HDL-PL content, which 

was associated to the increase in cholesterol efflux (30). By inference, we may suppose that 

HDL-PL would improve risk stratification in primary prevention as compared with HDL-C. 

This assumption must be considered in prospective clinical studies.   

We also found that individuals with HDL-C >78 mg/dL had lower HL activity, 

increased HDL size, and decreased HDL antioxidant activity. The lower HL activity might 

have contributed for their increased HDL-C levels and size (31). Kontush at al (32) have 

also shown that the ability of HDL to inhibit LDL oxidation in vitro is impaired in subjects 

with elevated levels of HDL-C. Such phenomena could be partially explained by the 

increased HDL size in this group since small HDL particles seem to act as the most potent 

inhibitors of LDL oxidation (33).  Also, in line with a prior report (34), we found a higher 

FC to PL ratio among HH individuals, which may decrease HDL membrane fluidity and, 

by this way, decrease oxidized lipids transfer to HDL. Since oxidized lipids must first be 

transferred from LDL to HDL in order to be inactivated, such a composition change would 

contribute to the decreased antioxidant capacity in HH individuals. However, the increase 
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in the number of HDL particles compensated the overall antioxidant capacity of HH 

individuals, calculated as a function of HDL molar concentration.  

The intensity of platelet aggregation is abundantly demonstrated as a risk factor for 

cardiovascular events and may constitute a link between HDL particles and the incidence of 

atherothrombotic episodes. Indeed, in vivo oxidation of HDL particles is a way of turning 

HDL particles into an effective inhibitor of platelet aggregation (35). Valiyaveettil et al (20) 

have shown that oxidized HDL is able to inhibit platelet aggregation in response to 

physiological agonists in a scavenger receptor-class B type I (SR-BI)-dependent manner. 

We found that HH individuals have increased ability to inhibit platelet aggregation, which 

is likely to result from their HDL susceptibility to oxidation. Besides, larger HDL particles, 

as found in HH, are known to better interact with SR-BI (36), which could also be 

associated to their increased ability to inhibit platelet aggregation. Since oxidized HDLs 

may be present in any clinical condition associated with oxidative stress, our findings 

suggest that the anti-platelet aggregation effect of HDL must be considered among the 

potential links between HH and reduced incidence of cardiovascular events.  

The study has some limitations that must be borne in mind for its correct 

understanding. Firstly, although we carefully excluded from almost 600,000 individuals 

those with IDF-based criteria for metabolic syndrome, a slight decline in insulin sensitivity 

was found and was inversely proportional to plasma HDL-C. Eventhough we adjusted the 

analyses for HOMA2S, it is still possible that some of the features attributed to low HDL-C 

could be influenced by this metabolic impairment. Decrease of HDL concentration in 

plasma has been directly implicated in the decrease in insulin sensitivity in animal 
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models(37) and clinical studies (38). Thus, impairment of insulin metabolism is probably 

an intrinsic and expected component of hypoalphalipoproteinemia.   

In conclusion, we found that healthy subjects with low HDL-C levels or increased 

subclinical carotid atherosclerosis are characterized by smaller HDL particles with 

decreased phospholipids content and diminished cholesterol efflux capacity, a phenotype 

that could be related to their increased atherosclerotic burden.  
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Figure Legends 
 
 
Figure 1. Flow diagram representing study participants selection. ALT, alanine 

aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; GGT, gamma-glutamyl transferase; 

TSH, thyroid stimulating hormone; FT, free thyroxin; HDL-C, HDL-cholesterol. 
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Tables 

TABLE 1. Baseline characteristics 

 LH IH HH P 

Sample size 33 33 35  

Male, % 49 36 37 ≤0.001a,b 

Age, years 41±14 41±14 46±14 0.216 

BMI, kg/m2 25±3 22±3 22±3 ≤0.001a,b 

Waist, cm 83±10 73±10 69±7 ≤0.001a,b 

SBP, mmHg 116 (10) 120 (20) 120 (12) 0.281 

DBP, mmHg 79 (10) 80 (10) 80 (13) 0.330 

IMT, mm 0.72±0.31 0.61±0.20 0.65±0.15 ≤0.001 

HDL-C, mg/dL 31 (5) 50 (11) 90 (11) ≤0.001a,b,c 

TG, mg/dL 109 (59) 68 (25) 57 (23) ≤0.001a,b 

LDL-C, mg/dL 103±20 95±18 102±21 0.234 

Glucose, mg/dL 84±8 83±8 82±7 0.522 

Insulin, μU/mL 6 (6) 4 (3) 3 (3) ≤0.001a,b 

HOMA2S, % 162 (140) 255 (224) 279 (268) ≤0.001a,b 

CRP, mg/dL 1.1 (3.9) 0.9 (2.4) 0.7 (0.6) 0.038a 

ApoA-I, mg/dL 100±16 148±15 199±28 ≤0.001a,b,c 

ApoB, mg/dL 83±17 80±16 78±16 0.573 

Lp(a), mg/dL 10 (15) 20 (26) 15 (22) 0.056 
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CETP, % 14±5 13±7 12±5 0.660 

PLTP, μmolPC/mL/h 6.41±2.05 5.67±1.46 6.75±2.13 0.063 

LCAT, μmolCE/mL/h 23±9 15±9 16±8 0.001a,b 

LPL, μmolFFA/mL/h 3.18 (1.98) 4.55 (4.00) 4.66 (2.64) 0.222 

HL, μmolFFA/mL/h 6.78±4.56 6.00±2.38 4.25±2.76 0.010a 

Data shown as mean±SD or median (interquartile range). LH, Low HDL-C group; IH, 

Intermediate HDL-C group; HH, High HDL-C group; SBP, systolic blood pressure; DBP, 

diastolic blood pressure; IMT, carotid artery intima-media thickness; HDL-C, HDL-

cholesterol; LDL-C, LDL-cholesterol; Lp(a), lipoprotein (a); CETP, cholesteryl ester 

transfer protein; PLTP, phospholipids transfer protein; PC, phosphatidylcholine; CE, 

cholesteryl ester; HL, hepatic lipase. p values were obtained by ANOVA or Kruskal-

Wallis. IMT comparisons were adjusted for age and gender. Significant differences 

(p<0.05) by Bonferroni test were indicated by: a= LH vs. HH, b= LH vs. IH, c= IH vs. HH. 
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TABLE 2. HDL characterization 

 LH IH HH P 

Molar concentration, nmol/mL 3.80±1.03 4.33±1.16 5.51±0.99 ≤0.001a,c 

Total mass, mg/dL 199±54 227±62 289±52 ≤0.001a,c 

TG, % 4±2 4±2 3±1 0.001a 

Free cholesterol, % 2±1 3±1 3±1 0.031a 

Cholesteryl ester, % 15±7 22±7 26±5 ≤0.001a,b 

Phospholipids, % 12±4 14±5 13±3 0.035b 

ApoA-I, % 34±12 34±9 36±8 0.751 

Total proteins, % 66±12 56±12 55±7 ≤0.001a,b 

HDL size, nm 7.33±0.33 7.72±0.45 8.49±0.42 ≤0.001a,b,c 

Zeta potential, mV -7.41±3.81 -6.95±4.95 -6.95±4.32 0.886 

Data shown as mean±SD. P values were obtained by ANOVA. Significant differences 

(p<0.05) by Bonferroni test were indicated by: a= LH vs. HH, b= LH vs. IH, c= IH vs. HH. 
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TABLE 3. HDL functions and susceptibility to oxidation 

 LH IH HH P 

Antioxidant activity, % 55 (41) 48 (35) 37 (53) 0.003a 

Susceptibility to oxidation, % 46±25 45±20 57±22 0.017a,c 

Anti-inflammatory activity, % 12 (41) 14 (42) 23 (37) 0.943 

Cholesterol efflux, % 9±3 12±3 11±4 ≤0.001a,b 

Inhibition of platelet aggregation, % 37±24 31±18 45±25 0.0026c 

Data shown as mean±SD or median (interquartile range). P values were obtained by 

ANOVA or Kruskal-Wallis. Significant differences (p<0.05) by Bonferroni test were 

indicated by: a= LH vs. HH, b= LH vs. IH, c= IH vs. HH. 
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Table 4. HDL characteristics and atherosclerosis 

 cIMT < 1mm cIMT > 1mm P 

Sample size 88 12  

HDL size, nm 7.89±0.64 7.55±0.49 ≤0.001 

Molar concentration, nmol/mL 4.60±1.30 4.20±1.18 ≤0.001 

Antioxidant activity, % 49 (42) 37 (23) 0.018 

Susceptibility to oxidation, % 50±23 40±23 0.082 

Cholesterol effluxa, % 40±14 31±14 0.020 

Inhibition of platelet aggregation, % 38±24 44±20 0.299 

Data shown as mean±SD or median (interquartile range). aCholesterol efflux recalculated 

as a function of HDL molar concentration. P values were obtained by ANCOVA, adjusted 

for gender, age and HDL-cholesterol.  
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Conclusão geral 
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Indivíduos sem doença cardiovascular pré-existente com hipoalfalipoproteinemia ou 

aterosclerose carotídea subclínica são caracterizados por partículas menores de HDL, com 

conteúdo reduzido de fosfolípides, e menor capacidade de efluxo de colesterol celular. Este 

fenótipo pode ser uma explicação para o aumento da carga aterosclerótica. 
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