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RESUMO




Sabe-se que em determinadas condigdes, apesar de sua bem estabelecida associagdo inversa
com a doencga cardiovascular, a HDL pode tornar-se pré-inflamatéria. Achados recentes da
literatura a partir de drogas desenvolvidas para elevar o colesterol de HDL reforgaram a
preocupagdo com a funcionalidade da HDL a despeito de sua concentracdo. Neste sentido,
este trabalho propos-se a verificar na hiperalfalipoproteinemia primaria (HIPER-A),
descrita por concentracdes de HDL-C acima do percentil 90 de uma populagao (1.700
individuos) assintomadtica local (de Faria, comunicacdo pessoal-dados niao publicados), as
concentragdes de fatores pro-inflamatdrios: proteina c-reativa ultra-sensivel (usPCR), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e titulos de anticorpos anti-LDL oxidada (acLDLox) e sua
relagdo com a aterosclerose carotidea precoce. A partir de 223 adultos atendidos nos
Ambulatorios do Hospital de Clinicas/Unicamp, 155 com HDL-C >68mg/dL, foram
definidos como HIPER-A e 68 como controles (HDL-C entre 40 e 68mg/dL), conforme
estudo anterior no Laboratorio de Lipides/NMCE. O grupo HIPER-A foi dividido em trés
subgrupos conforme as concentragdes de HDL-C: moderados (68-80mg/dL), alto
(81-90mg/dL) e muito alto (91-211mg/dL). Observou-se, em andlise estatistica, a formacao
de um agrupamento exclusivo dos individuos HIPER-A (n=75), distribuidos no
3° (0,20-0,44mg/L) e 4°(0,45-3,70mg/L) quartis para PCR e no 3° (0,33-0,45densidade
optica) e no 4° (0,46-0,93D0O) quartil para acLDLox, ambos mais elevados e de maior risco

aterogénico.

A HIPER-A foi explicada pela reduzida atividade da proteina transferidora de ésteres de
colesterol (CETP) e da lipase hepatica (HL) e pelo aumento da atividade da lipoproteina
lipase (LPL), mostrando aumento do colesterol das sub-fragdes HDL, ¢ HDL;3; (grupo e
subgrupos) e do triacilglicerol (TG) da sub-fragdo HDL3 apenas no grupo total.

As concentragdes dos fatores pro-inflamatdrios foram similares entre os diversos graus de
HIPER-A e controles. Foi observada uma correlacdo inversa entre o TNF-o ¢ a LPL no
subgrupo muito alto. Nenhuma diferenca na incidéncia de manifestacdes da aterosclerose

(DAC e AVC) ou de aterosclerose precoce foi encontrada entre os grupos.

Portanto, diferentes concentragdes de HDL-C na HIPER-A ndo conferem um perfil
antiinflamatoério. Esse fato foi confirmado pela auséncia de diferencas entre as repercussoes

cardiovasculares e o EIM de carétidas entre HIPER-A (grupos e subgrupos) e o controle. A
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correlagdo inversa entre a LPL e o TNF-a no subgrupo de elevada atividade de LPL e
incluido no grupo de elevado HDL3-TG sugere uma fungdo protetora desta lipase. Estudos
futuros deverdo explorar a funcionalidade da HDL na HIPER-A, contribuindo para o

entendimento da complexa rela¢do entre a HDL e a aterosclerose.
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ABSTRACT

Xiv



It is known that HDL becomes proinflammatory under certain conditions, although its
inverse association with cardiovascular disease is well recognized. Recent findings in the
literature from drugs developed to raise HDL-C reinforced the concern about the HDL
functionality in spite of its concentration. Thus, we proposed to verify in primary
hyperalphalipoproteinemia (hyper-A), described for HDL-C concentrations above 90"
percentile values in an asymptomatic local population — a sample of 1700 individuals
(de Faria, personal communication) — , the following concentrations of proinflammatory
factors: high-sensitive C-reactive protein (hsCRP), tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
and autoantibodies against oxidized LDL (ab-oxLDL), and their relation with early carotid
atherosclerosis. Among the two hundred and twenty-three outpatients at the Unicamp
Teaching Hospital, 155 with HDL-C >68mg/dL were defined as hyper-A and 68
individuals as controls (HDL-C between 40 and 68mg/dL), according to previous study at
the Lipid Laboratory — NMCE. The hyper-A group was divided into three other subgroups:
moderate (68-80mg/dL), high (81-90mg/dL) and very-high (91-211mg/dL), from HDL
concentrations. Statistical analyses defined the hyper-A group as an exclusive cluster
(n=75) that had been distributed in the 3™ (0.20-0.44mg/L) and 4™ (0.45-3.70mg/L) CRP
quartiles and in the 3" (0.33-0.45 optical density) and 4™ (0.46-0.930D) ab-oxLDL
quartiles, both showing high atherogenic risks.

In our sample, hyper-A showed reduced CETP and HL activities and increased LPL
activity. The hyper-A subjects showed HDL, and HDLj; subfractions enriched with
cholesterol, and TG- enriched HDL3 subfraction was found only in the hyper-A group.

Concentrations of proinflammatory factors were similar in all grades of hyper-A. A
negative and strong correlation between TNF-a and LPL was seen in the very-high group.
No differences in atherosclerosis manifestations (stroke and CAD), as well as in early

atherosclerosis (IMT), were found among the groups.

Thus, different grades of hyper-A did not confer an antiinflammatory profile to hyper-A
individuals. This fact is confirmed by the absence of differences in cardiovascular
repercussions. The inverse correlation of lipase lipoprotein (LPL) with TNF-a in the
very-high group, in a high HDL;-TG background, suggests a protective function for this
lipase. Further studies exploring the HDL functionality in hyper-A population may add new

insights about the complex relation between HDL and atherosclerosis.

Abstract
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1.1- Aterosclerose: epidemiologia, fatores de risco e fisiopatologia

Elevagdes rapidas e substanciais da mortalidade por causas cardiovasculares
tém sido observadas no Brasil, de forma semelhante ao que ocorre para outros paises em
desenvolvimento (Sociedade Brasileira de Cardiologia - SBC, 2007). Estima-se que entre
2006 e 2015 as doencas ndo notificaveis (metade destas representadas por doencas
cardiovasculares) terdo um aumento de 17%, enquanto as mortes por doengas infecciosas,
deficiéncias nutricionais e condi¢gdes maternas e perinatal combinadamente devem declinar
em 3% ' (World Health Organization, 2007). Apesar do declinio da mortalidade por causas
cardiovasculares em paises desenvolvidos nos tltimos 30 anos, as principais complicagdes
da aterosclerose, incluindo a cardiopatia isquémica, infarto do miocardio e a gangrena das
extremidades ainda sdo responsaveis por mais da metade da mortalidade anual nos Estados

Unidos (Sociedade Brasileira de Cardiologia - SBC, 2007; Gotlieb, 2006).

Dentre os fatores de risco para a doenca aterosclerdtica no Brasil, o tabagismo
apresenta prevaléncia de 24%. No estado de Sao Paulo (19 cidades, n= 20.000) as taxas de

prevaléncia encontradas foram de 17% (Sociedade Brasileira de Cardiologia-SBC, 2007).

A obesidade e o sobrepeso apresentam respectivamente as prevaléncias de 8,9%
e 41,1% em homens e de 8,9% e 40,0% em mulheres® (Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica- IBGE, 2004).

Estimou-se uma taxa de 7,6% de incidéncia para o diabete melito em 1988
(Ministério da Saude, 2001)°. A taxa de prevaléncia de hipertensio no estado de Sio Paulo,
no periodo de 2002 a 2003 foi de 29,0%, variando entre 16,9% na cidade de Palmas e 31%

na cidade do Rio de Janeiro.*

Quanto as dislipidemias, um estudo conduzido em nove capitais revelou
concentragdes séricas de colesterol maior que 200mg/ dL para 38% dos homens e para
42% das mulheres com idade de 35 + 10 anos (Sociedade Brasileira de Cardiologia - SBC,
2007).

" http://www.who.int/cardiovascular_diseases/guidelines/Full%20text.pdf

2 http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/condicaodevida/pof/2002analise/analise.pdf
3 http://portal.saude.gov.br/portal/aplicacoes/anuario2001/index.cfm

* http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/idb2007/d27¢.htm
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Assim, hd uma emergente necessidade de que se estabelecam métodos
ndo-invasivos e de custos aceitdveis para a avaliacdo da aterosclerose nos estagios em que

esta ainda permaneca assintomatica na populacao (Stern, 2008).

O espessamento da intima-média (EIM) de cardtidas tem sido aferido em
grandes estudos como um marcador da aterosclerose precoce (estagio inicial) mesmo em
individuos assintomaticos (Crouse et al., 2007). A medida do EIM ¢ fortemente capaz de
predizer eventos vasculares futuros, como infarto agudo do miocardio (Salonen e Salonen,
1991) e a primeira manifestagdo de acidente vascular cerebral isquémico apds um periodo
de 6 a 9 anos (Chambless et al., 2000). Achados recentes suportam observacdes que o uso
do EIM de carétidas, de forma preventiva, deve somar-se a verificagdo de fatores de risco
tradicionais em individuos assintomaticos acima dos 45 anos e que o EIM associa-se a

doenga arterial coronariana (Heuten et al., 2008).

Segundo a SBC o espessamento da cardtida maximo > Imm ¢ um fator

agravante de risco cardiovascular (Sociedade Brasileira de Cardiologia - SBC, 2007).

A aterosclerose tem sido considerada uma doenga inflamatoria. As mudangas
de conceito se intensificaram com o conhecimento de que a angina instavel e o infarto
agudo do miocardio ocorrem, na maioria das vezes, porque a placa de aterosclerose se torna
instavel, rompe e hd trombose. Verificou-se ainda que as lesdes mais vulneraveis sao
aquelas de placas com maior contetido de gordura, sendo aquelas com pouca gordura e
maior fibrose mais resistentes, responsaveis talvez pela angina estavel, mas com menor
probabilidade de levar a trombose. Além disso, a placa instavel teria mais inflamagdo do

que a estavel (Higuchi e Ramires, 2006)’.

Nao obstante, as controvérsias de opinido com relagcdo as hipoOteses sobre a
origem da placa aterosclerdtica, entender a seqiiéncia de eventos que ocorrem para o

desenvolvimento da placa ¢ de fundamental importancia.

Primariamente a lesdo ocorre na intima em locais predispostos (seja por
disfungdo endotelial ou acumulo subendotelial de células musculares lisas). O acumulo

lipidico nesses locais depende da quebra da integridade da “barreira” endotelial, de uma

3 http://educacao.cardiol.br/pec/aterosclerose/fasciculos/2002al f2m1/art04.htm
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disfungdao das células da musculatura da parede, que pode ser provocada por estresse
oxidativo ou até mesmo do tipo de tecido conjuntivo sintetizado pelas células da intima

(Gotlieb, 2006).

As lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) circulantes contém quantidades
pequenas de hidroperdxidos, no entanto, uma vez “presas” na camada subendotelial
recebem hidroperdxidos adicionais, atingindo assim um limiar critico de oxidac¢do de seus
fosfolipidios. Esses lipideos oxidados estimulam, entdo, as células endoteliais a
expressarem a proteina quimiotatica para monocitos-1 (MCP-1) que, por sua vez, atrai os
mondcitos para a camada subendotelial das artérias. Oxidadas, essas LDLs promovem
também a diferenciacdo dos monocitos em macroéfagos. Esses, por sua vez, regulam
positivamente a oxidacdo de LDL no processo de conversio dos mesmos em células
espumosas (Barter et al., 2004) ao liberarem enzimas doadoras de hidroperoxidos
(15-lipoxigenase) e ROS (mieloperoxidase) que poderao reagir com os residuos de lisina na
apoB ou ocasionar oxidacdo na por¢do protéica e lipidica da LDL, respectivamente

(Mertens e Holvoet, 2001).

Os macrofagos estimulados liberam ainda citocinas, algumas destas estimulam
as c¢lulas endoteliais a expressar as proteinas de adesdo, o que leva a ligacdo de mondcitos
do sangue circulante ao endotélio apos o seu recrutamento na parede da artéria pelo MCP-1
(Barter et al., 2004). As citocinas produzidas tornam a superficie vascular pré-coagulante.
Com a progressao da lesdo podem ocorrer trombos que serdo ou nao incorporados a placa.
Além disso, os macrofagos ativados liberam fatores de crescimento que estimulam as

células musculares lisas (Gotlieb, 2006).

A diminuicdo da oferta de nutrientes as células mais profundas da intima
ocasiona necrose, esta condi¢cdo ¢ refor¢ada pela liberagdo de enzimas proteoliticas dos
macrofagos e tecido lesado. Assim forma-se a placa lipidica fibroinflamatoria para a qual a
angiogénese promove a neovascularizacdo (Gotlieb, 2006). A placa pode romper-se em
consequéncia da: 1-) forca de cisalhamento hemodindmico no “ombro” da placa; 2-)
atividade inflamatodria na interface entre a area de deposi¢ao lipidica e o tecido fibroso; e/ou
3-) presenga de metaloproteinases que digerem a matriz de tecido conjuntivo

(Gotlieb, 2006).
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Morfologicamente, o primeiro tipo de lesdo que ocorre nesses “locais
predispostos” € o espessamento adaptativo da intima e reflete o estagio inicial da doenca
(precoce). No estagio de desenvolvimento ocorrem as lesdes de tipo II, caracterizadas pelas
estrias gordurosas, as lesdes do tipo III, com pequenos “pools” de lipideos extracelulares e
tipo 1V, definida por uma delgada separacao entre o “core” lipidico € o liumem arterial.
Finalmente, a lesdo de tipo V, exibe um espessamento fibroso de sua estrutura conhecido
como “capa”. Esta lesdo exibe uma complicada arquitetura com a progressao da placa e

ruptura (Bonomini et al., 2008).

A deposicdo de colesterol na parede arterial e conseqlientemente o
desenvolvimento da aterosclerose pode ser favorecido por distor¢des do transporte reverso
do colesterol (TRC). O efluxo do colesterol das células ndo-hepéticas para o figado e
orgdos esteroidogénicos, locais onde o mesmo sera usado para a sintese de lipoproteinas,
acidos biliares, vitamina D e hormdnios esteroidais ¢ mediado pela HDL. O TRC descreve,
portanto, uma importante fun¢do antiaterogénica da HDL bem como seu metabolismo

(von Eckardstein et al., 2001) e pode ser dividido em quatro fases (Kapur et al., 2008).

Na “fase 1” a HDL nascente, remove o colesterol livre e os fosfolipides das
células periféricas, através da interacdo com o ABCA-1, um transportador de membrana
amplamente distribuido nos tecidos periféricos. Outro transportador de membrana, de
fun¢do semelhante, o0 ABCG1, ¢ expresso em macrdofagos (Kapur et al., 2008). A “fase 27
consiste na esterificagdo do colesterol livre na particula, pela enzima LCAT (lecitina:
colesterol acil - CoA transferase) tornando “madura” a HDL discoidal que assume um
formato maior e esférico. Na “fase 3” ha o remodelamento da HDL pela a¢do da proteina
de transferéncia de éster de colesterol (CETP), que promove a “troca” entre o colesterol da
HDL e o TG as Lipoproteinas ricas em TG ( VLDL e LDL). Na “fase quatro” ha o
catabolismo das particulas maduras HDL, e HDL; por meio da ligagdo ao SRB1 no figado
ou da acdo da LH. Além disso, ocorre o catabolismo pela excre¢do renal de particulas
pequenas de HDL mediada por receptores de apoE ou por meio das LDLs e VLDLs

remanescentes apos terem adquirido o colesterol da HDL (Kapur et al., 2008).
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A HDL nascente, também conhecida como HDL pobre em lipidios, ou pré-f3
HDL, ¢ produzida no intestino e no figado, mas também pode ser liberada como fragmentos
de superficie da lipolise de lipoproteinas ricas em TG ou na interconversao das HDLs 2 e 3.

(Kontush e Chapman, 2006).

1.2- Proteina C-reativa (PCR), fator de necrose tumoral - alfa (TNF-a) e lipoproteina
de baixa densidade oxidada (LDLox): fatores pro-inflamatorios na progressao da

aterosclerose

As LDLs circulantes t€ém valor adicional a verificagdo do risco global para
predicao do risco cardiovascular baseado na idade, género e no HDL total. Durante a
oxidacdo da LDL, ocorrem reagdes quimicas em lipideos e na apolipoproteina B100
(apoB100). A LDL oxidada (LDLox) atua na progressdo da aterosclerose por promover a
infiltragdo de mondcitos, migracdo e proliferacdo de células musculares, apoptose de
células endoteliais, entre outros. Estas lipoproteinas podem ser oxidadas por ions metalicos

2+ 2+ . . . . . o
como o Fe” e Cu”', enzimas como a lipoxigenase ¢ a mieloperoxidase e por espécies

reativas de oxigénio (EROS) (Mertens e Holvoet, 2001).

Considerando que durante as fases de oxidagdo por metais (laténcia,
propagacdo e decomposi¢ao) as modificagdes na LDL formam diversos epitopos com acao
imunogénica para diferentes anticorpos, Tsouli et al. (2006) usaram auto-anticorpos contra
varios tipos de LDL minimamente oxidadas enriquecidas tanto com lisofatidilcolina (pela
acdo da enzima: acetil-hidrolase do fator ativador de plaquetas [PAF-AH]), quanto por
fosfolipidios oxidados (quando em auséncia da PAF-AH). Os epitopos formados ndo foram
associados a extensdo da aterosclerose aferida pelo espessamento de cardtida (EIM) em
pacientes com dislipidemia primaria, ndo tratados. Corroborando os achados de
Salonen et al. (1992), os autores sugerem que os anticorpos anti-malondialdeido
(MDA)-lisina sdao os mais relevantes ao carater sanguineo podem prever a progressao da

doenca, em pacientes com aterosclerose de carotidas (Tsouli et al., 2006).
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Adicionalmente as concentracdoes de oxLDL estao associadas ao aumento das
concentragdes séricas dos fatores pro-inflamatorias: PCR e TNF-a (Hulthe e Fagerberg,

2002).

Foi demonstrado que a externalizagdo de fosfolipides oxidados ¢ necessaria
para que os macrdéfagos fagocitem as células apoptdticas e que estes epitopos formados sao
reconhecidos ndo somente por anticorpos especificos, mas também pela proteina C-reativa

(Leitinger, 2003).

A proteina C-reativa ¢ uma proteina de reagdo de fase aguda, da familia das
pentraxinas que inclui o amildide sérico P e a PTX3 (Mantovani et al., 2008). Consiste num
polimero de cinco subunidades idénticas de peso molecular de aproximadamente 115KDa

(Rifai e Warnick, 2006).

Sua sintese ocorre primariamente no figado em resposta a interleucina- 6 (IL-6)
e ¢ rotineiramente monitorada como um indicador de infeccdo e doengas autoimunes por

meio de métodos de deteccao entre 3 e 8mg/L (Rifai e Warnick, 2006).

Achados clinicos e observacdes experimentais t€ém levado a uma tendéncia em
considerar a PCR, ndo mais como um mero marcador, ¢ sim um mediador da doenga
cardiovascular, assumindo assim, um potencial papel causal em vdarios estagios da

aterogénese (Bisoendial et al., 2007).

De acordo com a SBC, valores de usPCR >3mg/dL, na auséncia de etiologia
ndo aterosclerotica, ¢ um fator agravante do risco cardiovascular (Sociedade Brasileira de
Cardiologia-SBC, 2007). Tem sido proposto que os pacientes sejam categorizados de
acordo com seus niveis de PCR-ultra-sensivel em: grupo de baixo risco: (usPCR<Img/L),
risco intermedidrio: (usPCR entre 1 e 3mg/L) e alto risco: usPCR>3mg/L)

(Pearson et al., 2003).

De forma independente do Sistema de Complemento a PCR pode participar de
diversos caminhos pro-ateroscleroticos. Neste sentido, vem sendo encontrada ligada as
células apoptoticas e a LDL oxidada em virtude da a sua alta afinidade (Ca®"dependente)

pelos residuos de fosfatidilcolina, em  particular fosfatidilcolina  oxidada
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(Chang et al., 2002). E capaz, portanto, de melhorar a captagio da LDL modificada pelos
macrofagos, que se reporta a subseqiiente formacdo das células espumosas. Pode, ainda,
interagir com células fagociticas e células vasculares residentes, modulando sua resposta

inflamatoria (Bisoendial et al., 2007).

Adicionalmente, pode modular em células musculares lisas vasculares, a
expressdo do fator tecidual, um iniciador primario da cascata de coagulagdo (Wu et al.) °,
de promover efeitos pro-oxidativos e inibir a atividade do 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS), posicionando-se como uma molécula chave na acentuacao da disfuncdo endotelial

(Singh et al., 2007).

No entanto, nao esté claro, at¢ o0 momento, se estas acdes da proteina C-reativa
como causa da aterosclerose precoce, medida pelo EIM de cardtidas, poderiam ser
explicadas pela idade, pelo género e por fatores de risco cardiovascular como o foi para a

populacdo estudada por Lorenz et al. (2007).

O TNF-a ¢ produzido principalmente por fagodcitos mononucleares, mas
também por células T antigeno-estimuladas, células NK (“Natural Killer”’) e mastocitos. A
proteina circulante ¢ um polimero (51kD) constituido de trés cadeias polipeptidicas de
17kD (Abbas e Lichtman, 2003). Existem dois tipos de receptores para o TNF-a o receptor
tipo I ou p55 (tamanho: 55kD) e o receptor TNF-a tipo II ou p75 (75kD). A afinidade da
citocina a estes receptores ¢ dependente de sua concentracdo e ambos estdo presentes em
diversos tipos celulares, como por exemplo, nas células endoteliais do figado, do

hipotadlamo e do musculo (Abbas e Lichtman, 2003).

Tem como principal agdo fisiologica estimular o recrutamento de neutrofilos e
monocitos aos locais de infeccdo e ativar estas células para a erradicacdo de
microrganismos. De forma “dose-dependente” o TNF- a ¢ capaz de estimular a producao
de proteinas de fase aguda e a hipoglicemia no “shock™ séptico, com concentragdes de
glicose incompativeis com a vida por elevado gasto da glicose pelo musculo e falha na

reposi¢do desta pelo figado (Abbas e Lichtman, 2003).

% Wu J et al. apud Mackman N and Taubman MB.Does Tissue Factor Expression by Vascular Smooth
Muscle Cells Provide a Link Between C-Reactive Protein and Cardiovascular Disease? Arterioscler Thromb
Vasc Biol 2008; 28: 601-603.
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Em individuos adultos, saudaveis e normotensos as concentracoes de TNF-a
associam-se positivamente com as variacdes diurnas da pressdo arterial diastdlica
(Abramson et al., 2006). As concentracdes plasmaticas desta citocina foram associadas
também a perturbagdes metabolicas e celulares importantes no processo vascular
relacionadas aos graus de aterosclerose precoce, como por exemplo, as concentragdes de
VLDL, LDL (positivamente) e o pico do tamanho de LDL em homens assintomdticos de
meia-idade (Skoog et al., 2002). Em uma populagdo indiana, o TNF-a associou-se ao EIM
de cardtidas em individuos de normotolerantes ou intolerantes a glicose
(Gokulakrishnan et al., 2008). Adicionalmente, em pacientes pos-enfartados a elevacao das
concentragdes plasmaticas de TNF- o persistem naqueles com aumento do risco de
recorréncia de eventos coronarianos (Ridker et al., 2000) e primeiras 48h

(Gonzalvez et al., 2007).

A infusdo de TNF-o em hamsteres pode ndo apenas induzir a resisténcia a
insulina hepdatica, mas também estimular a superprodug¢dao pods-prandial e de jejum do
contetdo de apoB100 em VLDL concomitante ao prejuizo da via de sinalizagdo da insulina
(Qin et al., 2008). Sabe-se que o TNF-a ¢ capaz de inibir a funcdo do “peroxisome
proliferator-activated receptor gama” (PPARY) contribuindo na patogénese da resisténcia a
insulina, aterosclerose, inflamagao, cancer e caquexia. Além disso, a inibi¢do desse receptor

nuclear pode representar o mecanismo molecular de desordens lipidicas (Ye, 2008).

1.3- Proteinas de transferéncia de ésteres de colesterol ou fosfolipides, lipoproteina

lipase e lipase hepatica

O conhecimento de que a concentracdo plasmatica de HDL-C esta
positivamente associada a prote¢do contra a doenga arterial coronariana ocasionou um
crescente interesse em agentes farmacoldgicos capazes de elevar sua concentracio
plasmatica. No entanto, a recente associacdo entre o Torcetrapib (droga inibidora seletiva
da CETP que eleva as concentragdes de HDL) e o aumento da mortalidade cardiovascular
tem causado grande ressalva na comunidade cientifica quanto a seguranca e eficacia de

métodos para a elevacdo desta lipoproteina. Tais observagdes destacam o papel da
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funcionalidade da particula em detrimento da elevacdo de suas concentragoes

(Joy e Hegele, 2008).

E possivel que a inibi¢do da CETP mediada pelo Torcetrapib tenha falhado em
proteger contra eventos cardiovasculares em conseqiiéncia de um perfil ndo protetor ou
mesmo pro-inflamatério da HDL (Ansell, 2007). Corroborando esta possibilidade, foi
demonstrado recentemente que apesar da inibicdo da CETP pelo Torcetrapib per se reduzir
o tamanho da lesdo aterosclerética em camundongos que expressam o gene da
apolipoproteina E-Leiden e CETP humana, esta droga ndo ¢ capaz de aumentar o potencial
antiaterogénico da Atrovastatina, quando associadas (de Hann et al.,, 2008).
Adicionalmente, quando comparado a Atrovastatina, o Torcetrapib ocasiona um fenotipo
mais pré-inflamatorio, que inclui aumento do recrutamento de mondécitos e expressao de
MCP-1, aumentando o contetido de macréofagos e reduzindo do contetido de colageno na

lesdo (de Hann et al., 2008).

Recentemente, foi proposta uma nova fungdo a CETP. No que tange a resposta
inflamatoria aguda, esta proteina estaria relacionada a reducdo da intensidade da resposta
inflamatoria e a presenca de lipopolissacaridios em camundongos que expressam a CETP
humana. Tal fato ocorreria pela reducao da disponibilidade destes aos receptores tipo “toll”
(toll like receptors) e conseqiiente inibi¢do da producao de TNF-a e IL-6 e foi relacionado a
maior resisténcia desses animais a morte apds infec¢do por lipopolissacarideos da bactéria

E. coli (Cazita et al., 2008).

A CETP atua na transferéncia de ésteres de colesterol das HDLs para as
VLDLs, IDLs e lipoproteinas remanescentes e¢ faz o caminho inverso para os
triacilglicerdis. [Esta proteina, junto a LCAT, atua no metabolismo da HDL
(Mahley et al., 2003). Atuam também no metabolismo de lipidios e lipoproteinas as
enzimas: Lipoproteina Lipase (LPL) e a Lipase Hepatica (LH), a primeira liga-se as células
endoteliais e promove a hidrdlise de triacilgliceréis das VLDLs circulantes, a segunda ¢
primariamente uma fosfolipase, mas também possui atividade hidrolase para
triacilglicerdis, atua de diversas maneiras no metabolismo de lipoproteina, sendo capaz de
facilitar a interacdo entre lipoproteinas remanescentes com o receptor LRP “Low-Density

Lipoprotein Receptor- Related Protein” nos hepatécitos. Participa, ainda, da conversao da
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HDL, para HDL; removendo triacilglicer6is e fosfolipides da HDL. A elevada atividade da
LH reduz as concentracdes de HDL total (Mahley, 2003). Essas lipases foram associadas
tanto a efeitos proaterogénicos quanto antiaterogénicos, em razdo do papel central que

exercem na atividade lipolitica endotelial (Hasham e Pillarisetti, 2006).

1.4- Capacidade antioxidante e antiinflamatoria da HDL

A HDL ¢ um conhecido fator de risco negativo para a doenga aterosclerdtica
(Abbot et al., 1988; Gordon e Ritkind, 1989; Barter e Rye, 1996). Sua agdo protetora
deve-se a atuacdo no transporte reverso do colesterol, bem como as suas propriedades
antioxidantes, antiinflamatérias (Kontush e Chapman, 2006; Barter et al., 2004),
antiinfecciosa e antiapoptoticas, entre outras (Kontush e Chapman, 2006). Esta lipoproteina
¢ capaz de inibir a oxidacdo de LDL (Mertens e Holvoet, 2001), o que tem sido comumente
atribuido ao seu conteudo em antioxidantes (alfa-tocoferol, licopeno, estrogenos), as
propriedades antioxidantes da apoA-I e apoA-II e principalmente a paraoxonase (PONI),
uma enzima que catalisa a hidrélise de acidos carboxilicos aroméaticos e compostos

organofosforados (Lima e Couto, 2006).

A PONI catalisa a hidrolise de fosfolipidios oxidados na LDL, os quais
estimulam a producdo de citocinas e induzem a adesdo de monocitos na superficie de
células endoteliais. Além disso, diminui o conteido de perdxidos lipidicos em artérias

coronarias humanas e suas lesoes da carotida (Lima e Couto, 2006).

Assume-se geralmente que as concentracdes de HDL-colesterol sdo os maiores
determinantes da biodisponibilidade da PON1 no sangue, o que se deve ao fato da maior
parte desta enzima circulante ligar-se a particulas de HDL. Sugere-se que tal enzima

associe-se somente a determinados tipos de HDL (Roest et al., 2007).

Outras enzimas com a¢do antioxidante transportadas pela HDL sdo a
acetil-hidrolase ativadora do fator de plaquetas (PAAF-AH) e a lecitina-colesterol

aciltransferase (LCAT) (Barter et al., 2004).
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A principal proteina da HDL, a apoA-I, ¢ capaz de remover hidroperoxidos
lipidicos da LDL in vitro, apds a injecdo em camundongos e apds a infusdo em humanos,
ambos in vivo (Navab et al., 2000; a e b). A HDL CE - O (O)H (HDL ligada a
hidroperéxidos de éster de colesterol) é rapidamente e seletivamente removida pelo figado.
Entdo, uma das agdes antioxidante/antiinflamatéria da HDL ¢ mediada pelo mecanismo de
ligacdo e transporte “para fora” dessas moléculas oxidadas (Barter et al., 2004). A hidrolise
de lipidios oxidados ¢ considerada também uma ag¢ado indireta da HDL sobre a inflamagao,
visto que estes possuem potente atividade pro-inflamatéria (Theilmeier et al., 2000;
Navab, 2004). Adicionalmente, a HDL ¢ capaz de inibir a transmigra¢do de mondcitos, por

meio da inibicdo da MCP-1 (Navab et al., 1991).

Quando associadas a apoA-I as HDLs inibem a ativagdo de monocitos
mediadas por contato, pela ligagdo com células T, inibindo a producdo de TNF-a e de
interleucina beta. Este pode ser um mecanismo geral de protegdo contra a ativagdo de
mondcitos em condigdes inflamatérias quando estimulados por linfocitos T. E também um
importante mecanismo de contra-regulacdo para a ativagdo de macrofagos pela liberagao de
proteinas do plasma para o tecido inflamado (Hyka et al., 2001; Burguer e Dayer, 2002).
Além disso, a HDL ¢ capaz de atenuar a produgao de IL-6 em células endoteliais expostas a
estimulos pro-inflamatérios, como por exemplo, o TNF-a e as endotoxinas

(Gomaraschi et al., 2005).

Cokerill et al. (1995) afirmaram que a HDL seria capaz de inibir a expressao de
VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina induzidas in vitro por TNF-a, IL-1 ou endotoxinas,
reduzindo entdo, a infiltragdo de monodcitos na parede arterial. Posteriormente, foi
demonstrado que as HDLs também atuam diretamente no bloqueio da sintese das proteinas
de adesdo das células endoteliais induzidas por TNF- a por meio da supressao da atividade

da esfingosina kinase (“sph kinase”) (Xia et al., 1999).

A producao desses fatores de adesao também podem ser estimulados pela LDL
oxidada, proteina C-reativa e também inibido pela HDL (Nofer et al., 2005). No entanto, o
bloqueio dos estimulos exercidos pelo TNF- a e pela CPR se faz por mecanismos distintos,
nesta ultima hd uma “inibi¢do competitiva” onde a HDL evita a ligacdo da CRP com célula

a ser estimulada, por ligar-se ao sitio de ligacao da CPR (Wadham et al.,2004).
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Nicolls et al. (2005a, b), observam a diminui¢do da expressao de moléculas de
adesdo e da adesdo de neutrdfilos na parede arterial e na inflamagdo ap6s a administracao

de HDL reconstituida (rHDL) em coelhos.

Um ano depois, Nofer et al. (2005) sugerem que a esfingosilfosforilcolina e o
lisosulfatidio (ambos lisosfingolipides presentes na HDL) podem contribuir para o efeito
inibitdrio desta lipoproteina na expressdo da E-selectina em células endoteliais humanas
por mecanismos que envolvem a ligacdo da HDL com S1Ps (receptor da familia S1P) e na

ativagdo da proteina kinase AKT.

Além desses fatores, importantes para o desenvolvimento da inflamacdo na
lesdo aterosclerdtica, Sugatani verificou a capacidade da HDL em inibir o fator ativador de
plaquetas (“platelet activanting factor”) (Sugatani et al., 1996). Ademais, esta lipoproteina
aumenta a biodisponibilidade do NO pelo aumento da atividade de eNOS. A redugdo da
disponibilidade do NO ¢ uma caracteristica fundamental na disfun¢do endotelial. Tal
redu¢do aumenta a afinidade das células endoteliais pelos leucocitos, prejudica o tonus

vascular e aumenta a liberag@o de espécies reativas do oxigénio (ROS) (Weissberg, 2000).

1.5- O modelo de hiperalfalipoproteinemia

Inicialmente tida como familiar e associada a hipobetalipoproteinemia, a
hiperalfalipoproteinemia (HIPER-A) foi relacionada ao aumento da longevidade,
secundario a baixa incidéncia de doencga arterial coronariana (DAC) (Castelli et al., 1986).
Sdo escassos na literatura estudos que utilizam o modelo de hiperalfalipoproteinemia na

avaliacdo do processo aterosclerotico.

Tal modelo ¢ definido clinicamente por individuos que apresentam
concentragdes plasmaticas iguais ou acima do percentil 90 para a populacdo
(Yamashita et al., 2000). Em estudos anteriores em nosso laboratdrio estabeleceu-se este
percentil como de 68mg/dL. para uma populagdo assintomatica local (n=1700), a partir do

qual os individuos sdo classificados como hiperalfalipoproteinémicos.
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A condigao HIPER-A pode ser causada pelas deficiéncias genéticas de CETP,
de LH ou de ambas, assim como pelo aumento da produgdo de apo- Al. Por outro lado, a
HIPER-A pode ser ocasionada por etiologia desconhecida (Yamashita et al., 2000). Estudos
em familias de irmdos gémeos indicam que 40%-60% da variagdo de HDL entre os
individuos ¢ determinada por causas genéticas (Corella et al., 2000). Essa condi¢ao envolve
modificacdes nas propriedades fisico-quimicas, no metabolismo e na funcdo da HDL

(Yamashita et al., 2000).

Na HIPER-A, particulas de HDL, ricas em apoE, ao efetuarem o efluxo de
colesterol de macrofagos, ndo se mostraram boas aceptoras de colesterol em oposi¢do ao
que ocorre para as HDLs 2 e 3 livres de apoE. Estes dados sugerem que particulas de HDL,
na deficiéncia de CETP, sdo desprovidas em parte de funcdo antiaterogénica, ndo tendo a
habilidade adequada para remover o colesterol das células repletas de lipides, favorecendo
possivelmente o acimulo de EC nos macrofagos (Ishigami et al., 1994). A adi¢do de CETP
e lipase hepatica (HL) ao plasma de pacientes deficientes em CETP originou lipoproteinas
de alta densidade, pobres em colesterol e fosfolipides e efetivas em promover o efluxo de

colesterol das células espumosas (Yamashita et al., 1995).

Em pacientes homozigoticos, as concentragdes de colesterol total encontram-se
moderadamente elevadas, enquanto as de HDL-C estdo aumentadas de 3-6 vezes,
principalmente a custa da subfracdo 2 da lipoproteina de alta densidade (HDL,). As
particulas de HDL, dos individuos controle tém a capacidade de proteger os macrofagos do
acumulo de colesterol, quando incubadas com LDL acetilada e de aumentar o efluxo de
colesterol proveniente das células. No entanto, em pacientes deficientes de CETP, as HDL,,
ricas em ésteres de colesterol (EC) e pobres em triacilglicerois (TG), mostraram esta

capacidade reduzida (Yamashita et al., 1995).

Os receptores de LDL possuem maior afinidade por estas particulas
modificadas de HDL do que pela LDL normal. As apoA-I, apoC-III e apoE estdo
marcadamente elevadas, enquanto a apoB estd normal, ou discretamente diminuida. As
particulas de HDL enriquecidas com apoE poderiam estar relacionadas ao catabolismo mais

lento de apoA-I e apoA-II (Rader e Tkewaki, 1996). A presenca de particulas HDL grandes,
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ricas em apoE, sdo aparentemente especificas da deficiéncia de CETP, pois ndo sao

detectadas em HIPER-A com atividade de CETP normal (Yamashita et al., 1995).

Van der Steeg et al. (2007) mostraram recentemente que em individuos
caucasianos de descendéncia holandesa, a deficiéncia de CETP nfdo esta relacionada a
HIPER-A, e que nesses individuos houve maior elevacao de apoAl e menores niveis de
triacilglicerdis quando comparados a uma nova mutagdo heterozigdtica da CETP

(CETP-IVS7+1), encontrada em apenas 1 dos 95 individuos estudados.

Em recente meta-analise Thompson et al.(2008) avaliaram publicagdes
relevantes do periodo de 1970 a 2008 (inclui dados de um grupo de HIPER-A de nosso
laboratdrio) e relataram uma fraca associac¢ao inversa com o risco de doenga coronariana
em genoétipos de TaqlB, 1405V e -629C>A, de deficientes parciais de CETP, com um
modesto aumento das concentragdes de HDL-C em conseqiiéncia & moderada inibi¢do da

atividade de CETP.

O modelo de HIPER-A no pioneiro estudo de Kontush et al. (2004), demonstra
um significativo decréscimo da atividade antioxidante intrinseca de subfracdes de HDL
quando comparados com o grupo controle normolipidémico. Apesar de essa condi¢do ndo
ter sido associada a progressao da doenga aterosclerotica, esse trabalho sugere a existéncia
de uma relacdo funcional entre o estresse oxidativo sistémico € o maior grau de
susceptibilidade da LDL a oxidacao na presenca de subfragdes de HDL, onde o aumentado
nimero destas lipoproteinas “compensaria” sua disfun¢do. Essas HDL de baixa atividade
antioxidante intrinseca apresentam aumento no conteudo de triacilglicer6is em suas cinco

subfragdes (2a, 2b, 3a, 3b e 3c) quando comparados ao grupo controle (Kontush et al.,

2004).

Em estudos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério, foram observadas
redugdes nas atividades de CETP e HL e o aumento da atividade da LPL que poderiam
explicar por que o grupo HIPER-A apresenta HDL enriquecidas em triacilglicerois
(TG-enriquecidas HDL) coexistindo com niveis ndo alterados de triacilglicerdis séricos

(Alarcon et al., 2002; Kaplan et al., 2006).
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Considerando a associagao entre a HDL ¢ a mortalidade cardiovascular, o
estudo de Hirano et al. (1997) mostra que existe um limiar onde o excesso de HDL pode se
tornar potencialmente prejudicial. Tal fato possibilitaria que a relagdo grafica entre a HDL
versus doengas cardiacas fosse representada por uma curva em U, ou seja, individuos com
concentragdes muito altas ou baixas de HDL-C apresentariam maior possibilidade de
desenvolver doencas cardiacas que aqueles com um nivel intermediario
(Hirano et al., 1997; Nagano et al., 2004). Matsuzawa et al. (1984), haviam relatado dois
casos de HIPER-A severa que apresentavam opacidade prematura da cérnea e angina do
peito, sugerindo que esta condi¢do ndo seria benéfica e poderia representar um mecanismo

favoravel ao desenvolvimento de aterosclerose.

A despeito da ndo descri¢do das causas de HIPER-A em sua pequena amostra
(n=12) de individuos portadores de hiperalfalipoproteinemia, Pirro et al. (2003), abrem uma
importante discussdo sobre esta condi¢do. O estudo sugere, pela primeira vez, que a
concentracdo da fragdo HDL poderia regular a produ¢ao da PCR e que individuos
HIPER-A poderiam exibir um perfil antiinflamatério considerando a diminuicdo da

concentragdo de usPCR nestes quando comparados a controles.

Em sintese, as elevadas concentragdes primarias de HDL-C observadas na
HIPER-A refletem a quantidade dessas lipoproteinas, mas ndo necessariamente o aumento
de sua funcionalidade. Em estudos anteriores, realizados em nosso laboratorio, foi

observada a redugdo da atividade antioxidante intrinseca da HDL (Kontush et al., 2004).

Apesar do importante papel antiinflamatério da HDL, apenas um estudo na
literatura investigou o efeito de elevadas concentracdes dessa lipoproteina sobre a medida
de PCR sérico; o presente estudo propos-se, dentro desta mesma linha de pensamento, a
determinar se a HIPER-A seria protetora, ocasionando redu¢des das concentragdes de
fatores pro-inflamatorios, como ocorreu para a PCR no trabalho de Pirro et al. (2003) e

adicionalmente determinar as repercussoes cardiovasculares da HIPER-A.
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2.1- Objetivo geral

Caracterizar bioquimicamente o estado de hiperalfalipoproteinemia por
intermédio das medidas das proteinas reguladoras do metabolismo da HDL.: lipase hepitica,
lipoproteina lipase, proteinas de transferéncia de éster de colesterol ou de fosfolipides e da

concentracdo da ApoAl;

2.2- Objetivos especificos

Determinar os efeitos da hiperalfalipoproteinemia e de seus diversos graus

sobre:

a-) as concentracoes séricas de fatores pro-inflamatorios, a proteina C-reativa, o

fator de necrose tumoral-alfa e os anticorpos anti-LDL oxidada;

b-) a medida da aterosclerose precoce de cardtidas e as freqii€éncias de

manifestagdes clinicas de doenga coronariana e acidente vascular cerebral.
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3.1- Protocolo experimental

O presente trabalho provém da analise estatistica de um banco de dados do
Laboratério de Lipides/FCM cujos procedimentos de selegdo, coleta e analise laboratorial
dos materiais foram realizados no periodo de 2004 a 2006, de acordo com o protocolo

experimental descrito a seguir.

A amostra de 223 voluntarios (selecionados dentre 1.200 individuos) de ambos
os sexos, provenientes dos diversos ambulatorios do HC-UNICAMP, foi definida pelas
concentragdes de HDL-C. O valor de corte da fragdo HDL- C (68mg/dl) foi obtido em
estudo prévio para 1.700 individuos (dados ndo publicados), conforme o percentil 90 para a
populagdo local. Sendo assim, foram denominados individuos controle (CTL) aqueles com
concentragdes  séricas desta fragdo menor que 68mg/dL e individuos
hiperalfalipoproteinémicos (HIPER-A), aqueles cujas concentragdes de HDL-C foram
iguais ou superiores a 68mg/dL. O grupo HIPER-A foi dividido em trés subgrupos, de
acordo com diferentes concentragdoes de HDL-C: 1-) moderado com concentragdes de
HDL-C > 68ou < 80mg/dL; 2-) alto em que: HDL-C > 81 ou <90mg/dL e 3-) muito alto,
em que: HDL-C>91 ou <211mg/dL, com médias de HDL-C estatisticamente diferentes
(p<0,001).

Apo6s a selecdo laboratorial dos casos, os voluntarios foram encaminhados ao
Ambulatorio de Dislipidemias do HC/Unicamp para exame clinico e coleta para nova

analise laboratorial.

Foram excluidas as seguintes causas de HIPER-A secundarias: hepatopatias,
nefropatias, pneumopatias e endocrinopatias como o diabetes mellitus (clinicamente
manifesto ou definido como 2 glicemias de jejum > 126mg/dL). Também foram excluidos

os casos de obesidade, definida pelo indice de massa corporal (IMC) >30 kg/m®.

Além destes, constituiram critérios de exclusdo a ingestdo cronica de bebida
alcoodlica e uso de alguns medicamentos (corticosteroides, insulina, fibratos, acido

nicotinico, estatinas, fenitoina, hidrocarbonetos clorados e inibidores de proteases),
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conhecidamente capazes de alterar o perfil lipidico. Permaneceram neste estudo trés casos

de mulheres em uso de terapia de reposi¢cdo hormonal entre os 223 voluntarios.

Foram excluidos, também os individuos incluidos no critério de “doenca
cardiovascular presente” que abrangeu: infarto agudo do miocardio (IAM) prévio
(detectado em servigo médico-hospitalar), IAM silencioso baseado no eletrocardiograma
(ECG) e/ou angina pectoris. O 1AM ¢ definido pela presenca de pelo menos dois dos trés
critérios: dor toracica tipica, ECG com alteragdes QRS e ST-T e elevacao caracteristica de
enzimas cardiacas séricas. Para os pacientes que ndo foram submetidos a angiografia a
angina pectoris foi diagnosticada clinicamente por episodios de desconforto toracico breves
(maiores ou iguais a 15 minutos) que pioram com exercicio e/ou emogao, aliviados com
repouso ou uso de nitroglicerina (ou outra medicacdo especifica) (Hirano et al., 1995).
Além disso, foi considerada parte desse critério a intervencdo cirirgica prévia para

revascularizagdo miocardica.

Foram avaliados clinicamente, ou por testes clinicos laboratoriais:
1-) tabagismo; 2-) sedentarismo; 3-) uso de alcool ; 4-) habitos alimentares; 5-) atividade
fisica 6-) a tolerancia a glicose diminuida (definida como glicose de jejum entre >100 a
<126mg/dL (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007); 7-) as dislipidemias primarias, com
ou sem causa aparente, classificadas fenotipicamente como : Hipercolesterolemia isolada,
quando LDL-C>160mg/dL), Hipertrigliceridemia isolada, quando TG>150mg/dL ou
Hiperlipidemia mista, se LDL-C >160mg/dL e TG > 150mg/dL (Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2007).

Também foram avaliadas manifestagdes prévias de doenca cardiovascular
(doenga arterial coronariana (DAC) e acidente vascular cerebral (AVC), por meio de

questionario clinico individual.

No questionario ¢ exame fisico aplicado aos voluntarios constaram:1-) a
identificacdo do paciente: nome, numero do registro hospitalar, idade, sexo, cor, raga,
estado civil, nimero de filhos, endereco e telefone; 2-) dados clinicos: pressdo arterial,
sopros periféricos, xantomas, xantelasmas, arco senil, acanthosis nigricans, exame do

aparelho cardiovascular e dos outros sistemas; 3-) habitos de vida presentes: etilismo ou

Material e Métodos
36



ndo, tabagismo ou ndo, padrdo alimentar ¢ o habito de atividade fisica; 4-) historico
individual: medicamentos em uso, doencas atuais e anteriores — enfatizando episodios
cardiovasculares; além de dados de possibilidade, mediante a comprovagdo ou ndo da
doenca, informagdes sobre o climatério (em mulheres) e histérico familiar (doengas
cardiovasculares e outras, ou mesmo o relato de longevidade e 5-) dados antropométricos:
indice de massa corporal — IMC e circunferéncia de cintura (CC). Os valores de corte
foram: > 94 cm em homens e >80 cm em mulheres para CC e para PA: PA sistélica
>85mmHg e/ou diastolica >130mmHg e/ou estar em tratamento para Hipertensdo arterial

Sistémica — HAS (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007).

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
/FCM/Unicamp e aprovado sob o parecer n° 790/2006. Todos os voluntarios foram
informados adequadamente sobre o projeto e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. A obtengdo do soro e/ou plasma dos voluntarios em jejum de 12 horas ocorreu
em duas etapas de coleta que foram realizadas no Setor de Coleta do Laboratério de
Patologia Clinica, HC/ Unicamp, por um profissional técnico credenciado e acompanhado
pela médica responsavel pela avaliacdo clinica. Na primeira etapa, mediante puncao
venosa, foram coletados 10-15mL de sangue. Em uma segunda etapa, apos a administragao
de heparina (Liquemine®, Roche, Sdo Paulo) na concentragio de 100UI/kg foram coletados

4 mL de sangue para determinacdo da atividade das lipases (Ehnholm e Kuusi, 1986).

Parte do material foi imediatamente analisada e parte foi armazenada a -20°C
para andlises nas Se¢des de Bioquimica e de Imunologia da Divisao de Patologia Clinica
/HC e posteriormente no Laboratorio de Lipides de Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental da Unicamp e no Laboratorio de Lipides da Faculdade de Medicina da USP.
Ambos os laboratorios funcionam de acordo com regulamento orientado pela Resolugdo
n°® 347 do Conselho Nacional de Saude, para o armazenamento e utilizagdo de material

biologico humano em questao.

O atendimento clinico, conforme citado anteriormente, foi realizado no
Ambulatorio de Dislipidemias da Faculdade de Ciéncias Médicas, Hospital de

Clinicas / Unicamp.
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3.2- Analises bioquimicas gerais

Para a triagem laboratorial (dados ndo apresentados) determinaram-se: as
concentragdes de acido urico, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, gama
glutamiltransferase, uréia, glicose, colesterol total e triacilglicer6is foram aferidas por meio
de métodos enzimaticos-colorimétricos em analisador automatico no aparelho BM Hitachi
917-Roche (Mainheinn, Alemanha). Os hormdnios tireo-estimulantes (TSH) e tiroxina livre
(T4 livre) mensurados por reagentes comerciais (Roche, Mainheinn, Alemanha) por meio

de eletroquimioluminescéncia no aparelho Elexsys 2010/Roche (Basiléia,Suica).

3.3- Lipides, lipoproteinas e apolipoproteinas

O colesterol total e os triacilglicer6is (TG) foram quantificados por métodos
enzimatico-colorimétricos, assim como os fosfolipides (Waco). A fracdo VLDL-colesterol

foi estimada como triacilglicer6is/5 (Friedwald et al., 1972).

As apolipoproteinas B100 e Al foram determinadas por nefelometria. A fragdo
de HDL-C total foi medida por método indireto (Sugiuchi et al., 1995), usando o kit
comercial Roche, apds a precipitacdo das lipoproteinas contendo apoB100 com sulfato
dextrana. As subfragdes: HDL, e HDL; foram obtidas por microultracentrifugacao
seqiiencial do sobrenadante (HDLtotal) em microultracentrifuga da marca Beckman e

modelo “Airfuge”/ 75B (Beckman Instruments, Palo Alto, EUA) (Eyre et al., 1980).

A fracdo LDL-C foi obtida diretamente por método homogéneo colorimétrico
enzimatico (Rifai et al., 1992) em analisador quimico automatico BM Hitachi 917/Roche

(Mainheinn, Alemanha), ou indiretamente utilizando a equacao de Friedwald et al.,1972.

3.4- Atividades das proteinas de transferéncia de ésteres de colesterol ou fosfolipides

(CETP ou PLTP), da lipoproteina lipase (LPL) e da lipase hepatica (LH)

As atividades (nmol AGL/mL/h) da LPL e da LH foram determinadas em
plasma pos-heparina tendo como base a liberagdo de 4cidos graxos livres e usando emulsao

de trioleina radioativa como substrato, conforme descrito por Ehnholm e Kuusi (1986).
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A atividade de CETP (% de CE transferido) foi medida por um ensaio exdgeno
que quantifica a transferéncia de ésteres de colesterol (CE) radioativo e usa o plasma como

fonte de CETP (Lagrost, 1998).

A atividade de PLTP (% de fosfolipideos (PL) foi quantificada utilizando uma
emulsio como substrato exdgeno radioativo, onde lipossomas contendo ['*C]

fosfatidilcolina foram incubadas com plasma e HDL (Damen et al., 1982).

3.5- Determinacio da concentrac¢io da proteina C-reativa

No ensaio ultra-sensivel para a deteccdo da proteina C reativa foi utilizado o
reagente Tina-quant CRP (Latex) HS-Roche. O ensaio utiliza anticorpos anti-CPR
acoplados a particulas de latex, para intensificar a aglutinagdo, medida em sistema analitico
automatizado Modular Hitachi-Roche por imunoturbidimetria. O intervalo de medi¢do do
método ¢ de 0,1 a 20mg/L, com um limite inferior de detec¢ao de 0.03mg/L. Foi usado o

controle “Control N’ da Roche de valor 3.3 a 4.5mgL (Eda et al., 1998; Price et al., 1987).

3.6- Determinacao da concentracao do fator de necrose tumoral alfa

A concentragdo plasmatica do TNF-a foi mensurada por ELISA que utiliza
anticorpos monoclonais especificos para o TNF-a e o conjugado acetilcolinesterase
Fab’Conjugado (AChE:Fab’) num ensaio sanduiche. A intensidade de cor foi medida
espectrofotometricamente. O kit comercial utilizado (Cayman Chemical) proporciona um
limite de deteccdo de 0- 200 pg/mL com uma detec¢do limite de 1pg/mL e um coeficiente
de variagdo > 5% para a grande maioria das concentracdes. Foram utilizadas dilui¢des do

padrdo de concentragao 5.000pg/mL para a montagem da curva padrdo (Grassi et al., 1991).

3.7- Determinacao dos anticorpos anti-LDL oxidada

Os anticorpos anti-LDL oxidada foram determinados pelo método ELISA “in
house”, utilizando LDL com diversos graus de oxidagdo por Cu’" como antigeno

(Gidlund et al., 1996).
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Para a determinagdo dos titulos de auto-anticorpos no soro, placas de 96 pogos
(Costar®, cod. 3690) foram sensibilizadas com 50uL/pogo do antigeno (1mg/mL) diluido
em tampdo carbonato/bicarbonato, pH 9,4. Ap6és um a incubagdo a 4°C “overnight”,
foram lavadas quatro vezes com 100uL PBS e bloqueadas com 100uL de gelatina (Difco)
(1%) diluida em PBS, por duas horas a temperatura ambiente. Apds segunda lavagem,
amostras de soro (50uL) diluidas em 1:200, foram adicionadas aos pogos e as placas
mantidas por duas horas a temperatura ambiente. Em seguida, foram feitas quatro lavagens
com 100uL de em PBS/Tween 20. O segundo anticorpo, conjugado com peroxidase
anti-IgG de camundongo (50mL; 1:1500) foi adicionado. A lavagem foi repetida ap6s uma
hora de incubagdo a temperatura ambiente. O substrato para enzima (75uL/pogo; 250mg de
tetrametilbenzidina diluido em 50mL de DMSO, 10mL de H,0,, 12mL de tampao citrato,
pH 5,5) foi adicionado e incubado por 5 minutos, a temperatura ambiente e a reacdo foi
bloqueada com 25uL de 2,0M de acido sulfurico e lida a 450nm. Como um controle interno
foi utilizado um padrao de IgG total com concentracao conhecida (100mg/ml — Santa Cruz
Biotechnology) e um controle branco (usando PBS no lugar da amostra) em cada placa.
Desta maneira os resultados foram expressos por meio da absorbéncia relativa calculada
pela seguinte formula: Abs relativa = {(Abs anticorpo)-(Abs branco)}. (Abs controle

interno).

3.8- Ultra-sonografia Doppler de artérias cardtidas

Apobs a coleta de material para exames bioquimicos os voluntarios foram
encaminhados a Clinica Imagem Diagnostica, Campinas — SP, para a medida da camada
intimo-média das artérias cardtidas. Os individuos foram examinados em decubito dorsal,
com a cabeca elevada em cerca de 20 graus e rotagdo de cerca de 45 graus. O exame foi
realizado nos aparelhos ATL HDI 1500 e 3500 Ultrasound System (Advanced Tecnology
Laboratories Ultrasound, Bothell, EUA), e Logic 400 Electric Healthcare, Milwaukee,
EUA), com transdutores lineares de 4-12 MHz. O protocolo foi realizado pelo mesmo
médico ultra-sonografista. Foram realizadas medidas longitudinais de segmentos da artéria
cardtida comum tanto no lado direito quanto no esquerdo do pescoco, de acordo com o

preconizado na literatura (Salonen e Salonen, 1991; Simons et al., 1999). Os resultados
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foram expressos como média aritmética das espessuras (em milimetros) das carotidas

direita e esquerda, que foram aferidas por cinco vezes cada uma.

3.9- Analises estatisticas

Foi utilizado o programa: SAS for Windows (Statistical Analysis System)
versao 9.1.3.(SAS Institute Inc,2002-2003,NC,USA). O nivel de significancia adotado para
os testes estatisticos foi de 5% ou seja, p<0.05 e limitrofe ou “borderline” para 0,05 <

p <0,1.

O perfil da amostra foi descrito por freqiiéncia para as variaveis categdricas e
como valores de média e desvio padrdo para as variaveis continuas. Para a comparagao das
variaveis categoricas foi utilizado o teste Qui-Quadrado ou, quando necessério, o teste
Exato de Fisher (presenca de valores esperados menores que 5). Para comparar as variaveis
numéricas entre dois grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney, em virtude da auséncia
de distribuicdo normal, e entre trés ou mais grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de comparacdes multiplas de Dunn. Para comparar as varidveis entre os
grupos, ajustando para sexo, idade e uso de alcool foi utilizada a analise de covariancia
(ANCOVA), com as variaveis continuas transformadas em postos (“ranks”), em razdo da
auséncia de distribuicdo normal. Foi utilizada a correcao de Bonferroni para a confecg¢ao
das tabelas (apresentadas em resultados): na Tabela 1 os valores de p obtidos apds o
ANCOVA foram multiplicados pelas 18 varidveis de interesse (16 presentes na tabela
somadas a concentra¢do da glicose em jejum e o uso de alcool), na 2 multiplicaram-se os

€C_ %

valores de “p” pelas quatro variaveis descritas na mesma, assim como para a Tabela 3

€ _ %

multiplicaram-se os valores de “p” pelas seis variaveis descritas.

A fim de analisar a relagdo entre varidveis numéricas ou continuas, foi usado o

coeficiente de correlacdo de Spearman.

Utilizou-se a analise de conglomerados a fim de verificar a forma de agregagao,
ou seja, quais os pardmetros que melhor contribuiriam para a formacdo desses

conglomerados na amostra total da populacao estudada.
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Abstract

The aim of this study was to measure inflammatory factors and their

relationships with different concentrations of HDL-cholesterol.
Methods

One hundred and fifty-five asymptomatic hyperalphalipoproteinemic individuals were
grouped into moderate (M, n=77), high (H, n=52) and very-high (VH, n= 26) hyper-A
subgroups, according to their different HDL-cholesterol (HDL-C) concentrations
(p<0.001). Sixty-eight normolipidemic controls were picked.

Blood samples were collected during the fasting period for hsCRP, TNF-a and
ab-oxLDL measurements. Lipids, lipoproteins and subfractions, apolipoproteins, lipase’s
activities (HL and LPL), cholesteryl ester and phospholipid transfer protein’s (CETP and
PLTP) activities were measured to characterize the hyper-A condition. Common carotid
intima-media thickness (IMT) was determined in all groups as a marker of early

atherosclerosis, as well as previous stroke and coronary heart disease (CAD) episodes.
Results

Hyper-A showed reduced CETP and HL activities and increased LPL activity;
no changes were observed regarding PLTP. Hyper-A subjects showed HDL subfractions 2
and 3 enriched with cholesterol and with TG of HDL; subfraction.

High-sensitivity C-reactive protein (hsCRP), tumor necrosis factor alpha (TNF-
a) and auto- antibodies against oxidized LDL (anti-oxi-LDL) were similar in all grades of
HYPER-A. A negative correlation between TNF-alpha and LPL was seen in the very-high

subgroup

No differences in atherosclerosis manifestations (stroke and CAD), as well as in

early (IMT) were found.
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Discussion

No differences were found among the groups regarding concentrations of
proinflammatory factors, suggesting that hyper-A is not a protective condition, confirmed
by equal vascular repercussions that include carotid IMT, stroke and DAC. An
antiatherogenic correlation between TNF-a and LPL activities was found. Conversely, it is
not possible to affirm that this is a proatherogenic condition. In animal models, an
antiinflammatory role was suggested for LPL. This lipase may release PPAR-y ligands and

reduce expression of adhesion protein molecules mediated by TNF-a.”
Conclusions

Different grades of hyper-A did not confer an antiinflammatory profile to
hyper-A individuals. This fact is confirmed by absence of vascular repercussions and
proatherogenic correlations. The inverse correlation of LPL with TNF-a, which, in a high
HDL;-TG background, suggests a protective function for this lipase, in accordance with
findings in animal models. Future studies that explore HDL functionality in hyper-A
population may add new insights about the complexity relation between HDL and

atherosclerosis.
Introduction

Inflammatory and noninvasive vascular markers have been proposed for

. . . .. . 1
accessing cardiovascular risk, as well as traditional risk factors.

HDL is associated with cardiovascular protection as extensively demonstrated

in epidemiological studies.”**"

In addition to the effort to increase the HDL-cholesterol concentration, it is
required an special attention to the need to maintain the functionality of this lipoprotein.°®
HDL presents beneficial effects during reverse cholesterol transport and possesses

antiapoptotic, antithrombotic, antiinfectious and antiinflammatory properties.”*

Despite the well-established point of HDL being the “good” cholesterol HDL, it
may show “two faces”: a protection against inflammation and oxidation but under certain

conditions. Similarly, in systemic inflammation stimulus, surgeries, infections, as well as
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atherosclerosis, HDL may perform a proatherogenic role. Recent findings confirm the
difficulty to raise HDL concentrations and keep its functionality. It is possible that CETP
inhibition mediated by torcetrapid has failed in protecting against cardiovascular events, in

consequence of a non-protective or still proinflammatory profile of increased HDL.’

Only one study in the literature determined plasma C-reactive protein (CRP) in
hyper-A individuals defined as possessing HDL concentration above 95° percentile of the
local population. They observed reduced CRP (30%, n=12) concentration in this group,

when compared with control and hyper-A individuals.

There were no research groups before ours that have considered the
measurement of other proinflammatory markers, such as tumor necrosis factor alpha

(TNF-0) and antibody against ox LDL.

C-reactive protein is a well-established risk factor for cardiovascular
disease.'™!"'>! C-reactive protein acts on innumerable proatherosclerotic pathways both
dependently or independently of the complement system. This protein also confers a

possible risk factor for atherosclerosis."

TNF-a is a cytokine that enhances the production of acute phase proteins and
hypoglycemia in septic shock.'* Plasma TNF-a concentrations correlate with metabolic and
cellular changes in vascular processes and are associated with early atherosclerosis, as well
as very low density lipoprotein triglyceride, low density lipoprotein cholesterol

. . : 1
concentrations and particle size."

Both C-reactive protein and TNF-a correlated positively with carotid intima-
media thickness in subjects with different grades of glucose intolerance, as well as

negatively with normal glucose tolerance.'®

HDL is known to act in the inhibition of TNF-a’s pathway expression of

adhesion molecules,”’18

and apoAl inhibits the cytokine production by direct contact with
T lymphocytes.'® Furthermore, HDL binds to acute phase proteins, such as serum amyloid

A, complement,” C-reactive protein®' and pentraxin 3. *
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In addition to traditional risk factors, such as gender, age and total HDL,
oxidized LDL had a significant value in predicting cardiovascular risk.”® Different degrees
of oxidation generate various epitopes in this lipoprotein, which are recognized by immune
cells, and extensively oxidative modifications are more important for immunogenic

24
character.

The main objective of this study was to determine the concentrations of hsCRP,
TNF-0, ab-oxLDL and their relationships with HDL in individuals with different degrees of
hyper-A , HDL subfractions, transfer protein and lipases. We also verified the relations of

these factors with common carotid intima-media thickness, an early atherosclerosis marker.
Methods
Experimental protocol

Two hundred and thirty-three asymptomatic subjects of both sexes were
recruited from the University of Campinas Teaching Hospital, at the city of Campinas, after

a clinical and laboratorial selection (1st visit).

The cutoff value of >68 mg/dL for defining hyperalphalipoproteinemia was
obtained in a previous study from our group, with 1700 subjects of a local healthy
population, corresponding to the 90™ percentile value (unpublished data). We estimated that
the primary hyper-A prevalence is 10% in Campinas and region. Therefore, the selection of

individuals for this study was very hard.

The exclusion criteria for secondary cause of hyper-A were liver diseases,
nephropathies, pneumopathies, endocrinopathies (such as diabetes), chronic alcohol and
tobacco use, and sports practice drills. Additionally were excluded the use of statins,

fibrates, corticosteroids and niacin and hormone replacement therapy.

The participants were defined according to their HDL-cholesterol (CHOL)
concentration into three groups (statistically different HDL-C): moderate (M)
hyperalphalipoproteinemic (hyper-A), (HDL-C > 68 and < 80mg/dL, n= 77), high hyper-A
(H) (HDL-C > 81 or <90mg/dL, n=52) and very-high (VH) hyper-A (HDL-C>91 or
<211mg/dL, n=26).
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After selected for the study, the participants attended a 2" visit for
measurement of carotid intima-media thickness (Radiological Department) and underwent

intravenous post heparin (Liquemine®, Roche, Sdo Paulo) blood collection.

All procedures were approved by the Research Ethics Committee of the Faculty
of Medical Sciences of the University of Campinas (FCM-Unicamp) in Sao Paulo.

Analytical methods

The initial selection comprised the measurements of uric acid, alanina
aminotransferase, aspartate aminotransferase, and fasting glucose, using automatic
enzymatic-colorimetric methods (BM Hitachi 917Roche (Mainnheinn, Germany) (not

shown).

Cholesterol (CHOL), triacylglycerols (TG), LDL-cholesterol”®  and
phospholipids (Waco) were assessed by enzymatic-colorimetric methods as well.
VLDL-cholesterol was estimated by the Friedewald’s formula: triacylglycerols/5.”’
Apolipoproteins B100 and Al were measured by nephelometric methods. The total HDL-C
was analyzed by a direct method. ** In order to measure HDL subfractions, lipoproteins that
contain ApoB were precipitated by dextran sulfate, and the supernatant substance was
submitted to sequential microultracentrifugation in Airfuge/ 75B (Beckman Instruments,

Palo Alto, USA).”

Cholesteryl-ester transfer protein (CETP), phospholipid transfer protein
(PLTP), lipoprotein lipase (LPL) and hepatic lipase (HL) activities (nmol FFAc/mL/h) were
determined by radiometric methods: lipases as described by Ehnholm and Kuusi (1986),
CETP and PLTP (% transfer) using exogenous assays by Lagrost et al. (1998) *' and
Damen et al. (1982), respectively.”

A commercial kit for immunoturbidimetric assay, the Tina-quant CRP (latex)

HS-Roche, was used to measure hsCRP ** ** in the Hitachi-Roche system, and a

commercial ELISA kit for TNF-o, manufactured by Cayman Chemical. *°
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The antibodies against oxidized LDL were evaluated in all participants by
ELISA incubation of samples with copper-oxidized LDL, as described by Gidlund in
1996.%° The results are presented as percentage of the optical density readings relative

(arbitrary units) to the ranking values in the groups..

The carotid ultrasonic procedures were performed by the same radiologist,
using ultrasound equipment by Advanced Technology Ultrasound (Bothell, USA), model
HDI 1500, with a 7-12 MHz color Doppler probe; the right and left common carotid

arteries were measured.

The carotid IMT was calculated as the mean of five measurements in a
longitudinal segment, from the left and right common carotid arteries, according to a

37,38
d.””

standardized method previously describe The individual results were expressed as the

right, left and average carotid intima-media thickness in millimeters.
Statistical methods

The statistical analyses were performed at the Statistical Section — Research
Commission ((FCM-Unicamp), using the SAS System for Windows 9.1.3 (Statistical
Analysis System / SAS Institute Inc, 2002-2003, NC, USA).

Cluster analysis was used for grouping individuals. Four variables (CRP,
TNF-a, anti-oxi-LDL and HDL) were selected in order to verify this contribution to cluster

formation.

Average differences were determined by the Mann-Whitney test, Chi-Square
with Fisher’s tests, and Kruskall-Wallis with Dunn’s post-hoc tests. ANCOVA was used
for adjusting variables (sex, age and alcohol use). The tests were considered significant at
the probability value (p) of 0.05 or less and borderline for (p) between 0.06 and 0.10.
Additionally, the Bonferroni’s correction was used. The variables were correlated with the
Spearman’s test and a figure illustrates the p value corrected by Bonferroni for 12

comparisons.
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Results

The variables that have highest contribution for cluster formation are HDL
(r* = 0.53) and CRP (r* = 0.36). Hyper-A formed a unique population cluster of 72
individuals. The frequency of hyper-A in interquartile values for inflammatory factors
was: 24 % (n=13 ) and 24 % (n=13), in the 2"!(3.2-6.4 pg/mL) and 3™ (6.5-16.6pg/mL)
quartiles, respectively; for TNF-alpha, 36% (n=26) and 41% (n=29) in the 3" (0.46-0.93
OD) and 4™ (0.33-0.45 OD) quartiles for anti-oxi-LDL and 36%(n=14) in the 3™ (0.20-0.4
4mg/L) and 41% (n=16) in the 4™ (0.45-3.7mg/dL) for hsCRP.
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TABLE 1- ANTHROPOMETRIC AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF INDIVIDUALS
WITH DIFFERENT GRADES OF HYPERALPHALIPOPROTEINEMIA - ALL (HYPER-A) AND
CONTROLS

Groups HYPER-A CTL
Parameters Moderate High Very-High All
(40-77) (26-52) (8-26) (74-155) (52-68)

Age (years) 53+12° 54+£13° 50+12°¢ 52+13° 37+ 14%>0¢
Sex (F/M) 68/9°¢ 41/11° 20/6°% 129/26" 36/32¢40eh
BMI (kg/m?) 26 5 25 +5 25+ 5 25+5 24+ 5
WC(cm) 81+12 82 +14 80 + 15 81+13 77+ 9
SBP (mmHg) 124 + 14 129 +17 132+ 20 127 £16 120 + 13
DBP (mmHg) 80+ 10 82 +12 86+ 11 82+ 11 78 +9
C (mg/dL) 225 + 38 231 40 238 +51% 229 + 41" 169 + 44 b3 k1
TG (mg/dL) 99 + 39 88 + 40 80 + 40 92+ 40 78 +37
HDL-C (mg/dL) °74+4 °©85+3 °105 + 24 *83 + 15 *51 46
HDL,-C (mg/dL) 18+£5™"% 20+ 44" 23708 19+59 11£3 ™ P
HDL;-C (mg/dL) 55+8%™Y 64+ 7°"Y  74£23%"Y 61£13" 35 £65"""
HDL,-TG (mg/dL) 9+5 9+5 10+5 9+5 7+5
HDL;-TG (mg/dL) 23+9 24+ 10 24+ 8 23+£9° 17 £ 9%
LDL-C (mg/dL) 130 + 35 129 + 36 116 + 37 128 + 36 105 + 36
ApoAI (mg/dL) 181£25"°7 192 £30°%  222+417¢ 192+ 339 14027 "¢
ApoB100 (mg/dL) 104 + 25 104 +27 91 +28 102 + 27 82 + 30

Data as average + sd (n); All hyper-A (All); moderate hyper-A (M)=HDL-C > 68 and < 80mg/dL; high hyper-
A (H) = HDL-C > 81 and < 90mg/dL;very-high hyper-A (VH) =HDL-C >91 and < 211mg/dL and controls
(CTL) = HDL-C >30 and <68mg/dL; Mann-Whitney after ANCOVA adjusted for sex, age and alcohol use;
Kruskal-Wallis and Dunn post-hoc tests; Chi-square test and Bonferroni’s correction. p<0.05 =significant
differences and 0.05<p>0.10= borderline differences .M£CTL: (a), (e), (i), (n) and (b’) p<0.0018 ; HACTL:
), (), (), (0) and (¢’) p<0.0018; VH#CTL: (c), (g), (k) , (p) and (d’) p<0.0018; AllAZCTL: (d), (h), (1),
(q),(w) and (e’)p<0.0018, (a’) p<0.0018]; M#H: (r) p<0.0018; H#VH: (g’) p<0.0018; M#VH: (s) and ()
p<0.0018; significant differences among all groups: (t), (u), (v) p<0.0018.
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Table 1 shows anthropometric, biochemical and clinical characteristics of all
samples after adjustment for age and sex. No differences were found among the three
phenotypes for body mass indexes (BMI), waist circumference and blood pressure (BP).
The sample composition had mainly females in hyper-A (83%) and males in controls

(47%). Hyper-A were older than controls. All participants were normoglycemic.

All hyper-A groups showed higher total cholesterol concentrations than
controls, as well as cholesterol content in HDL subfrations 2 and 3; very-high showed more

TG in HDL; subfraction.

Apo Al was higher in hyper-A groups and no differences were found for ApoB

and TG concentrations among all groups.
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TABLE 2 — LIPASE AND TRANSFER PROTEIN ACTIVITIES OF INDIVIDUALS WITH
DIFFERENT GRADES OF HYPERALPHALIPOPROTEINEMIA - ALL ( HYPER-A) AND
CONTROLS

GROUPS HYPER- A CTL
Parameters Moderate High Very-High All
(30-77) (28-52) (11-26) (70-155) (30-68)
HL 15304973 1554+1080° 1398 +832°  1519+982° 2640 + 1379 *b¢
(nmol/FFA/mL/h)
LPL 2498 +1691¢ 2749+ 1405 3552+ 18530 2770+ 1666 2294 £973¢
(nmol/FFA/mL/h)
CETP 10+7 11+8 10+ 6 107" 168
(%)
PLTP 19 £11 18 +10 17+ 12 19+ 11 14410
%)

Data as average + sd (n); All hyper-A (All); moderate hyper-A (M)=HDL-C > 68 and < 80mg/dL; high hyper-
A (H) = HDL-C > 81 and < 90mg/dL;very-high hyper-A (VH) =HDL-C >91 and < 211mg/dL and controls
(CTL) = HDL-C >30 and <68mg/dL; Mann-Whitney after ANCOVA adjusted for sex, age and alcohol use.
p<0.05=significant differences and 0.05<p>0.10= borderline differences; after Bonferroni’s correction.
CTL#H: (a) p=0.064, CTL#VH: (b) p<0.064; CTL#AIL: (c) p<0.008; M#VH: (d) p=0.008; VH#CTL: (e)
p<0.020; ALL#CTL: (i) p<0.024.
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According to table 2, CETP and HL activities were reduced in all hyper-A, and
LPL was higher in very-high than both controls and moderated groups. Only all hyper-A
presented lower HL activity than controls. High and very-high groups tended (borderline

values) to have a lower HL activity when compared with the control group.

The CETP activity was lowering in all hyper-A, and no differences were found

for PLTP activity.

The LPL activity (nmol/FFA/mL/h) was reduced in moderate when compared
with very-high, and was high in very-high when compared with controls. All hyper-A also

had lower LPL activity than controls.
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TABLE 3- PROINFLAMMATORY FACTORS AND ATHEROSCLEROSIS MANIFESTATIONS IN
INDIVIDUALS WITH DIFFERENT GRADES OF HYPERALPHALIPOPROTEINEMIA - ALL
(HYPER-A) AND CONTROLS

GROUPS HYPER- A CTL
Parameters Moderate High Very-High All (30-68)
(30-77) (28-52) (11-26) (70-155)
hsCRP (mg/L) 0.44 £0.55 0.32+0.39 0.41 £0.68 0.39+0.52 0.34+0.59
TNF-a (pg/mL) 11+12 11+ 12 14+14 11+12 10+ 10
Ab ox LDL (OD) 0.34+0.16 042+0.16 0.40+0.23 0.38 +£0.18 0.31+£0.17

Mean ¢IMT (mm)  0.88+024  0.86+022  072+0.14  0.86+0.23 0.63+0.13
CAD % (n) 6.85(73) 7.69(52) 3.85(26) 6.62(151) 8.57(35)

Stroke% (n) 2.74(73) 3.85(52) 0.00(26) 2.65(151) 0.00(62)

Data as average + sd (n); All hyper-A (All); moderate hyper-A (M)=HDL-C > 68 and < 80mg/dL; high hyper-
A (H) = HDL-C > 81 and < 90mg/dL;very-high hyper-A (VH) =HDL-C >91 and < 211mg/dL and controls
(CTL) = HDL-C >30 and <68mg/dL; Mann-Whitney after ANCOVA adjusted for sex, age and alcohol use;
Kruskal-Wallis and Dunn post-hoc tests; Chi-square test. No differences were found after Bonferroni’s

correction.
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All this findings lead to equal carotid IMT, frequencies of coronary heart
disease (CAD) and stroke in hyper-A and controls (see table 3). Surprisingly, no
differences were found in inflammatory factors, but a significant inverse correlation
between TNF-a and LPL activities, suggesting a protective antiinflammatory action of the

lipase (see figure below).

501
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LPL (nmol/FFA/mL/h)

Figure 1 — SPEARMAN’S CORRELATION FOR LPL VS TNF-a IN
VERY- HIGH HYPER-A. LPL activity inversely correlates with TNF-a
concentration in very-high hyper-A. n=11, r = - 0.92, p= 0.0156
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Discussion

The HDL- C elevation is a hard target for cardiovascular disease prevention and
control; however, the HDL functionality is another very important aspect to be searched

for.

Pirro et al., despite their small population sample, attempted for the first time to
the possible association of primary high levels of HDL-C and a well-known marker of
coronary risk, the C-reactive protein. They found in hyper-A lower levels of CRP hiper-A
subjects, defined by 95™ percentile cutoffs of HDL-C (>80 mg/dL men and >90 mg/dL

women); no HDL subfractions were measured.”

In this study, we did not find differences in proinflammatory factors (CPR,
TNF-a, and ab-oxLDL) in individuals with different grades of hyper-A and controls. In
addition, our total sample (n=223) CPR did not correlate with different grades of HDL,
TNF-a or ab-oxLDL. Both TNF-a and CRP, among other proatherogenic pathways at
cellular levels, could increase the RNAm expression of lectin-like oxidized low-density
lipoprotein receptor-1 (LOX-1) with central action on uptake of oxidized LDL and
endothelial dysfunction.*’ It is known that HDL can block proinflammatory mechanisms,
such as the adhesion molecule expression induced in vitro by TNF-o.'” This action has

been associated with the interruption of the sphingosine kinase signaling pathway . '*

Furthermore, HDL is capable of binding to CRP, which is considered an
“antiinflammatory action” of this lipoprotein. In our study, the higher HDL-C concentration
did not coexist with reduced circulating CRP levels. We hypothesized that this lipoprotein
would not be capable of binding to CPR because of its different chemical composition.
Another possibility would be that this “antiinflammatory” action cited before could be
limited to high oxidative stress conditions, since the HDL phospholipids are responsible for

the binding and would need to suffer oxidative modification for CRP bind to HDL.*!

We found an inverse correlation between TNF-a and LPL activities in
very-high hyper-A. This finding corroborates a recent publication that attributes an

antiinflammatory function for LPL. Another study showed that in mice LPL was capable to
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reduce the release of VCAM-1 by TNF-a and TG in endothelial cells; this fact may be
related to free fat acids released by this lipase. It is interesting to observe that only the very-

high group had high levels of HDL3;TG, coexisting with right LPL activity.

Hirano et al. (1997) published an important epidemiological study, in which a U
curve for protection offered by HDL was used in Japanese subjects presenting with CETP
deficiency; when the HDL-C concentrations were equal or above 70mg/dL cardiovascular
risk raised.*’ Conversely, subjects of our sample who had highest HDL-C concentration
(very-high group) did not present higher incidence of CAD, stroke or early atherosclerosis
than controls or other grades of HDL. This contrast may be in part explained by the fact

that in our sample, in opposite to Hirano, hyper-A did not show a marked CETP reduction.

We previously found in a pioneer Brazilian study in hyper-A that the intrinsic
antioxidant activity was lower in hyper-A. These individuals, similarly to the high and
very-high groups, exhibited a lower HL activity when compared with controls, and this
may be in part justified by the hyper-A condition, with mean 79mg/dL of plasma HDL-C.*
Despite the condition not being associated with increased atherosclerosis, the previous
study suggested a functional relationship between systemic oxidative stress and lower grade
of susceptibility of LDL to oxidation in the presence of HDL subfractions. This fraction
had reduced intrinsic antioxidant activity and exhibited higher TG content in five

subfractions (2a, 2b, 3a, 3b and 3c) when compared with controls.*

We concluded that hyper-A, analyzed in different degrees of HDL
concentration, is not capable of reducing circulating proinflammatory factors. However, a
higher LPL activity in very-high ((HDL-C>91 to <211mg/dL), with higher TG content in
HDL; subfraction may be protective against atherosclerosis, because it is inversely

correlated with TNF-a concentration.

Further investigations on HDL composition and functionality may add new
targets for the development of therapies to increase HDL cholesterol and or prevent

atherosclerosis.
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Na literatura recente, diversos autores alertam para a necessidade de se observar

a funcionalidade da HDL (Kontush e Chapman, 2006; Ansell, 2007; Sviridov et al., 2008).

Achados prévios de estudos conduzidos em nosso laboratorio em colaboracao
ao “Pavillon Benjamin Delessert, Hopital de la Piti¢” Paris, Fran¢a, sobre a HIPER-A
brasileira, relatam a reducdo da atividade antioxidante intrinseca de sub-fragdes da HDL,
concomitante ao maior conteudo de TG em cinco subclasses da HDL (2a, 2b, 3a, 3b e 3¢)

(Kontush et al., 2004).

No entanto, ao que temos conhecimento, apenas um estudo usou o modelo
HIPER-A para verificar a influéncia de elevadas concentragdes de HDL em um marcador

inflamatorio.

Considerando o modelo HIPER-A promissor, em virtude da vigorosa “corrida”
em busca do aumento do HDL-colesterol iniciada na ultima década, no presente trabalho

foram avaliados trés fatores pré-inflamatorios na HIPER-A (PCR, TNF-a e acLDLox).

A despeito de seu pequeno niamero amostral, Pirro et al. (2003), pela primeira
vez na literatura, atentam para a possivel acdo da HDL sobre a inflamag¢do em individuos
portadores de hiperalfalipoproteinemia (HIPER-A). Nesse estudo em que os individuos
foram caracterizados por concentragdes de HDL-colesterol iguais ou maiores que 80 mg/dL
(homens) ou maior do que 90 mg/dL (mulheres), ambos acima do percentil 95° da
populacdo, foram encontradas menores concentragdes de usPCR quando comparados aos

controles de HDL-colesterol médio igual a 48mg/dL (Pirro et al., 2003).

A amostra populacional de individuos HIPER-A neste estudo, de maneira
diversa a populagdo estudada por Pirro, mostrou auséncia de protecao contra a inflamagao,
sem diferencas nas concentracdes da usPCR entre estes e o controle. Além disso, também

as concentragdes de TNF-a e os titulos de acLDLox foram iguais entre os grupos.

Ao avaliar-se estatisticamente a “distdncia” entre os individuos da amostra,
observou-se a formagdo de um agrupamento exclusivamente constituido de individuos
HIPER-A; esses individuos encontram-se nos dois quartis mais elevados para usPCR e

acLDLox e num quartil intermedidrio para o TNF-a, indicando, mais uma vez, a auséncia
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de protecdo contra a inflamacao. Tem sido sugerido que as concentragdoes de TNF-o podem
correlacionar-se positivamente com a idade, o sexo feminino, a pressdo sangiiinea, o
colesterol sérico, o percentual de gordura, o uso de tabaco e negativamente com a atividade
fisica (Sites et al., 2002; Skoog et al., 2002; Ho et al., 2005). No presente estudo, tanto a
maior idade quanto o sexo feminino podem ter influenciado a presenca destes individuos

nos quartis mais elevados para o TNF-a.

Portanto, para esta amostra, os diferentes graus de hiperalfalipoproteinemia
(diferentes concentracdes de HDL) ndo influenciaram as concentragdes dos fatores
pro-inflamatorios circulantes analisados. Por outro lado, tanto o TNF- a quanto a PCR
podem agir localmente através de varios caminhos pré-aterogénicos, como por exemplo,
aumentando a expressdo do receptor de LDLox “lectin-like oxidized low-density
lipoprotein receptor-1” (LOX-1) com uma a¢ao central no aumento da captacdo de LDLox

e da disfuncdo endotelial (Li et al., 2004).

Wadham et al. (2004) sugeriram que a HDL possui a capacidade de se ligar a
PCR, fato esse que, segundo o autor, consiste em uma acdo antiinflamatoria. No presente
estudo, o provavel maior nimero de particulas de HDL, caracteristico da HIPER-A, nao
ocasiona a redugdo das concentragdes da PCR na circulagdo. Podemos supor que a diferente
composi¢ao desta particula resultaria na incapacidade da HDL de se ligar a PCR. Por outro
lado, esta “funcdo antiinflamatoria” poderia estar restrita a condi¢des de elevado estresse
oxidativo, uma vez que para tal ligacdo os fosfolipides da HDL devem estar oxidados

(Wadham et al., 2004).

Adicionalmente a HDL pode “bloquear” mecanismos proinflamatérios como,
por exemplo, a expressdo de moléculas de adesdo induzidas pelo TNF-a in vitro
(Cokerill et al.,1995). Essa agdo da HDL parece estar relacionada com a interrup¢do do

caminho de sinalizagdo da esfingosina kinase “sph kinase” (Xia et al.,1999).

Contudo, a PCR, o TNF-a e os acLDLox, ndo se correlacionaram ao EIM de
carotidas neste estudo. Considerando esse fato, foi demonstrado em estudo anterior que
diferentes regides da cardtida (ex: cardtida comum ou interna) podem apresentar diferentes

correlacdes com fatores inflamatorios (Thakore et al., 2007).
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Surpreendentemente, observamos no presente estudo uma forte correlagao
negativa ( r = -0.92, p=0.0156, n= 11), apesar do pequeno numero de individuos, entre o

TNF-a e a atividade da LPL no grupo muito alto.

E sabido que o TNF-a é capaz de estimular a superproducio hepética de
apoB100 em camundongos (Quin et al., 2008) e de bloquear o PPARYy, fortemente
envolvido no metabolismo de lipides (Ye, 2008). De forma contraria, a LPL foi
recentemente implicada na protecdo contra a inflamacdo. Sua atuacdo antiinflamatoria,
nesse estudo, consistiu em reduzir a liberagdo de VCAM-1 induzida por TNF-a ¢ TG em
células endoteliais de camundongos. O autor sugere que essa acdo deve estar relacionada a
liberacao de acidos graxos livres a partir de lipoproteinas ricas em TG, gerando assim,
ligantes de PPAR (Ziouzenkova et al. 2003). E interessante notar que no presente estudo
somente o subgrupo muito alto apresentou elevada atividade da LPL e se inclui no grupo

HIPER-A total com aumentado HDL;-TG.

Investigacdes adicionais sobre a HDL, sua composicdo, tamanho,
funcionalidade e seus mecanismos de a¢do na saide e na doenga, em especial na
aterosclerose, poderdo levar a um maior conhecimento da regulacdo de seu potencial
antiinflamatdrio, portanto antiaterogénico, e a novos alvos para o desenvolvimento de
terapias que tenham como objetivo elevar o colesterol de HDL. Este trabalho reitera que a
acdo bioldgica da HDL ¢ tdo importante quanto sua concentragdo, o que torna mais

complexa sua relagdo com a protecao cardiovascular.
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I- O estado de HIPER-A foi caracterizado bioquimicamente pela redugdo da
atividade sérica da LH e da CETP e o aumento da atividade da LPL e da
concentra¢do de ApoAl, com maior contetdo de colesterol nas subfracdes 2

e 3 da HDL;

2- A HIPER-A, em diferentes graus, ndo determinou prote¢ao antiinflamatéria
(medidas de proteina C-reativa, TNF-o e anticorpos anti-LDL oxidada
séricos) ou menor espessamento da camada intima média de carodtidas. Ao
contrario, o conglomerado de HIPER-A indicou uma distribuicdo em faixas

pro-inflamatdrias para os trés fatores estudados.

3- Uma interessante correlacdo de carater antiinflamatério entre a LPL ¢ o
TNF-a foi detectada apenas no subgrupo HIPER-A muito alto, com elevada
atividade de LPL, sugerindo maior hidrolise da HDL; rica em TG.
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