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RESUMO

Grobe, S.F. Aspectos metabdlicos e funcionais da particula de HDL: um estudo
comparativo entre pacientes com angina refrataria e angina nao limitante [tese]. S&o

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

Introducdo: Pacientes com angina refrataria (AR) tém duas vezes mais risco de
morte cardiovascular do que pacientes com sintomas néo limitantes de angina. A
particula de HDL possui diversas funcbes anti-aterogénicas que podem contribuir
com a protecdo cardiovascular e esse estudo tem como objetivo avaliar a
capacidade da HDL receber colesterol plasmatico em pacientes com AR. Métodos:
28 pacientes com AR e 41 controles com angina nao-limitante (AE) foram incluidos.
Foram analisadas a transferéncia de colesterol esterificado e nao esterificado para a
HDL a partir de uma nanoparticula lipidica artificial, o didmetro médio da HDL,
atividade da paraoxonase 1 (PON1), além da concentracdo de lecitina-colesterol
aciltransferase (LCAT) e da proteina de transferéncia de colesterol esterificado
(CETP). Para avaliacdo da complexidade anatdmica foi utilizado o Syntax Escore |.
Resultados: N&o houve diferenca entre 0s grupos quanto as comparacdes
envolvendo o ensaio de transferéncia de colesterol ndo esterificado (AE 4,94+0,61%
vs. AR 4,92+0,70%, p=0,91) e esterificado (AE 3,84+0,46% vs. AR 3,78+0,61%, p=
0,69), atividade da PON1 (AE 67,74+38,87U/L vs. AR 65,07+50,23, p=0,80) e
diametro da HDL (AE 9,07%£0,23nm vs. AR 9,05+0,32nm, p=0,81). Os dois grupos
mostraram ser anatomicamente complexos, com média de Syntax maior que 30,
sendo o grupo AR significativamente mais grave (AE 30,30+12,40 vs. AR
36,90+12,10, p<0,05). A complexidade anatbmica ndo mostrou correlacao
significativa com diametro da HDL, atividade da PON1, ou transferéncias de
colesterol nédo esterificado e esterificado para a HDL (p=0,98; p=0,47; p=0,94;
p=0,43; respectivamente). Conclusdo: N&o h& diferenca nos parametros
relacionados ao metabolismo e funcionalidade da particula de HDL, avaliados a
partir da transferéncia de colesterol ndo esterificado e esterificado, atividade da
PON1, didmetro médio da particula e concentracdo de LCAT e CETP, entre os
grupos AE e AR.
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ABSTRACT

Grobe, S.F. Metabolic and functional aspects of HDL particle: a comparative study
between patients with refractory and non-limiting angina [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2024.

Introduction: Patients with refractory angina (RA) have twice as much risk of
cardiovascular death than those with the less severe non-limiting angina (NLA)
presentation. The HDL fraction has several anti-atherosclerotic actions that can
contribute to this, and this study aimed to evaluate the capacity of HDL to receive
cholesterol in the plasma of patients with RA. Methods: 28 patients with RA and 41
controls with  NLA were included. The transfer of unesterified and esterified
cholesterol to HDL from a donor lipid emulsion, HDL diameter, paraoxonase 1
(PON1) activity, lecithin cholesterol acyltransferase (LCAT) and cholesterol ester
transfer protein (CETP) concentration and serum lipids and apolipoproteins, were
performed. The Syntax score | was used to assess anatomical complexity. Results:
There was no difference between the groups regarding the unesterified (NLA
4.94+0.61 vs. RA 4.92+0.70, p=0.91) and the esterified cholesterol transfer (NLA
3.84+0.46 vs. RA 3.78+0.61, p=0.69), PONL1 activity (NLA 67.74+38.87 vs. RA
65.07450.23, p=0.80) and HDL diameter (NLA 9.07+0.23 vs. RA 9.05+0.32, p=0.81).
Both groups presented anatomical complexity, but in RA patients, it was more severe
(NLA 30.30+12.40 vs. RA 36.90+£12.10, p<0.05). HDL diameter, PON 1 activity, and
transfer of unesterified and esterified cholesterol to HDL did not correlate significantly
with anatomical complexity (p=0.98; p=0.47; p=0.94; p=0.43; respectively).
Conclusion: There is no difference in the parameters related to HDL metabolism
and functionality, assessed based on the transfer of unesterified and esterified
cholesterol, PON1 activity, average particle diameter and concentration of LCAT and
CETP, between the NLA and RA groups.

Keywords: Angina. Refractory angina. Atherosclerosis. HDL. Nanoparticle. Lipid

transfer
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindrome Coronariana Crénica e 0 avanco para Angina Refrataria

As métricas que avaliam o impacto das doencas cardiovasculares (DCV) e
seus fatores de risco nas mortes no mundo séo claras: a doenca isquémica do
coracdo continua aumentando ao longo do tempo e impondo consequéncias
devastadoras a saude e bem-estar da populacéo. !

O processo aterosclerético costuma evoluir de maneira assintomatica por
décadas e sua progressdo ndo costuma ser linear. Ha claros periodos de
agudizacdo e avanco da placa sobrepostos a periodos de inflamacéo indolentes. 2 A
magnitude e o tempo de exposi¢cado aos principais fatores de risco cardiovasculares
determinam os riscos e complicacbes de cada individuo. 2 A partir disso, o
desenvolvimento da doenca arterial coronariana (DAC) passa ser uma questdo de
tempo. Se nada for feito, um endotélio disfuncionante somado a fatores de risco nédo
controlaveis invariavelmente dardo espaco para a doenca que mais mata no mundo.
A natureza dindmica da aterosclerose permite que os individuos se apresentem
desde o acometimento subclinico e assintomético, até a progressdo para angina
estavel e episodios de sindrome coronariana aguda (SCA). 4

Wiliam Heberden descreveu, no século XVIIl, o que entendemos hoje como
angina pectoris. A angina é considerada a principal manifestacdo clinica da
sindrome coronariana cronica (SCC) e aflige cerca de 5% dos individuos com mais
de 40 anos em todo o mundo. ® Fundamentalmente, a angina é classificada em 4
niveis de acordo com a Canadian Cardiovascular Society (CCS), sendo o nivel de
angina uma variavel elementar no manejo clinico dos pacientes, espelhando
gravidade, e servindo como guia na conducéo de cada caso. ©

Ha mais de 2 séculos, contemplamos 0s avangos nos recursos terapéuticos
dessa doenca, com inUmeras alternativas de tratamento medicamentoso,
intervencionista e terapias experimentais promissoras no que tange o controle da dor
e a melhora da qualidade de vida. Apesar do progresso, parte dos pacientes nao
tera sucesso no tratamento e podera manifestar uma face ainda mais desafiadora da
doenca: assim comeca a jornada dos pacientes com angina refrataria (AR), uma

condicéao clinica incapacitante e que promove maior risco cardiovascular.
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Diferentes mecanismos fisiopatoldégicos estdo envolvidos na isquemia
miocardica, mas entender que o conceito de AR guarda intima relacdo com
insuficiéncia coronariana na presenca de doenca aterosclerética, dor toracica
persistente apds 3 meses de tratamento clinico otimizado, além da inviabilidade dos
tratamentos intervencionistas convencionais, é primordial para o diagnostico correto
e para propor estratégias adequadas no seguimento. 7 Por longos anos, pacientes
com AR foram julgados como o fim da linha na evolucdo da SCC, sendo obrigados a
conviver com a dor e sem perspectiva de alivio.  Estima-se que 15% dos pacientes
com SCC apresentem sintomas refratarios %1 e agreguem, por isso, maior risco para
eventos coronarianos agudos e apresentem o dobro de risco para morte
cardiovascular. 112

Dados da Universidade de Duke mostram que pacientes com angina e
acometimento de mdultiplos vasos ao cateterismo cardiaco, quando mantidos em
tratamento clinico, tém 61% de taxa de reinternacbes em 5 anos e uma taxa
cumulativa de morte, infarto agudo do miocardio (IAM), revascularizacdo tardia ou
reinternacédo cardiaca de 78% no mesmo periodo. ¥ Segundo publicacdo de uma
pequena coorte da Cleveland Clinic, a mortalidade em 1 ano nos pacientes com AR
é de 17%. * No entanto, a maior coorte, e a Unica destinada exclusivamente ao
seguimento de longo prazo dos doentes com AR, envolveu a andlise de 1200
pacientes em Minneapolis e mostrou que a mortalidade dessa populacdo em 5 anos
foi cerca de 20%. 12 Mais de 50 mil casos de AR sédo diagnosticados a cada ano nos
Estados Unidos, computando cerca de 1,8 milhGes de pacientes convivendo com a
doenca atualmente. ® Grande parte da incapacidade de intervir no doente com AR
atribui-se ao acometimento difuso da arvore coronariana e da complexidade
anatébmicas das lesdes, ® incluindo reestenose de stent, oclusdo total cronica,
degeneracdo de enxertos venosos, 2 e é nitido que essa populacdo experimenta
maior incidéncia de re-hospitalizacdo por instabilidade dos sintomas quando
comparada a populacéo pouco sintomatica. 1’

Modificar agressivamente os fatores de risco e aplicar o arsenal terapéutico
disponivel tém potencial para frear a curva de mortalidade nessa populacdo e
promover melhora na qualidade de vida. > Mas, mesmo com todos os fatores de
risco controlados e tratamento clinico otimizado, ainda alguns individuos vao

progredir com a doenca aterosclerética, experimentar sintomas persistentes e
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eventos agudos recorrentes. Isto esta sustentado pelos pilares de aterotrombose,
inflamacéo vascular e metabolismo das outras lipoproteinas. 8

A preocupacdo com 0 processo aterosclerético vem desde a década de 60,
em que estabilizar o ateroma e impedir a sua progressdo eram objetivos pautados
majoritariamente na reducdo plasmética do colesterol da lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c). *° Ainda assim, ao entender que as lipoproteinas sédo as maiores
mediadoras da aterosclerose, faz-se indispensavel olhar para as outras particulas
além da lipoproteina de baixa densidade (LDL).

Até agora, além da LDL, a lipoproteina (a) [Lp(a)] € o unico biomarcador que
tem correlacdo independente com gravidade e progressdo da DAC, 2022 desfechos
cardiovasculares adversos, 22 bem como o incremento da angina. 242° A atuacéo da
Lp(a) no processo aterogénico é ampla e desafiadora, o que fez dessa particula um
marcador de risco cardiovascular e um potencial alvo terapéutico ja em estudo. 2°
Ainda hoje, nédo foi encontrado outro biomarcador para explicar o maior envolvimento
aterosclerético em pacientes com SCC avancada e AR. 1213 A busca por mais
marcadores do metabolismo lipidico capazes de discriminar pacientes com AR é
necessaria, podendo espelhar alteracdes metabdlicas relacionadas a progressao da
DAC e génese da dor.

Nesse sentido, o interesse sobre a lipoproteina de alta densidade (HDL)
cresceu em funcdo do seu complexo metabolismo, interacdo com outras
lipoproteinas do plasma e por alguns estudos mostrarem que a sua funcionalidade

alterada pode ser preditora de aterosclerose precoce e acelerada. 27-31

1.2 O papel da HDL na aterosclerose e seu mecanismo de cardioprotecao

Compreender o metabolismo lipidico impacta, seguramente, na prevencao da
doenca aterosclerdtica e suas consequéncias. Mas isso inclui, também, entender o
que h& além da concentracdo de LDL-c.

Designada como uma particula multifuncional, a HDL apresenta efeitos que
vao muito além do transporte reverso do colesterol (TRC) e é capaz de remodelar-se
continuamente dependendo da necessidade biolégica. Ao ativar sinais intracelulares
nos macrofagos, plaquetas e células endoteliais, a HDL promove ativagédo

imunologica com resposta inata nas inflamagbes agudas, acdo no sistema
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complemento, promocéo da angiogénese, comunicacdo célula a célula, melhora da
funcdo endotelial, estimulo a producdo e sensibilizagdo da insulina e maior
capacidade antioxidante, antitrombotica e anti-inflamatoria, que resumem parte de
suas propriedades antiaterogénicas. 3234

A particula de HDL é composta por uma superficie de fosfolipides, colesterol
nao esterificado e apolipoproteinas (apo) que garantem estrutura, interagcdo entre
células e atividade antiaterogénica. Ja seu nucleo estad repleto de colesterol
esterificado e pequena quantidade de triglicérides. 3 A HDL adquire um formato
esférico apds diversas interacbes celulares e entre lipoproteinas no plasma, que
mudam seu tamanho, composicdo, densidade e carga. 3336 A estruturacdo do
metabolismo da HDL é complexa e dependente de diferentes receptores, co-
transportadores, enzimas e proteinas presentes no plasma e nas superficies dos
6rgdos. 3233 Com isso, o TRC s6 sera valido se o ambiente estiver saudavel e todas
as etapas do seu metabolismo estiverem integras.

As pré-BHDL, particulas que dao origem ao ciclo do metabolismo da HDL, sao
achatadas e praticamente sem nucleo. 3738 Sua formacdo depende muito da
interacdo entre apo A-l com o transportador Al cassete ligante de adenosina
trifosfato (ABCA1) das superficies dos macroéfagos, intestino e figado. 3537 A apo A-l,
principal proteina da HDL, é capaz de captar o excesso de colesterol ndo
esterificado e de fosfolipides através de sua interacdo com os transportadores de
superficies e conduz o desenvolvimento da pré-BHDL a partir dos componentes
advindos da hidrélise de lipoproteinas ricas em triglicerideos. 3 Na circulacéo, a
interacdo da particula com os tecidos extra-hepaticos continua sendo fundamental
para a captacdo do colesterol periférico. Ao ser internalizado, o colesterol néo
esterificado da superficie da particula é esterificado por acdo da enzima lecitina-
colesterol aciltransferase (LCAT), e forma um nucleo lipidico maior, transformando a
particula em um formato esférico. 3237 A estrutura da particula assume uma
conformacdo madura conforme acontece a aquisicdo de colesterol e seu
armazenamento na forma esterificada dentro ndcleo hidrofébico, ou seja, a HDL
recolhe o colesterol ndo esterificado da periferia, esterifica-o e armazena-o no
ndcleo até que seja transportado até o figado. A etapa intermediaria desse processo
forma a particula de HDL3, esférica, e com um nucleo maior quando comparado a
BHDL. Ao cair na circulagéo, ela cresce em tamanho, conquista mais colesterol e se

transforma na HDL2, maior e ainda mais madura. 3>36 Tanto a HDL2 quanto a HDL3
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sdo susceptiveis a acdo plasmatica da proteina de transferéncia de colesterol
esterificado (CETP), capaz de trocar triglicerideos das lipoproteinas ricas em
triglicerideos (como os quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa densidade [VLDL]
e LDL) em troca de colesterol esterificado. 3°36 Através da sua interacdo com 0s
receptores scavenger classe B tipo 1 (SR-BI) nas células hepéticas, tanto a HDL rica
de triglicerideos quanto a HDL2 levam até o figado o colesterol que sera removido e

excretado na bile e nas fezes, dando fim ao processo de TRC. 323536 (Figura 1).



Figura 1 — Metabolismo da HDL.
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Fonte: Adaptado de Maranhdo e Freitas.®® Sintetizada pelo figado e intestino, a apolipoproteina (apo) A-l capta o excesso de colesterol livre (UC) e
fosfolipides (PL) das superficies das células através da interacdo com o receptor Al cassete ligante de adenosina trifosfato (ABCA1). Essa interacao
promove a formacao da pré-BHDL. Por agdo da enzima lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), ocorre a esterificagcao do colesterol, que transforma a HDL
nascente em uma particula esférica e mais madura. As particulas menores sdo HDL3 e as maiores com mais conteudo de colesterol esterificado (CE), as
HDL2. As particulas mais maduras sdo capazes de adquirir lipides de outras lipoproteinas e trocar CE por triglicerideos (TG) em funcdo da acao da lipase
lipoproteica e da proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP). O colesterol contido na HDL € transportado até o figado, reconhecido pelos
receptores scavenger classe B tipo | (SR-BI) e excretado na bile. O colesterol contido nas lipoproteinas contendo apo B é captado pelo receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDLR) no figado.
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1.2.1 Efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios da particula de HDL e sua acdo sobre

o endotélio

A oxidacao do LDL-c é ponto crucial no processo aterogénico, servindo como
fator quimiotético para a mobilizagdo de células inflamatorias e moléculas de adesao
a nivel subendotelial. A HDL tem em sua estrutura substancias capazes de conter o
processo oxidativo, fundamentalmente representadas pelas apo A-l e paraoxonases
(PON). A apo A-l, produzida no figado e intestino, € 0 maior componente proteico da
estrutura da HDL e esta responsavel por ativar diversos mecanismos ateroprotetores
no plasma: a agao antioxidativa, o aumento do efluxo de colesterol e a interagédo
com receptores SR-Bl e ABCA1. 39

Contudo, as PON constituem uma familia de proteinas com a maior
capacidade antioxidativa da HDL, provavelmente pela habilidade de hidrolisar e
reduzir a formacéo de hidroxiperdxidos de fosfolipides na superficie da LDL. 3° Séo
compostas por trés subtipos: PON1, PON2 e PON3. A primeira e a ultima fazem
parte da particula de HDL, enquanto que a PON2 é encontrada nos macroéfagos,
células endoteliais e células musculares lisas. 3%4° Estudos experimentais mostraram
o papel da PON no desenvolvimento da aterosclerose, especialmente o subtipo 1.
Foi proposto que ao incubar LDL e HDL juntas, sob condicdes oxidantes, a
guantidade total de peroéxidos lipidicos formados seria substancialmente menor do
gue quando as particulas fossem incubadas separadamente, esse fato sugere que a
oxidacdo da LDL é de fato menor na presencga da HDL. 4

A expressao de moléculas de adesao induzida por citocinas e o recrutamento
de mondcitos e leucdcitos a nivel de endotélio sdo as principais consequéncias da
oxidacdo da LDL. Esse mecanismo dispara o processo inflamatorio que perpetua a
formacdo da placa aterosclerdtica. Ao mesmo tempo em que inibir a oxidacdo da
LDL impacta em menor internalizacdo da particula para a camada intima do vaso e,
por consequéncia, menor formacdo de células espumosas, hd também menor
inflamacéo local. A acdo anti-inflamatéria atribuida & HDL vem da sua capacidade de
agir sobre as funcdes secretoras do endotélio 2 em que reduzir a expressdo das
moléculas de adesao ira impactar em menor interacdo do endotélio com mondcitos e
leucécitos e menor recrutamento e migracdo dessas células para o espacgo

subendotelial. 4> J& foi demonstrada a presenca abundante de molécula de adeséo



Introducéo 34

de células vasculares-1 (VCAM-1), molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) e
selectina-E nas placas ateroscleréticas. 4

O endotélio doente perde sua capacidade de autorregulacdo do fluxo
sanguineo e, com isso, 0 seu poder de vasodilatacdo. A aterosclerose prejudica
diretamente essa qualidade do vaso, reduz drasticamente a concentracdo de Oxido
nitrico derivado do endotélio, e é nesse ponto que a regulacdo mediada pela HDL
pode contribuir para mitigar essa evolugdo. * A HDL é capaz de estimular a
producado de prostaglandina pelas células endoteliais, melhorar a disponibilidade de
oxido nitrico local, e modular a sintese de peptideo C natriurético. Todos esses
fatores irdo culminar em maior vasodilatagdo e menor liberacdo de fatores de
crescimento, proliferacdo de células musculares lisas e secrecdo de endotelina-1.
40,42,43

Existem algumas perspectivas e avangos nos tratamentos da HDL. Partindo
desses conceitos, alguns estudos com infusdo de HDL reconstituido e delipidado e
de apo A-lI foram desenvolvidos a fim de entender melhor a dindmica metabdlica da
particula e talvez proporcionar uma nova estratégia terapéutica. 46-48

Em uma pequena comunidade da Italia, foi identificada uma variante da apo A-
| que mantinha niveis de colesterol da HDL (HDL-c) muito baixos nessa populacéo,
entre 10 e 30mg/dL. 4’ Apesar disso, esses individuos apresentavam alta
longevidade e menos aterosclerose do que se imaginava. A apo A-l passou, entao, a
ser um alvo terapéutico, principalmente na sua variacdo natural tipo Milano. Um
estudo realizado em 2003 avaliou, em 123 pacientes, a infusdo de HDL
recombinante contendo apo A-l1 Milano em pacientes com SCA. Esse tratamento
resultou numa significativa reducdo na placa de ateroma em coronarias avaliadas
por ultrassom, com uma diminuicdo no volume total da placa de 4,2% apos 5
semanas de tratamento. 4’ Um estudo subsequente chamado ERASE (Effect of
rHDL on Atherosclerosis - Safety and Efficacy) avaliou a regressao do ateroma com
a infusdo de HDL reconstituido em 183 pacientes com DAC. O resultado néo
mostrou reducao de ateroma, mesmo assim, a proposta dos estudos com infuséo de
HDL sinaliza uma terapia clinicamente factivel e impulsiona novas investigacdes sob

esta perspectiva. 4
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1.3 Racional cientifico

Ha mais de 50 anos o aspecto quantitativo do HDL-c passou a ser um
relevante preditor de desfecho cardiovascular nos individuos saudaveis. Além do
mais, cerca de 40% dos pacientes com DAC apresentam niveis baixos de HDL-c. 4°

Sabe-se, desde o estudo de Framingham, que o valor plasmatico do HDL-c é
um marcador de risco para a doenca aterosclerética. °° Uma subandlise desse
estudo mostrou a associacdo entre a maior incidéncia de DAC em pacientes acima
de 50 anos, independente do sexo, e baixos niveis plasmaticos do HDL-c. Além
disso, o HDL-c esteve associado a piores condi¢cfes de saude: intolerancia a glicose,
niveis de pressédo arterial e excesso de peso. ° Para cada redugdo de 5mg/dL de
HDL-c houve um aumento de 25% no risco de IAM. 5! Apesar disso, ja era discutido
se os valores plasméticos do HDL-c apontavam a direcdo quanto ao risco
cardiovascular da populacédo ou seria também um guia para o tratamento. °° Apesar
dos estudos epidemiolégicos sugerirem que ha uma relacdo inversa entre as
concentracfes do HDL-c e prevaléncia e desfechos cardiovasculares desfavoraveis,
52 coortes mais recentes colocam esse pensamento sob divida, especialmente nos
pacientes com doenca estabelecida. JA nessa época, com o inicio da terapia
farmacoldgica com estatinas para melhor controle lipidico e a busca por metas mais
rigorosas, o entendimento sobre a relacdo causal entre lipoproteinas e aterogénese
ganhou outro foco e o controle intensivo do LDL-c passou a ser prioridade. 3253

Com mais de 600 mil pacientes sem DAC, uma das maiores coortes
observacionais do mundo determinou se haveria associacado entre HDL-c e morte
cardiovascular e ndo cardiovascular. Mais do que somente o risco cardiaco, esse
trabalho mostrou que os baixos niveis de HDL-c foram reflexo da ma condicdo de
saude como um todo, pacientes com mais comorbidades, piores condi¢des
sociodemogréficas e, por consequéncia, também maior mortalidade por todas as
causas. % Dados do estudo MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) mostraram
nao haver impacto e aumento da mortalidade no seguimento de 10 anos nos
pacientes com baixos niveis de HDL-c e que estavam em prevencdo primaria. °!
Mais de 4 mil chineses foram seguidos por cerca de 27 meses a fim de avaliar a
relacdo entre niveis de HDL-c e gravidade e prognostico de pacientes com DAC. O

resultado foi negativo mesmo quando considerados idade, sexo e niveis de LDL-c.

32,33
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Estudos de randomizacdo mendeliana apontam para uma relagdo nao tao
6bvia e direta entre HDL e aterosclerose. >* Polimorfismos genéticos podem explicar
a grande variacao fenotipica relacionada aos lipides, e a influéncia deles sobre os
valores de HDL-c ndo seria diferente. A base hereditaria € muito forte quando se
avalia HDL-c baixo e esse fato foi investigado em uma revisao que avaliou estudos
genéticos entre 1990 e 2013. Defeitos nos genes da apo A-l, lipase lipoproteica, bem
como LCAT e ABCAL, culminam com baixos niveis plasmaticos de HDL-c e
consequente maior risco de DAC. °°> Embora essa relacdo parecga coerente e linear,
alteracdes genéticas que promovem um aumento muito significativo de HDL-c, como
deficiéncia de CETP ou lipase hepatica, °6 ndo mostraram protecéo cardiovascular,
inclusive sugerindo aumento na incidéncia de IAM. 5457 Cerca de 43 mutacdes foram
descritas relacionadas a apolipoproteina A-1 e a Unica variante que parece nao
aumentar o risco cardiovascular é a do tipo Milano. Ao passo que pacientes com
mutacdes no gene da ABCALl, em que a particula de HDL estd praticamente
ausente, estdo sob maior risco cardiovascular. 5456

Dados do estudo CANHEART (Cardiovascular Health in Ambulatory Care
Research Team) apontam para um conceito alternativo, em que a concentracdo de
HDL-c manifesta um comportamento bimodal de risco, ja que homens com valores
plasmaticos de HDL-c acima de 70mg/dL e mulheres acima de 90mg/dL tiveram
maior mortalidade néo cardiovascular. °> Um estudo de coorte de 2022 mostrou que
pacientes com DAC e HDL-c acima de 80mg/dL estiveram sob maior risco de
mortalidade cardiovascular e por todas as causas quando comparados com
individuos que apresentavam HDL-c entre 40 e 60mg/dL. 58 Em 2017, duas coortes
dinamarquesas também mostraram esse comportamento em “U”. Tanto niveis
reduzidos quanto aumentos extremos nos valores plasméaticos da particula
aumentaram a mortalidade por todas as causas, independente do sexo. 3253

A relevancia biologica da particula de HDL é indiscutivel, visto todas as suas
propriedades antiaterogénicas, mas a arte esta justamente na interpretagcdo dos
seus resultados considerando a populacdo avaliada. Diversos estudos com
intervencdo farmacoldgica responderam que nao € possivel atenuar 0 risco
cardiovascular com medicamentos que s6 aumentem 0s niveis plasmaticos de HDL-
c. 5961 O aumento indiscriminado dos seus valores néo traz impacto sobre o risco
cardiovascular, ndo podendo considera-lo, entdo, como um marcador de beneficio

na populacdo com DAC. ©?
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1.4 Qualidade x Quantidade: a importancia dos aspectos qualitativos da HDL

E justo pensar que quanto mais HDL circulante estiver disponivel, maior
qguantidade de colesterol periférico sera captado e, por consequéncia, excretado
através do TRC. 6063 Contudo, a competéncia da particula em predizer o risco
cardiovascular guarda intima relagdo com a sua capacidade antiaterogénica e nao
necessariamente com seu nivel plasmatico de colesterol. 32 A partir disso, algumas
metodologias foram desenvolvidas para esse fim. Um sistema de nanoparticulas
capaz de avaliar a transferéncia de lipides entre diferentes classes de lipoproteinas,
desenvolvido por Maranhdo e colaboradores, foi capaz de mostrar que a
funcionalidade da HDL estd comprometida em diversas situacdes clinicas, incluindo
a DAC. 28-31,64

A habilidade da HDL em adquirir e transferir colesterol impacta na sua
estrutura, forma e distribuicdo nas subclasses, pilares fundamentais na protecao

cardiovascular. 3%
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2 JUSTIFICATIVA

Diante da observacao de que pacientes com AR configuram um dos extremos
da SCC, com maior morbimortalidade em relagdo aos pacientes sem limitacao
funcional, maior acometimento da &rvore coronariana e progressao da doenca
aterosclerotica ao longo do tempo, propfe-se a analise da funcdo da particula de

HDL como um marcador de risco para angina refrataria.

2.1 Hipotese

Ha diferenca nos aspectos metabdlicos e funcionais da particula de HDL entre
pacientes com AR e angina ndo limitante (AE).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario

Comparar, entre pacientes com AR e AE, a capacidade da particula de HDL
de receber colesterol de outras lipoproteinas a partir do ensaio de transferéncias de

colesterol ndo esterificado e esterificado de uma nanoparticula lipidica artificial.

3.2 Objetivos secundarios

3.2.1 Comparar 0s aspectos metabolicos e funcionais da particula de HDL entre
pacientes com AR e AE a partir das seguintes determinagoes:

a) Atividade da PON1;

b) Diametro médio das particulas de HDL;

c) Concentracdes plasmaticas de LCAT e CETP.

3.2.2 Correlacionar os aspectos metabdlicos e funcionais da particula de HDL, acima

elencados, com a complexidade anatdémica coronariana a partir do Syntax escore |.
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4 METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com os principios éticos da Universidade
de S&o Paulo e seguindo as orientagcdes da Declaragcdo de Helsinki. Trata-se de
estudo transversal, unicéntrico, descritivo e comparativo. A busca pelos participantes
foi realizada pela pesquisa em prontuario eletrénico do Instituto do Coracdo do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(InCor - HCFMUSP). Os pacientes foram selecionados a partir da Unidade
Ambulatorial do Nucleo de Estudos e Pesquisa em Angina Refrataria (NEPAR), da
Unidade de Coronariopatia Cronica e da Unidade de Aterosclerose, quando
atendidos os critérios de inclusédo e exclusédo descritos abaixo. Os pacientes leram o
termo de consentimento livre e esclarecido e aceitaram participar do estudo. Foram
esclarecidas todas as duvidas e antes da realizacdo de qualquer procedimento, o
termo foi assinado e datado em duas vias. O projeto de pesquisa foi aprovado pela
Comissdo de FEtica de Pesquisas do InCor-HCFMUSP, sob numero:
16233519.4.0000.0068.

O fluxograma a seguir ilustra como o protocolo clinico foi seguido durante o
estudo (Figura 2).
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Figura 2 — Fluxograma do protocolo clinico.
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4.1 Calculo do tamanho amostral

O célculo do tamanho amostral abaixo usou como referéncia o percentual de

variacdo das taxas de transferéncia de colesterol néo esterificado de uma

nanoparticula lipidica artificial para HDL-c observado em um trabalho publicado por

Maranh&o e colaboradores. 63

Numero de grupos: 2

Parametros utilizados:
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Alfa= 0,05

1-=0,80

Médias: AE: 3,8 £1,2

AR:2,9+-1,2

Desvio padrao: 3

Assumindo a hipétese que o grupo AR teria 25% a menos de transferéncia de

colesterol ndo esterificado, chega-se a um numero de 28 participantes por grupo.

4.2 Critérios de inclusao

Comuns a ambos os grupos de pacientes:
- Ambos os sexos séo elegiveis;
- Idade maior ou igual a 18 anos;
- Uso de estatinas em doses maximamente toleradas ha pelo menos 3 meses;
- Angiografia coronariana com evidéncia de DAC obstrutiva, com pelo menos 50%
de comprometimento do vaso epicéardico;
- Angiografia coronariana com no maximo 2 anos da data de incluséo;
- Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
Para os pacientes do grupo AR, além dos critérios acima:
- Presenca de sintomas incapacitantes de acordo com classe de angina da CCS (Il
ou V) por pelo menos 3 meses em terapia antianginosa maximamente tolerada (3
classes diferentes) e ndo candidatos a procedimentos de revascularizacao;
- Documentacdo objetiva de isquemia miocérdica estresse-induzida por qualquer
método.
Para os pacientes do grupo AE, além dos critérios citados:
- Angina CCS O ou I.

- Uso de no méaximo 2 classes diferentes de antianginosos

4.3 Critérios de exclusao

Comuns a ambos o0s grupos de pacientes:

- Historia de SCA nos ultimos seis meses;
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- Uso de hormdnios anabolizantes nos ultimos seis meses;

- Uso atual de terapia antirretroviral para tratamento do virus da imunodeficiéncia
humana;

- Uso de fibratos nos ultimos trés meses;

- Hipotireoidismo primario ou secundéario ndo compensado (valores de hormdnio
estimulador da tireoide (TSH) = 10 pUI/mL);

- Praticantes de atividade fisica em pelo menos 5 dias na semana e/ou de alto
rendimento;

- Doenca renal cronica estagio V (dialitica);

- Mulheres em idade fértil;

- Terapia de reposi¢cao hormonal na mulher;

- Etilismo cronico;

- Uso de agentes imunossupressores nos ultimos trés meses;

- Diagnéstico atual de sindromes colestaticas ou hepatopatias crbnicas;

- Hipercolesterolemia familiar;

- Participacdo concomitante em outro estudo.

4.4 Coleta de sangue

Individuos em uso de estatinas isoladamente ou em associagcdo a outros
agentes hipolipemiantes suspenderam seu uso por 30 dias antes da coleta de
sangue. Foram coletados 4 tubos de plasma contendo EDTA e 2 tubos de soro de
cada paciente por meio de coleta de sangue venoso periférico, apos 12 horas de
jejum. As coletas foram feitas no periodo da manha no Laboratério de Metabolismo e

Lipides do InCor-HCFMUSP por técnico habilitado e armazenadas no mesmo local.

4.5 Determinagfes bioquimicas

Os niveis plasmaticos de triglicerideos e colesterol total foram determinados
por método colorimétrico enzimético (Siemens Healthcare, Newark, EUA). O HDL-c
foi determinado pelo mesmo método utilizado para o colesterol total, apos

precipitacdo quimica das lipoproteinas que contém apo B, utilizando-se reagente
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precipitante constituido por cloreto de magnésio e &acido fosfotungstico. O LDL-c foi
estimado pela equacdo de Friedewald (LDL-c = colesterol total - HDL-c -
(triglicerideos/5). % A concentracdo de ndo HDL-c foi calculada (Ndo-HDL-c =
Colesterol total - HDL-c). As concentracdes plasmaticas de apo A-l e B foram

determinadas através do método imunonefelometria (Siemens Healthcare).

4.6 Preparo da nanoparticula lipidica artificial

A nanopatrticula lipidica artificial foi preparada segundo a técnica descrita por
Ginsburg, Small e Atkinson %6 e modificada por Maranh&o e colaboradores. 7 Em um
frasco, foram pipetados 40mg de fosfatidilcolina, 20mg de oleato de colesterol, 1mg
de trioleina e 0,5mg de colesterol, diluidos em cloroférmio:metanol (2:1). Foram
também adicionados a mistura de lipides, os is6topos 3H-colesterol esterificado e
14C-colesterol nédo esterificado. Os solventes residuais foram entdo evaporados da
mistura sob fluxo de nitrogénio e dessecacdo a vacuo por 16 horas a 4°C. Apés a
adicdo de 10mL de tampéo Tris-HCI 0,01M pH 8, a mistura de lipides foi
emulsificada por irradiagéo ultrassonica, utilizando-se equipamento Branson, modelo
450A (Arruda Ultra-Som, S&o Paulo, Brasil) poténcia 125W, durante 3 horas, com
temperatura variando entre 51°C a 55°C. Para obtencdo da nanoparticula lipidica
artificial na faixa de diametro e tamanho desejados, a solucéo lipidica foi purificada
em duas etapas de ultracentrifugacéo. Na primeira etapa (200.000g por 30 minutos a
4°C), o sobrenadante foi removido por aspiracado (1mL) e desprezado. Ao restante
do material foi adicionado brometo de potassio (KBr) ajustando a densidade para
1,21g/mL. Apés a segunda centrifugacdo (200.000g por 2 horas a 4°C), a
nanoparticula lipidica artificial foi recuperada no topo do tubo por aspiracdo. O
excesso de KBr foi removido por dialise em tampédo Tris HCI 0,01M pH=8.
Finalmente, a emulsdo foi esterilizada por filtragdo em membrana Millipore de

0,22um de porosidade sob fluxo laminar e armazenada a 4°C por até 15 dias.
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4.7 Ensaio de transferéncia de lipides da nanoparticula lipidica artificial para
HDL

O ensaio de transferéncia de lipides para HDL foi realizado segundo descrito
por Lo Prete e colaboradores. 3 Uma aliquota de 200uL de plasma dos participantes
foi incubada com 50uL da nanoparticula marcada com os lipides radioativos (3H-
colesterol esterificado e “C-colesterol ndo esterificado) a 37°C sob agitacdo durante
1 hora. ApGs esse procedimento, foram adicionados 250uL de reagente precipitante
(0,2% Dextran / 0,3mol/L MgCl2) seguida de agitacdo por 30 segundos e
centrifugagéo por 10 minutos a 3000rpm. O infranadante, contendo a nanopatrticula
e as lipoproteinas plasméaticas que contém apo B, VLDL e LDL, foi desprezado. No
sobrenadante, contendo a HDL, foi contada a radioatividade presente em contador
de cintilagdo liquida (Hidex, Turku, Finlandia), que corresponde a transferéncia dos
lipides radioativos da nanoparticula para a HDL do individuo. Foi calculada a
percentagem de transferéncia de cada um dos lipides radioativos, considerando
como 100% a radioatividade total utilizada na incubacdo. Os resultados foram
expressos em percentagem de lipides transferidos. O ensaio de transferéncia

lipidica in vitro esta representado a seguir (Figura 3).
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Figura 3 — Transferéncia de colesterol in vitro de uma nanoparticula lipidica para a
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Fonte: Adaptado de Maranhéo e Freitas. 38
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4.8 Determinacgao do diametro da particula HDL

Em amostra de plasma fresco, a HDL foi separada por precipitagcdo quimica
das lipoproteinas que contém apo B, através da adicao de polietileno glicol (PEG)
8000 (200g/L). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas vigorosamente
durante 30 segundos e posteriormente centrifugadas a 5.000rpm durante 10
minutos. O sobrenadante contendo HDL foi diluido em solucé&o de Na CI (10mmol/L)
e, em seguida, filtrado em filtro Millipore 0,22um de diametro. A medida do diametro
da HDL foi realizada por espalhamento dinamico de luz (Zetasizer Nano-ZS,
Malvern, Reino Unido) em um angulo de 90° e em 658nm, e expressos pelos

resultados médios obtidos em 10 corridas de 1 minuto cada. 68

4.9 Determinacao da atividade da PON1

A atividade da PON1 associada a HDL foi medida adicionando-se 25uL de
soro a 500uL de tampéo Tris-HCI (0,1M, pH 8) contendo 2 mmol/L de CaCl2 e
1,1mmol/L de paraoxon (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). Em seguida foi adicionado
200mL da mistura (tampéo + soro), em placa de 96 pocos, em duplicata. A geragao
de p-nitrofenol foi medida a 405nm a 37°C em leitor de microplaca (Multilabel Reader
VictorTMX3, PerkinElmer, Massachusetts, EUA). Para o calculo da atividade da
enzima, a média da variacdo das absorbancias foi multiplicada pelo fator
1163,43nMol/mL.

4.10 Determinacao da concentracédo de LCAT e de CETP

A concentragdo de LCAT e de CETP foi determinada pelo ensaio de

imunoabsorcdo enzimatica (método ELISA, Cloud-clone Corp, Katy, EUA).
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4.11 Andlise do Syntax escore |

O diagnodstico de DAC foi realizado de acordo com exames angiograficos
disponiveis no sistema hospitalar da instituicdo. A partir desse acesso, a analise da
complexidade anatémica foi executada por um Uunico observador, Cardiologista
Intervencionista do InCor-HCFMUSP.

O método escolhido para essa determinacdo foi o Syntax escore |,
instrumento amplamente utilizado para determinar a gravidade e o progndstico da
DAC. Quanto maior a pontuacdo da soma das suas variaveis, maior a complexidade

anatbmica.

4.12 Anélise estatistica

As variaveis quantitativas foram submetidas ao teste de Kolmogorov-Smirnov
para avaliagdo da normalidade da distribuicdo. Os resultados estdo descritos por
médias e desvios padrdo ou medianas e intervalo interquartilico (variaveis
quantitativas) ou por frequéncias e percentuais (variaveis categoricas). A
comparacao entre médias se deu por meio de testes ndo-paramétricos (teste de
Mann-Whitney) naquelas varidveis com distribuicdo nao-normal, e testes
paramétricos (teste t de Student) naquelas com distribuicdo normal; para a
comparacao das frequéncias utilizou-se o teste qui-quadrado ou teste exato de
Fisher. A associacdo entre variaveis continuas de interesse foi testada através do
modelo de regressao linear e esta apresentada sob a forma de gréficos de disperséo
e curvas de tendéncia. Valores de p<0,05 indicam significancia estatistica. Para os
calculos estatisticos, utilizou-se o pacote IBM SPSS Statistics for Windows versao
29.0 (2022).
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5 RESULTADOS

Ao total, foram avaliados 851 prontuarios, sendo 584 do grupo AE e 267 do
grupo AR. Para o grupo AE, dos 584 prontuarios analisados, 455 foram excluidos,
especialmente por ndo possuirem cateterismo ou ndo o terem realizado
recentemente (dentro de 2 anos do ano da inclusdo) ou, ainda, por nao ter sido
diagnosticado DAC obstrutiva ao exame. Dos 129 pacientes selecionados, 79 nao
foram incluidos, sendo a razao principal o ndo consentimento para o estudo. Assim,
foram incluidos 50 pacientes, dos quais 41 realizaram a coleta de sangue no
laboratorio (Figura 4).

No grupo AR, dos 267 prontuarios analisados, 232 foram excluidos. Dentre os
principais critérios de exclusdo, temos a auséncia de angina ou limitacao funcional e
a realizagdo do cateterismo cardiaco ha mais de 2 anos do ano de incluséo. Dos 35
pacientes selecionados, 6 ndo foram incluidos, sendo que 4 deles ndo deram o
consentimento para o estudo. Ao final, foram incluidos 29 pacientes, dos quais 28
realizaram a coleta de sangue no laboratério. O fluxograma do recrutamento dos

pacientes no estudo esta a seguir (Figura 4).
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Figura 4 — Fluxograma do recrutamento dos pacientes no estudo

Avaliagio de elegibilidade
(n=851)

Exclusiio (n=687)
- Auséncia de cateterismo cardiaco ou DAC
obstrutiva (n=70)
- Cateterismo cardiaco realizado ha mais de 2
anos (n=107)
- Auséncia de dor ou limitagio funcional (n=58)
- Qutros critérios de exclusio avaliados em

v conjunto (n=452)
Selecionados
(n=164)
Grupo Angina nao limitante (n=129) Grupo Angina refrataria (n=35)
Exclusdo (n=79) Exclusido (n=6)
Nao aceitaram (n=41) Naio aceitaram (n=4)
QOutros critérios avaliados em conjunto (n=38) Qutros critérios avaliados em conjunto (n=2)
Incluidos
®=79)
Exclusio (n=9) Exclusio (n=1)
Nio retornaram (n=6) Nio retornou {(n=1)
CRM antes da coleta {n=1)
Desistiram (n=2)
Coletados
(n=69)
Grupo Angina ndo limitante Grupo Angina refratiria
(n=41) (n=28)

CRM: cirurgia de revascularizacdo do miocardio.

As caracteristicas demograficas e fatores de risco cardiovasculares

selecionados podem ser vistos na Tabela 1. Nota-se que 0s grupos sdo similares
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quanto ao sexo, idade e indice de massa corporal (IMC), bem como a presenca de
fatores de risco cardiovasculares (hipertensao arterial, dislipidemia, diabetes mellitus
e tabagismo). O diagnodstico de dislipidemia foi obtido através da anamnese e

confirmada por registro em prontuario.

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e fatores de risco cardiovasculares dos

grupos estudados.

AE (n=41) AR (n=28) Valor de p

Idade (anos) 6518 6619 0,44
Sexo masculino (n(%)) 32 (78) 20 (71) 0,57
Raca 0,68

Branco (n(%)) 30 (73) 23 (82)

Negro (n(%)) 9 (22) 4 (14)

Asiatico (n(%)) 2 (5) 1(4)
Tabagismo (n(%)) 5(12) 0 (0) 0,07
HAS (n(%)) 32 (78) 26 (93) 0,17
Diabetes mellitus (n(%o)) 17 (41) 15 (54) 0,33
Dislipidemia (n(%)) 40 (98) 28 (100) >0,99

Dados expressos em média + desvio padrdo ou em (n(%)). AE, angina nédo limitante; AR, angina
refrataria; HAS, hipertensao arterial sistémica.

A Tabela 2 resume as caracteristicas basais da populacdo. Os grupos foram
semelhantes quanto as condi¢des clinicas associadas (acidente vascular cerebral
prévio e doenca vascular periférica). A fracdo de ejecdo também foi semelhante
entre os grupos. Na avaliagdo hemodinamica, observa-se controle mais intensivo da
frequéncia cardiaca no grupo AR, mas sem diferenca no controle dos valores
pressoricos. Percebe-se significativa diferenca quanto a presenca de IAM prévio
(p<0,001). Tanto o histérico de IAM quanto o numero de eventos foram maiores no
grupo AR. A realizacdo de intervencdo coronariana cirargica e/ou percutanea e o
namero de procedimentos foram significativamente maiores no grupo AR quando

comparada ao grupo AE (p<0,001). Ao analisar a complexidade coronariana pelo
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Syntax escore |, nota-se dois grupos anatomicamente complexos, contudo, 0 grupo

AR mostrou-se ser ainda mais grave (p=0,03).

Tabela 2 — Caracteristicas basais dos grupos estudados.

AE (n=41) AR (n=28) Valor de p

IMC (kg/m?) 26,89+4,04 27,75+4,92 0,44
Presséo arterial (mmHgQ)

Sistolica 132+27 124+24 0,78

Diastolica 74+13 73+11 0,62
Frequéncia Cardiaca (bpm) 7112 6518 0,01
Fracdo de ejecao média (%) * 50+13 52+12 0,53
Doenca vascular periférica (n(%)) 2 (5) 0 (0) 0,51
AVC prévio (n(%)) 0 (0) 0 (0) >0,99
IAM prévio (n(%)) 21 (51) 22 (79) 0,02

Numero de IAM 0,50+0,60 1,60+1,60 <0,001
ICP prévia (n(%)) 6 (15) 23 (82) <0,001

Numero de ICP 0,10+0,30 2,0+£2,2 <0,001
CRM prévia (n(%)) 1(2) 23 (82) 0,001

Numero de CRM 0,02+0,16 1,21+0,79 0,001
Média do Syntax escore | 30,30+12,40 36,90+12,10 0,03

Dados expressos em média + desvio padrdao ou em (n(%)). AE, angina nao limitante; AR, angina
refrataria; AVC, acidente vascular cerebral; CRM, cirurgia de revascularizagdo miocérdica; 1AM,
infarto agudo do miocardio; ICP, intervengdo corondria percutanea; IMC, indice de massa corporal *
namero total de pacientes do grupo AE com fragdo ejecao avaliada é de 31.

A Tabela 3 mostra a classificacdo de angina dos grupos e o tratamento
medicamentoso utilizado. A maioria dos pacientes do grupo AE ndo apresentava
sintomas, enquanto que a maior parte do grupo AR apresentava angina
incapacitante para minimos esforcos. N&o houve diferenca na prescricdo de

antiplaquetarios, estatinas, inibidores da enzima conversora de
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angiotensina/bloqueadores do receptor de angiotensina 2, betabloqueadores,
ranolazina e alopurinol. Porém, como esperado, houve significativamente maior uso
de antianginosos, como nitratos de longa duracéo, trimetazidina e ivabradina no

grupo AR.

Tabela 3. Classificacao de angina e tratamento medicamentoso dos grupos

estudados.
AE (n=41) AR (n=28) Valor de p
Classificacdo CCS (n(%))
0 24 (58) 0(0)
| 17 (41) 0(0)
[ 0 17 (61)
1l 0 11 (39)
Numero de antianginosos 1,2+0,5 4,0+0,7 <0,001
Medicamentos (n(%))
BRA 14 (34) 9 (32) >0,99
IECA 23 (56) 9 (32) 0,08
Betabloqueador 37 (90) 27 (96) 0,64
Anlodipino 7 (17) 25 (89) <0,001
Nitrato 4 (10) 26 (93) <0,001
Trimetazidina 1(2) 26 (93) <0,001
Ilvabradina 0 (0) 4 (14) 0,024
Alopurinol 0 (0) 2(7) 0,161
Ranolazina 0 (0) 2(7) 0,161
AAS 40 (98) 28 (100) >0,99
Clopidogrel 10 (24) 6 (21) >0,99

Dados expressos em média + desvio padrdo ou em (n(%)). AAS, acido acetilsalicilico; AE, angina nao
limitante; AR, angina refrataria; BRA, bloqueadores do receptor da angiotensina Il; CCS, classificacao
de angina pela Canadian Cardiology Society; IECA, inibidores da enzima conversora de angiotensina.
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Todas as determinacdes bioguimicas estdo apresentadas na Tabela 4. Nota-
se que ndo houve diferenca entre os valores plasméticos dos lipides e das

apolipoproteinas entre os grupos estudados.

Tabela 4 — Determinac¢des bioguimicas nos grupos estudados.

AE (n=41) AR (n=28) Valor de p

Colesterol (mg/dL)

Total 22755 23358 0,64

LDL 149+47 152+51 0,84

N&o-HDL 184+54 189+58 0,70

HDL 43+10 44+11 0,67
Triglicérides (mg/dL) 1771101 182+111 0,84
Apolipoproteinas (g/L)

A-l 1,33%0,20 1,35+0,20 0,64

B 1,18+0,33 1,21+0,33 0,76

Dados expressos em média + desvio padrdo. AE, angina nao limitante; AR, angina refrataria; LDL,
lipoproteina de baixa densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade.

As transferéncias de colesterol esterificado e ndo esterificado para a HDL em
cada grupo do estudo estao descritas na Tabela 5. Os resultados obtidos ndo foram

estatisticamente diferentes entre 0s grupos.

Tabela 5 — Transferéncia de lipides para a HDL nos grupos estudados.

AE AR Valor de p
Colesterol esterificado (%) 3,84+ 0,46 3,78+ 0,61 0,69
Colesterol ndo esterificado (%) 4,94 £ 0,61 4,92 £0,70 0,91

Dados expressos em médiatdesvio padrdo. AE, angina nao limitante; AR, angina refrataria; HDL,
lipoproteina de alta densidade.
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Ao analisar as medidas do diametro da particula de HDL bem como a
atividade antioxidativa pela avaliacdo da PON1 (Tabela 6), os resultados
permanecem nado significativos, e nao mostram diferencas entre 0s grupos

avaliados.

Tabela 6 — Diametro da HDL e atividade da PON1 nos grupos estudados.

AE AR Valor de p
Diametro da HDL (nm) 9,07 £ 0,23 9,05+ 0,32 0,81
Atividade da PONL1 (U/L) 67,74 + 38,87 65,07 £ 50,23 0,80

Dados expressos em média + desvio padrdo. AE, angina ndo limitante; AR, angina refrataria; HDL,
lipoproteina de alta densidade; PON1, paraoxonase 1.

As concentracfes de LCAT e de CETP estdo na Tabela 7. Como se pode

observar, ndo houve diferenca dessas variaveis entre 0s grupos.

Tabela 7 — Concentracéo de LCAT e de CETP nos grupos estudados.

AE AR Valor de p
LCAT (ug/mL) 46,59 + 15,09 51,93 + 19,26 0,20
CETP (ug/mL) 0,43+0,20 0,44 + 0,19 0,89

Dados expressos em média + desvio padrao. AE, angina nao limitante; AR, angina refrataria; CETP,
proteina de transferéncia de colesterol esterificado; LCAT, enzima lecitina-colesterol aciltransferase.

Ao realizar a analise de regressao linear entre Syntax escore | e as variaveis
correspondentes a funcionalidade da HDL (transferéncias de colesterol, diametro da
HDL e atividade da PON1), o resultado ndo demonstra relevancia estatistica. Mesmo
explorando a relacdo intragrupo, o valor final de p permanece néo significativo. As
analises feitas com a populacdo total estdo ilustradas nas Figuras 5 e 6, que

englobam os graficos de dispersao.
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Figura 5 — Correlacdo entre a transferéncia de colesterol ndo esterificado (A) e de

colesterol esterificado (B) e o Syntax escore I.
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Figura 6 — Correlacdo entre o diametro de HDL (A) e atividade de PON1 (B) e o
Syntax escore |.
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Ao verificar a correlagcéo entre as concentragdes de LCAT e de CETP com a
transferéncia de colesterol ndo esterificado e colesterol esterificado da nanoparticula
para a HDL, os resultados se mantém. Nao ha significancia estatistica, conforme os

valores de p descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Correlacdo entre LCAT e CETP e transferéncia para a HDL nos grupos

estudados.
Transferéncia de colesterol Transferéncia de
nao esterificado colesterol esterificado

0,616 0,430

LCAT (ug/mL)
r2 0,004 0,009
p 0,616 0,578

CETP (ug/mL)
r2 0,004 0,005

CETP, proteina de transferéncia de colesterol esterificado; LCAT, enzima lecitina-colesterol
aciltransferase.

A correlagéo entre a concentragdo de LCAT e de CETP com o diametro
meédio da particula de HDL esta exposta na Figura 7. Nao houve correlacéo

estatisticamente significativa entre essas variaveis.
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Figura 7 — Correlacao entre a concentracédo de LCAT (A) e da CETP (B) e o diametro
da HDL.
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6 DISCUSSAO

Nosso estudo mostrou que a funcdo da HDL, avaliada pelo seu diametro,
atividade da PON1, concentracdo de LCAT e CETP e variaveis de transferéncia de
colesterol, ndo se comportou como um marcador de risco para AR. Apesar dos
nossos resultados, ainda assim, devemos enxergar a HDL como muito mais do que
apenas um carreador de lipides. O estudo do metabolismo lipidico em pacientes
com AR é pouco estudado, as referéncias sdo escassas e limitam-se quase
exclusivamente as analises de Lp(a).

O perfil de pacientes desse trabalho condiz com a maior parte dos estudos
que envolvem DAC: populacdo masculina, branca e acima de 60 anos foi
predominante. Como esperado, o grupo AR teve um comportamento mais difuso,
mais complexo, e, portanto, mais agressivo da doenca coronariana avaliado pelo
Syntax escore |. 1! Seguindo o0 mesmo conceito, todos os pacientes do grupo AR
tinham limitacdo funcional, estando a maioria com sintomas de angina para 0sS
minimos esforcos apesar do uso diario de pelo menos 4 diferentes classes de
antianginosos. Os pacientes que integram o seleto grupo de refratarios espelham, de
fato, o pior extremo da SCC. Por outro lado, nos pacientes pertencentes ao grupo
AE, as manifesta¢@es clinicas da DAC foram menos graves, pois nao apresentavam
limitagdes funcionais e faziam menor uso de medicamentos antianginosos.

E digno de nota que, embora os valores de LDL-c e ndo-HDL tenham sido
iguais nos dois grupos, eles estavam acima das metas recomendadas para
pacientes em prevencdo cardiovascular secundaria . A interrupcédo do tratamento
com estatinas por 30 dias antes da coleta de sangue foi necessaria devido ao efeito
geral das estatinas no metabolismo lipidico plasmatico que poderia influenciar na
precisdo dos nossos resultados de transferéncia de colesterol. Ndo se espera que a
retirada das estatinas por um periodo tao curto seja prejudicial para esses pacientes.
Apenas 1 paciente do grupo AR relatou piora da angina durante o periodo de
suspensao, mas isso ndo pbde ser atribuido somente a auséncia da medicacéo.
29,30,63,64

O fato dos valores de triglicerideos e colesterol ndo-HDL também estarem

acima das recomendacbes das Diretrizes de prevencao cardiovascular poderia
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comprometer a andlise funcional da particula de HDL. No entanto, esses resultados
nao foram diferentes entre os grupos AE e AR, e, portanto, espera-se que as
influéncias desses parametros tenham impactado igualmente os dois grupos de
estudo.

Em relagdo ao HDL-c, biomarcador lipidico classico e variavel central neste
estudo, os valores médios estavam dentro da faixa recomendada, mas é perceptivel
gue os valores apresentaram grande desvio padrdo, com muitos pacientes com
HDL-c abaixo da faixa normal. Embora HDL-c mais baixo seja esperado em
populacées com DAC, é comum encontrar faixas normais em pequenas coortes de
DAC. 293064 Também ¢é interessante que, apesar das diferencas na gravidade dos
sintomas da doenca e na complexidade coronariana, o HDL-c da AR néo foi inferior
ao do grupo AE. A esse respeito, nossos dados sugerem que o HDL-c, assim como
o LDL-c, o ndo-HDL e os triglicerideos, todos marcadores classicos da presenca de
DAC, néo sdao marcadores robustos de extensdo de DAC em pequenas populacdes
de estudo. 073

A reducdo da transferéncia de colesterol da nanoemulsdo doadora para a
fracdo HDL, medida pelo ensaio in vitro, tem sido associada a presenca de
condicGes que predispdem a aterosclerose precoce e recorrente. 283! Partindo desse
conceito e, entendendo que pacientes com AR estdo sob maior risco, esse trabalho
foi idealizado.

Maranhdo e colaboradores avaliaram 30 pacientes, com menos de 50 anos e
diagnostico de DAC, e os compararam a 30 individuos saudaveis. Nesse trabalho,
houve reducdo da transferéncia de colesterol ndo esterificado e triglicérides na
populacdo com DAC manifesta e, para os autores, esse resultado poderia colocar a
funcionalidade da HDL como um possivel novo marcador de risco no cenario da
DAC precoce. 8 Seguindo o mesmo principio, Martinez e colaboradores avaliaram
pacientes com hipercolesterolemia familiar (HF). Vinte e sete pacientes com HF
foram comparados a 66 individuos normolipémicos. A transferéncia de colesterol
nao esterificado foi menor na populacao HF, fato esse que poderia contribuir com as
alteracdes metabdlicas que culminam com maior aterosclerose nessa populagédo. 2°

Sprandel e colaboradores aplicaram a mesma técnica de transferéncia em
pacientes diabéticos. Cerca de 80 pacientes com diabetes mellitus (DM) e DAC
foram comparados a 76 pacientes diabéticos livres de doenca coronariana. As

transferéncias tanto de colesterol esterificado quanto néo esterificado foram
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menores no grupo com DAC e DM. 28 Para Tavoni e colaboradores, ao comparar 96
pacientes com DAC em relacao a 132 pacientes com DM e DAC manifesta, as taxas
de transferéncia de colesterol esterificado também foram reduzidas no grupo com
DM e DAC. %

A funcionalidade da HDL também foi testada em pacientes pds-transplante
cardiaco, ja que h& maior risco de doenca aterosclerdtica nesse cenério. Na
transferéncia in vitro, quatro lipidios marcados para HDL foram alterados quando
comparados aos participantes saudaveis. Foi demonstrado que, além desses
pacientes possuirem um didmetro menor da particula, as transferéncias de
colesterol esterificado e nado esterificado também estavam reduzidas, fato que
poderia explicar as frequentes alteracdes lipidicas em pacientes pdés-transplante,
incluindo a doenca vascular do enxerto, importante causa de morte apds o primeiro
ano. 3! Esses resultados reiteram a importancia do estudo dinamico e sistematico do
metabolismo da HDL, ao invés da pura determinacdo da sua concentracdo
plasmatica.

No presente estudo, a auséncia de significancia estatistica na transferéncia
de colesterol para HDL entre os grupos AE e AR provavelmente reflete o fato do
processo aterosclerotico ja estar instalado em todos os pacientes desde o inicio da
analise. Nos estudos acima citados, todos 0s grupos que apresentaram
comprometimento na transferéncia de colesterol haviam sido comparados com
grupos sem doenca aterosclerotica. Nesse sentido, uma vez estabelecida a doenca
coronariana obstrutiva, a funcdo da particula parece perder a influéncia sobre a
progressao da aterosclerose para casos como a AR.

A correlagcdo dos aspectos funcionais da HDL, elaborados nesse trabalho,
com a complexidade anatdbmica coronariana ainda néo havia sido estudada. Diante
disso, esses dados foram avaliados juntos com a determinagdo do Syntax. A
avaliacdo isolada do Syntax escore | aponta para dois grupos anatomicamente
complexos. " Ainda assim, o grupo AR mostrou ser mais grave. Apesar de
originalmente o Syntax ter sido desenhado e estudado com o objetivo de guiar a
melhor intervencdo em pacientes com lesdo de tronco de coronaria esquerda e/ou
doenca multiarterial, neste estudo ele foi utilizado para mensurar a complexidade
anatdbmica dos grupos, ja que nao possuimos um escore especifico que inclua todo
o perfil da populacdo desse trabalho, especialmente pacientes pds-revascularizacao

cirdrgica. A falta de correlacéo, entre todas as variaveis acima citadas, sugere que a
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presenca de DAC anatomicamente complexa ndo esteve relacionada com a fungéo
da particula de HDL.

O diametro da HDL é considerado um estratificador de risco melhor do que o
HDL-c em pacientes com DAC. "® Partindo desse conceito, ha duas formas dessa
andlise ser feita com resultados, teoricamente, equivalentes. "¢ De acordo com a
espectroscopia por ressonancia magnética, técnica proposta para quantificar as
particulas de HDL e suas subpopula¢@es, particulas de menor diametro tiveram forte
associacdo inversa com morte cardiovascular e morte por todas as causas em
pacientes com DAC e duas das explicacbes possiveis seriam a sua maior
capacidade em receber o efluxo de colesterol dos macréfagos e a reducédo na
oxidacéo da LDL. > A andlise realizada por Duparc e colaboradores considerou, por
esse mesmo método, que HDL entre 8,8-13nm eram de grande tamanho, enquanto
que entre 7,3-8,7nm, de pequeno tamanho. Nesse mesmo estudo, a gravidade das
lesbes coronarianas foi inversamente relacionada a concentracdo de particulas de
HDL. Em contrapartida, as HDL grandes néo foram associadas a um pior desfecho,
mas houve um movimento de maior mortalidade conforme o incremento no tamanho
das particulas. > Outro estudo avaliou sistematicamente a composi¢do da HDL e o
diametro analisado por ressonancia. Pacientes com diabetes 7778 tiveram
associagao positiva com particulas pequenas, enquanto que a DAC foi inversamente
associada as HDL de pequeno e médio tamanho. 7/

Por outro lado, trabalhos anteriores utilizando a mesma metodologia,
demonstraram resultados diferentes. O primeiro grande estudo prospectivo
publicado, com mais de 27 mil mulheres saudaveis, apontou para 0 seguinte
resultado: particulas grandes de HDL tiveram associacao inversa e significativa com
o risco cardiovascular, enquanto que particulas pequenas ndo mostraram nenhuma
relacdo causal. 7 Estudo desenvolvido por Rosenson e colaboradores, envolvendo
pacientes com DAC em uso de pravastatina, reforcou esses resultados e sugeriu
gue HDL de grande tamanho foi, inclusive, inversamente relacionado a progressao
de DAC. 8 O mesmo grupo ja havia alertado que particulas menores de HDL
poderiam se relacionar com a extensdo da doenca coronariana. 8 Para Harchaoui e
colaboradores, o tamanho da HDL foi associado com o risco DCV, contudo essa
associacéo foi influenciada por fatores relacionados a sindrome metabélica. &

O espalhamento dindmico de luz é outra forma de avaliar o diametro da HDL

e foi a técnica escolhida nesse trabalho por ser um ensaio mais facil, barato e com
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melhor potencial de aplicabilidade. Dados anteriores sugerem, com essa
metodologia, que o tamanho médio da HDL é melhor preditor de aterosclerose
subclinica em carétidas do que o préprio HDL-c 8 e valores de HDL >8,22 nm
tiveram associacdo independente com baixo espessamento intimal. 8 Segundo
Parra e colaboradores, a partir de uma amostra da populacdo brasileira
assintomatica, tanto o tamanho quanto o volume do HDL-c variaram de acordo com
sexo e idade. A mediana na populacdo em prevencéao primaria foi de 7,82 nm, tendo
as mulheres um tamanho médio superior ao dos homens. 8 Além disso, o tamanho
da particula aumentou conforme o incremento da idade e isso ocorreu independente
do sexo. 8 O tamanho médio do didametro da HDL da populagdo do Brasil € menor
gue a dos Estados Unidos, Reino Unido e Finlandia, e os dados do nosso presente
estudo mostram valores acima da referéncia brasileira ’® e que seriam considerados
particulas de grande tamanho pela maioria dos valores de corte das publicacfes.
Particulas de maior tamanho tendem a captar melhor o colesterol ndo esterificado e
o sexo feminino parece se beneficiar dessa propriedade, com tendéncia a um melhor
TRC. 8 Essas particulas também aparentam maior acdo antitrombética e melhor
acdo vasomotora. Em contrapartida, particulas pequenas desempenham melhor a
funcdo anti-inflamatéria e antioxidativa. ">® Em suma, a idade e o género do
paciente podem interferir na avaliacéo final do diametro 8 e a classificacdo do que é
considerado pequeno e grande também varia entre os estudos e/ou metodologia.
Alguns dos fatores que podem influenciar a funcéo e o tamanho da particula
de HDL, incluindo a atividade e concentracdo da LCAT e da CETP, foram
mensurados nesse trabalho. 8 Em um estudo envolvendo pacientes diabéticos,
publicado por Cardner e colaboradores, o aumento da atividade da CETP
provavelmente teve relacdo com a reducdo na quantidade de particulas de grande
diametro, '’ justamente por reduzir o contetddo de colesterol esterificado do nucleo
ao troca-lo por triglicérides das particulas ricas em triglicerideos. Esses dados foram
corroborados na analise feita por Parra e colaboradores, em que a atividade da
CETP teve relacdo inversa com o tamanho da HDL. 8 Além do diametro, a CETP
parece afetar a transferéncia de lipides, favorecendo a transferéncia de CE e
triglicérides, conforme estudo publicado por Ribeiro e colaboradores. & Pacientes
com doenca arterial periférica e diabetes mostraram que a concentracdo de CETP
teve correlacdo positiva e independente com a transferéncia de colesterol

esterificado. 8°
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No presente estudo, os valores de concentragédo de CETP nao diferiram entre
0S grupos e nao tiveram influéncia sobre o tamanho ou a funcdo da particula,
avaliada pela transferéncia de colesterol.

Por agir na esterificacdo do colesterol, a LCAT tem grande influéncia no TRC
e guarda relacdo direta com o remodelamento e tamanho das HDL. 8 Cerca de 75%
da atividade plasmatica da LCAT esta associada a HDL. 8" A reducdo da captacédo
de colesterol ndo esterificado advindo dos tecidos periféricos e da transferéncia de
outras lipoproteinas para a HDL pode reduzir o processo de esterificacdo,
interferindo diretamente no TRC. %3 A deficiéncia de LCAT é evento raro e somente
poucos casos no mundo foram relatados. Nesses pacientes, os valores de HDL-c
sdo extremamente baixos e, teoricamente, o risco cardiovascular, muito maior.
Embora pareca 6bvio, essa premissa ainda ndo esta bem estabelecida. &’

Em nosso estudo, a concentracdo de LCAT nao foi diferente entre os grupos
e, surpreendentemente, ndo se correlacionou com o didmetro meédio das particulas
ou com a transferéncia de colesterol.

Avancar no entendimento do papel da PON1 a nivel vascular é fundamental,
bem como entender quais seriam as maneiras possiveis de modular sua atividade. &
Ha uma relacdo inversa, proposto por alguns estudos, entre a atividade da PON1 e o
risco de DAC. Conforme experimentos em camundongos nocaute, a capacidade da
HDL em impedir o acumulo de peréxidos lipidicos € perdida na presenca de
inibidores da PON1, 4°8 ao passo que a superexpressdo de PON1 os tornam
menos susceptiveis ao aparecimento da aterosclerose. ®° Foi também demonstrada
a contribuicho da PON1 na menor absorcdo de LDL oxidada (LDLox) pelos
macrofagos e aumento do efluxo de colesterol das células espumosas mediadas
pela HDL. %

A PONL1 é determinante para a capacidade antioxidativa da HDL e a reducéao
da sua atividade poderia comprometer essa funcéo. E conhecido que pacientes com
DAC tém concentracdo e atividade da PON1 reduzidos em comparacdo com
individuos sadios. Mackness e colaboradores, relacionaram a atividade sérica da
PON1 a novos eventos coronarianos. Dos homens avaliados, os que se
apresentaram com o0 maior valor de PONL1 tiveram, consequentemente, cerca de
60% menos chances de evento coronariano futuro quando comparados com aqueles
com menores valores de atividade da enzima. °* Mas ha indicios de que sejam ainda

menores em pacientes com SCA quando comparados aos com SCC. %?
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Neste estudo, a atividade sérica da PON1 nao diferiu entre os grupos e nao
mostrou ter influéncia na extensdao da doenca coronariana analisada pelo Syntax

escore |.

6.1 LimitagcOes

Esse projeto tem diversas limitacbes. Em se tratando de um estudo
observacional, a andlise ndo nos permite criar uma relacdo causal entre o0s
resultados obtidos. Além disso, a populacdo do estudo é bastante seleta, o nUmero
de pacientes disponiveis é substancialmente menor e as limitacbes funcionais
imp&em desafios para o recrutamento dos pacientes e participacdo no estudo.

Houve, também, dificuldade na avaliacdo do Syntax escore | em pacientes
revascularizados cirurgicamente. H& como fazer o uso do Syntax residual em
pacientes com intervencdo corondria percutanea prévia, mas nao cirdrgica. Tendo
em vista que o acometimento aterosclerético fazia parte do objetivo secundario, foi
entdo optado por fazer a avaliacdo do Syntax | do vaso nativo. Apds essa
constatacdo, faz-se necesséario a elaboracdo de um escore anatdmico que possa
refletir o acometimento ateroscler6tico em pacientes ja revascularizados
cirurgicamente.

Respeitadas as nossas limitacdes e apesar do resultado néo significativo,
algumas lacunas ainda precisam ser preenchidas. H4 um grande numero de
variaveis que poderiam influenciar a transferéncia de colesterol e que ndo foram
mensuradas, como: subfracdes de HDL, LDL oxidado, proteina de transferéncia de
fosfolipidios e outros componentes da lipiddmica e protedmica da HDL, e que, de

fato, poderiam fortalecer os resultados finais desse projeto.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados da investigacao realizada, € possivel concluir que néo
h& diferenca nos lipideos plasmaticos e nos parametros relacionados ao
metabolismo e funcionalidade da HDL, avaliados a partir da transferéncia de
colesterol ndo esterificado e esterificado, atividade da PON1, didametro médio da
particula e concentragdo de LCAT e CETP, entre os grupos AE e AR.

O fato de os importantes aspectos funcionais da HDL aqui medidos, nao
terem sido diferentes na AR em comparacdo ao grupo AE estimula a busca por
outros marcadores metabdlicos que poderiam contribuir para o0 agravamento da

doenca coronariana e aparecimento do quadro clinico da AR.
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