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RESUMO 

 

 

Rocha BCL. Aterosclerose subclínica medida pelo escore de cálcio coronariano 
e avaliação da HDL em pacientes com doença de Crohn [Tese]. São Paulo: 
Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2019. 
 
INTRODUÇÃO: Diversas doenças inflamatórias crônicas estão relacionadas 
com maior incidência de eventos cardiovasculares, uma vez que a inflamação 
desempenha importante papel na aterosclerose. Contudo, apesar da doença de 
Crohn ser uma enfermidade inflamatória crônica, existem dados ainda 
conflitantes a respeito do aumento do risco cardiovascular nesses pacientes. Um 
dos mecanismos pelo qual a inflamação sistêmica contribui para a aterogênese 
consiste na redução da capacidade antiaterogênica da HDL por meio de 
alterações, tanto sob ponto de vista funcional quanto estrutural desta 
lipoproteína. Os objetivos deste estudo consistiram em avaliar a aterosclerose 
subclínica por meio do escore de cálcio coronariano e analisar aspectos 
estruturais e funcionais da HDL em pacientes com doença de Crohn. 
MÉTODOS: Foram investigados 150 pacientes com doença de Crohn 
(diagnóstico há mais de cinco anos) e 75 controles sem doenças 
cardiovasculares conhecidas ou fatores de risco tradicionais para aterosclerose. 
Todos os participantes foram submetidos à tomografia computadorizada para 
quantificação da calcificação coronariana por meio do escore de cálcio 
(Agatston). O escore de cálcio foi considerado uma variável qualitativa (= 0 e > 
0). O estudo da HDL foi realizado em um subgrupo de 32 pacientes e 32 
controles. A análise funcional da HDL ocorreu por meio da medida do efluxo de 
colesterol de macrófagos. A avaliação estrutural da HDL se deu por meio do 
estudo da proteômica com utilização da técnica de Shotgun para identificação 
das proteínas e posterior quantificação pelo método PRM (Parallel reaction 
monitoring). RESULTADOS: Os pacientes com doença de Crohn apresentaram 
a mesma prevalência de escore de cálcio > 0 que os controles (7,3% vs. 6,7%, 
p=1,000). A gordura visceral e o efluxo de colesterol de macrófagos foram 
identificados como preditores de calcificação coronariana. O efluxo não diferiu 
entre os pacientes e os controles (p=0,391), mas, nos indivíduos com doença de 
Crohn, houve significativa correlação entre o efluxo e os escores de atividade 
clínica da doença (CDAI e Harvey Bradshaw). Com relação à proteômica da 
HDL, os pacientes apresentaram depleção de seis importantes proteínas 
ateroprotetoras (PON1, APOA1, APOA2, APOM, APOD e APOF) e níveis 
aumentados de fibrinogênio e proteína ligadora de retinol 4. CONCLUSÕES: 
Pacientes com doença de Crohn sem fatores de risco cardiovasculares 
tradicionais não apresentam maior prevalência de calcificação coronariana. No 
entanto, exibem alterações na constituição proteica da HDL que não afetam o 
efluxo de colesterol, mas apontam para uma molécula menos protetora e com 
potencial de impactar o desenvolvimento de doenças cardiovasculares em longo 
prazo. 
 



Descritores: Doença de Crohn; Inflamação; Aterosclerose; Lipoproteínas HDL; 
Proteômica 
  



ABSTRACT 

 

 

Rocha BCL. Subclinical atherosclerosis assessed by coronary artery calcium 
score and HDL evaluation in Crohn’s disease patients [Thesis]. São Paulo: 
“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2019. 
 
INTRODUCTION: Several chronic inflammatory diseases are associated with a 
higher incidence of cardiovascular events, as inflammation plays an important 
role in atherosclerosis. Although Crohn's disease is associated with chronic 
systemic inflammation there is still conflicting data regarding increased 
cardiovascular risk in this population. Systemic inflammation contributes to 
atherogenesis by altering both the function and composition of HDL that influence 
its antiatherogenic properties. The aims of this study were to evaluate subclinical 
atherosclerosis through coronary artery calcium score and to analyze structural 
and functional aspects of HDL in patients with Crohn's disease. METHODS: One 
hundred and fifty patients with Crohn's disease (diagnosed for more than 5 years) 
and 75 controls without known cardiovascular diseases or any traditional risk 
factors for atherosclerosis were enrolled in the study. All participants were 
submitted to a computed tomography to quantify coronary artery calcification by 
calcium score (Agatston). The coronary calcium score was considered a 
qualitative variable (= 0 and > 0). HDL assay was performed in a subgroup of 32 
patients and 32 controls. Functional analysis of HDL was done by measuring the 
cholesterol efflux of macrophages. The structural evaluation of HDL was 
assessed through proteomics analysis using the Shotgun technique to identify 
the proteins and subsequent quantification by PRM (Parallel reaction monitoring) 
method. RESULTS: Crohn's disease patients had the same prevalence of 
calcium score > 0 as controls (7.3% vs. 6.7%, p = 1.000). Visceral fat and 
macrophage cholesterol efflux were identified as predictors of coronary 
calcification. Cholesterol efflux did not differ between patients and controls (p = 
0.391) but in Crohn’s disease there was a significant inverse correlation with 
clinical activity scores (CDAI and Harvey Bradshaw). Regarding HDL proteomics, 
patients exhibited a reduction of six important atheroprotective proteins (PON1, 
APOA1, APOA2, APOM, APOD and APOF) and increased levels of fibrinogen 
and retinol binding protein 4. CONCLUSIONS: Patients with Crohn’s disease 
without traditional cardiovascular risk factors do not have a higher prevalence of 
coronary artery calcification. However, even without a clear effect in the 
cholesterol efflux, changes detected in HDL protein cargo point to a less 
protective molecule that may have an impact in the development of 
cardiovascular diseases in long-term. 
 
Descriptors: Crohn disease; Inflammation; Atherosclerosis; Lipoproteins, HDL; 
Proteomics 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 A aterosclerose e a inflamação 

 

A aterosclerose, ao longo das últimas três décadas, passou a ser 

compreendida como uma doença inflamatória crônica, uma vez que avanços 

substanciais nas ciências básicas e experimentais ressaltaram o papel central 

da inflamação desde a aterogênese até a propagação e ruptura da placa 1.  

O processo de aterogênese inicia-se pela agressão ao endotélio vascular 

que, por sua vez, aumenta a expressão de moléculas de adesão de leucócitos e 

incrementa a permeabilidade da íntima às lipoproteínas plasmáticas. As 

moléculas de adesão são responsáveis pela atração de monócitos e linfócitos 

para a intimidade da parede arterial. Os monócitos se diferenciam em 

macrófagos que, por sua vez, captam LDL já oxidada (LDL-ox) e se tornam as 

células espumosas. Os linfócitos T, ao entrarem na íntima, secretam citocinas 

que, subsequentemente, amplificam a resposta inflamatória e promovem a 

migração e proliferação de células musculares lisas da íntima. Posteriormente, 

mediadores inflamatórios podem enfraquecer a capa fibrosa protetora do 

ateroma e ocasionar a ruptura da placa 1,2. 

Níveis elevados de diversos mediadores inflamatórios provaram ter valor 

preditivo para o desenvolvimento de eventos cardiovasculares (CV) futuros. 

Vários estudos epidemiológicos prospectivos demonstraram aumento do risco 

CV em associação com níveis basais aumentados de citocinas, tais como 

interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF) 3–5, moléculas de adesão 

celular 6 e reagentes de fase aguda, como proteína C reativa (PCR), fibrinogênio 

e substância sérica amiloide A (SAA) 7–9. A PCR pode afetar a progressão da 

doença vascular por meio de vários mecanismos diretos, tais como a capacidade 

de se ligar e ativar o complemento, induzir a expressão de várias moléculas de 

adesão celular, mediar a captação de LDL pelos macrófagos endoteliais e induzir 

o recrutamento de monócitos na parede arterial 10–12. 
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1.2 As doenças inflamatórias sistêmicas e a aterosclerose 

 

Ao se entender o papel fundamental da inflamação na aterosclerose, foi 

possível compreender que a inflamação crônica presente em algumas doenças 

sistêmicas atua de forma independente e em sinergia com fatores de risco 

tradicionais na patogênese da aterosclerose 13.  

Inúmeras doenças inflamatórias crônicas imunomediadas, como artrite 

reumatoide (AR), lúpus eritematoso sistêmico (LES), psoríase, esclerose 

sistêmica e espondilite anquilosante, sabidamente, estão relacionadas com 

maior incidência de doenças cardiovasculares (DCV), como doença arterial 

coronariana (DAC) e acidente vascular encefálico (AVE) 14. Pacientes com AR 

têm um risco aumentado em 48% de DCV quando se compara com a população 

geral 15 e as DCV são uma das principais causas de morte entre pacientes com 

LES 16,17. 

O impacto das doenças inflamatórias crônicas na incidência de eventos 

CV se tornou tão relevante que a última diretriz americana de prevenção primária 

de DCV publicada em 2019 destaca que as condições inflamatórias crônicas, 

como LES, AR e psoríase, devem ser consideradas fatores agravantes de risco 

para aqueles pacientes classificados como de risco intermediário, podendo 

pautar decisões quanto a intervenções preventivas (estatinas, por exemplo) 18. 

 

 

1.3 A doença de Crohn e a aterosclerose 

 

A doença de Crohn (DC) é uma enfermidade imunomediada marcada por 

inflamação crônica e transmural do trato gastrointestinal e pode acometer da 

boca até o ânus. É uma doença que cursa com períodos de surto e remissão e 

tem caráter progressivo se não tratada corretamente, podendo evoluir com 

complicações, como estenoses, fístulas e abscessos 19. 

Assim como outras doenças crônicas imunomediadas, a DC também está 

associada a uma maior incidência de eventos CV (DAC, AVE, doença arterial 

periférica e isquemia mesentérica), independentemente da presença dos fatores 

de risco clássicos para aterosclerose 20–34. Diversas coortes retrospectivas 
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realizadas por meio de grandes bases de dados populacionais, com 

envolvimento de até cerca de 150.000 pacientes com DC, evidenciam risco de 

doença isquêmica do miocárdio aumentado em até 31% em relação à população 

geral 20,22,26,27,34. Quando se avaliam pacientes com atividade inflamatória 

persistente, o risco de infarto agudo do miocárdio pode chegar a ser duas vezes 

maior do que na população sem a doença 34. 

Com relação à aterosclerose subclínica, alguns autores estudaram a 

espessura íntima-média de carótida, um reconhecido preditor de risco CV, e 

demonstraram que pacientes com DC apresentam valores significativamente 

maiores que indivíduos controles 35–39. Medidas de rigidez arterial, como a 

velocidade de onda de pulso carótida-femoral, outro marcador de risco CV, 

também foram estudadas e pacientes com DC apresentaram valores 

significativamente maiores que controles sem a doença 35,40–42. 

Os mecanismos pelos quais a DC pode contribuir em todas as fases da 

aterosclerose são inúmeros 43: redução dos níveis séricos de HDL com presença 

de maior proporção de HDL disfuncional e de menor atividade antiaterogênica 

44,45, elevação de PCR, IL-6 e TNF-alfa 46, disfunção endotelial 47,48, maior 

translocação de lipopolissacarídeos (LPS) e endotoxinas para a circulação 

sistêmica 49, hiper-homocisteinemia 50, hipercoagulabilidade 51, além de maior 

expressão da via CD40/CD40L 52 (figura 1). 
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Figura 1 – Mecanismos pelos quais a doença de Crohn pode aumentar a 
aterogênese e a propagação da placa aterosclerótica. Adaptado a partir de 
Schicho et al. 43 

 

 

1.4 O escore de cálcio coronariano como preditor de risco cardiovascular 

 

A calcificação na parede dos vasos é um fenômeno específico do 

processo de aterosclerose e a quantidade de calcificação coronariana tem 

relação com a carga de placa aterosclerótica total do indivíduo 53,54. Com isso, o 

escore de cálcio (EC) coronariano traduz a carga de aterosclerose presente no 

indivíduo e se mostrou forte preditor de DAC em todos os principais grupos 

étnicos no grande estudo MESA (Estudo Multiétnico em Aterosclerose) 55. 

A prevenção primária de eventos CV depende da correta estratificação de 

risco CV e, além do EC, diversos são os marcadores de risco disponíveis na 
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prática clínica: Escore de Risco de Framingham (ERF), Escore de Risco Global, 

PCR ultrassensível, índice tornozelo braquial, espessura íntima-média de 

carótida, entre outros 56. A medida do EC coronariano tem se mostrado de 

extrema importância, uma vez que os estudos demonstram de forma consistente 

que, dentre os novos marcadores de risco, o EC apresenta a maior acurácia em 

predizer eventos coronarianos 57. Ainda, as doenças inflamatórias, dentre elas a 

doença inflamatória intestinal (DII), propiciam um aumento no risco CV de forma 

independente, mesmo na ausência de fatores de risco habituais. Devido a isso, 

muitos desses pacientes não são adequadamente estratificados pelos escores 

de risco tradicionais, como o Framingham, por serem, muitas vezes, jovens e 

não possuírem fatores de risco CV clássicos. Desta forma, nesses pacientes 

inflamados crônicos, a aferição do EC se torna uma boa ferramenta de avaliação 

de risco de DCV 58. 

O EC tem como principal indicação a estratificação de risco CV em 

pacientes assintomáticos e de risco intermediário. Segundo as atuais diretrizes 

brasileira e americana de prevenção de aterosclerose, o EC alterado é 

considerado um fator agravante que, quando superior a 100, reclassifica o 

indivíduo para um risco CV mais alto 18,56. 

Pacientes com AR 59–62, LES 61,63–65 e psoríase 66–69 apresentam maior 

prevalência de EC alterado com relação a controles e sabe-se, ainda, que a 

gravidade 67 e a duração da doença inflamatória 62,70 podem influenciar a 

presença e a extensão da calcificação coronariana. No entanto, até o momento, 

não foram realizados estudos de avaliação do EC coronariano em pacientes com 

DC. 

 

 

1.5 A HDL e a inflamação 

 

A HDL é uma lipoproteína que confere proteção contra a aterosclerose 

por diversos mecanismos e, consequentemente, alterações quantitativas e 

qualitativas desta lipoproteína estão presentes em algumas condições 

associadas a um risco aumentado de DCV 71. 

Esta lipoproteína de alta densidade e seu principal constituinte proteico, a 
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apolipoproteína A-1 (APOA1), possuem diversas funções antiateroscleróticas 

72,73. A propriedade funcional mais conhecida da HDL é a capacidade de 

transportar o colesterol de macrófagos de volta ao fígado 74. Ao aumentar a 

síntese endotelial de óxido nítrico, um potente vasodilatador, a HDL também 

melhora a disfunção endotelial 75. Além disso, esta lipoproteína atua de forma 

anti-inflamatória ao diminuir a expressão de moléculas de adesão nas células 

endoteliais e inibir diretamente a ativação de monócitos 76,77. Ainda, ao reduzir a 

ativação plaquetária, apresenta propriedades antitrombóticas 78. Por fim, a HDL 

também é capaz de inibir a oxidação da LDL in vitro 79 e, além disso, reduzir 

apoptose endotelial 80 (figura 2). 

 

 

 
 

Figura 2 – Funções antiaterogênicas e protetoras da HDL 

 

 

 Contudo, a inflamação sistêmica é capaz de afetar o caráter 

antiaterogênico da HDL e, ainda, permitir que a HDL se torne um mediador pró-
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aterogênico e pró-inflamatório 71,81,82. A perda da capacidade de efluxo de 

colesterol e a redução de proteínas anti-inflamatórias e antioxidantes, em 

conjunto com o ganho de proteínas pró-inflamatórias, são fatores contribuintes 

fundamentais na geração da HDL disfuncional 74. 

   

 

1.5.1 A HDL e o efluxo de colesterol de macrófagos  

 

 O efluxo de colesterol de macrófagos é descrito como a atividade 

ateroprotetora clinicamente mais relevante da HDL e é considerado o primeiro e 

principal passo no transporte reverso do colesterol das células periféricas para o 

fígado 79,83.  

Primeiramente, as partículas de HDL removem o colesterol dos 

macrófagos e células espumosas da parede arterial. Esta remoção ocorre por 

meio da interação da HDL com receptores específicos na superfície celular. O 

efluxo de colesterol específico, rápido, ativo e unidirecional é mediado pelos 

transportadores ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1) e ABCG1 (ATP-

binding cassette transporter G1), enquanto o receptor SR-B1 (Scavenger 

receptor B1) assegura grande parte da transferência inespecífica, lenta e 

bidirecional do colesterol 83,84. Ainda, existe a difusão passiva de colesterol para 

a HDL, independente de receptor 85. Após a remoção do colesterol dos 

macrófagos, a HDL carreia o colesterol até o fígado e a excreção pela bile é o 

passo final da via do transporte reverso do colesterol 86. 

Sabidamente, processos inflamatórios podem tornar a HDL disfuncional e 

comprometer o efluxo de colesterol de macrófagos, com consequente prejuízo 

no transporte reverso de colesterol 87,88.  

 

 

1.5.2 A proteômica da HDL 

 

A proteômica consiste na análise global do proteoma, que corresponde 

ao conjunto de proteínas expressas em uma amostra biológica (organismo, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas
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tecido, fluido biológico ou célula) 89. A proteômica da HDL, portanto, consiste na 

avaliação da composição proteica desta lipoproteína.  

As proteínas que compõem a HDL são fundamentais para a manutenção 

da sua atividade protetora e alterações nessas proteínas podem prejudicar suas 

propriedades antiateroscleróticas. Sabidamente, o proteoma da HDL está 

alterado em pacientes com DCV e sugere-se, ainda, que seja um marcador e, 

talvez, mediador de DCV em seres humanos 90,91. 

Durante o processo inflamatório, várias alterações ocorrem na 

composição proteica na HDL e a mesma, além de perder suas funções protetora 

e anti-inflamatória, pode adquirir propriedades pró-inflamatórias 92. Diversos são 

os mecanismos envolvidos nessa transformação: oxidação de lipídios e 

lipoproteínas nas partículas de HDL (por aumento de atividade de peroxidases 

que ocorre durante o processo inflamatório) 93,94, diminuição da síntese das 

proteínas que povoam as partículas de HDL (por exemplo, APOA1) e 

substituição de proteínas transportadoras de colesterol e enzimas antioxidantes 

(PON, LCAT, CETP, PLTP) por SAA e ceruloplasmina pró-oxidantes 92,95. Na 

figura 3 é possível observar uma representação esquemática das mudanças que 

ocorrem na composição proteica da HDL em um ambiente inflamatório. 

 

 

 
 

Figura 3 – Comparação entre HDL anti-inflamatório e protetor (a) e HDL pró-
inflamatório (b). Adaptado de Hahn et al. 92 
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 Até o momento, não existem estudos de proteômica de HDL em pacientes 

com DC, mas níveis de APOA1 já se mostraram reduzidos e de SAA, 

aumentados no soro desses indivíduos 44,45,96. Contudo, a composição proteica 

da HDL já foi avaliada em pacientes com outras doenças inflamatórias, como 

psoríase, AR e LES, com evidência de alterações significativas, principalmente 

com redução de APOA1 e PON e aumento de proteínas relacionadas a resposta 

de fase aguda 97–99.    

 

 

1.6 O racional do estudo 

 

 O presente estudo foi motivado pela demonstrada relevância das DCV no 

contexto das doenças inflamatórias crônicas. No que se refere à DC, as 

pesquisas envolvendo DCV vêm ganhando importância nos últimos anos e o EC 

coronariano, o marcador de maior acurácia em predizer mortalidade e eventos 

CV disponível atualmente 57, ainda não foi analisado nesses indivíduos. 

 Ademais, a avaliação qualitativa da HDL tem se tornado cada vez mais 

relevante em detrimento da sua simples quantificação como preditor de risco CV 

e, até o momento, apenas dois estudos a examinaram do ponto de vista funcional 

na DC 44,45, sendo que a proteômica da HDL ainda não foi realizada no contexto 

de DII. 

 Sendo assim, este estudo foi conduzido a partir da hipótese de que, com 

a inflamação sistêmica, os pacientes com DC apresentariam maior prevalência 

de aterosclerose subclínica medida pelo EC coronariano, além de alteração da 

HDL do ponto de vista funcional e estrutural.   

 As DCV têm grande impacto em qualidade de vida, mortalidade e custo 

global para o sistema de saúde. Os resultados deste trabalho podem gerar 

mudanças na prática clínica, com foco em prevenção primária de eventos CV 

nos pacientes com DC.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo principal 

 

Avaliar a aterosclerose subclínica por meio do EC coronariano em 

pacientes com DC. 

 

 

2.2 Objetivo secundário 

 

Avaliar a HDL do ponto de vista estrutural e funcional em pacientes com 

DC. 
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3 MÉTODOS 

 

 

3.1 Desenho do estudo 

 

Estudo observacional, analítico e transversal em pacientes com DC e 

controles. 

 

 

3.2 Casuística 

 

3.2.1 Seleção 

 

Foram incluídos pacientes com DC confirmada, provenientes dos 

ambulatórios de gastroenterologia clínica e coloproctologia da Divisão de 

Gastroenterologia e Hepatologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (HCFMUSP). O diagnóstico de DC foi 

firmado por meio de critérios clínicos, endoscópicos e radiológicos 19. Esses 

pacientes foram pareados de acordo com idade e sexo com controles voluntários 

sem a doença, provenientes do grupo de funcionários e servidores do 

HCFMUSP. 

 

 

3.2.2 Critérios de inclusão 

 

a) Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

b) Diagnóstico de DC há pelo menos cinco anos, independente de 

localização, complicações, cirurgias prévias e atividade clínica ou 

endoscópica da doença. 

c) Idade: ≥ 35 e ≤ 55 anos. 
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3.2.3 Critérios de exclusão 

 

a) História pessoal atual ou prévia de DAC (dor anginosa típica, síndrome 

coronariana aguda, revascularização miocárdica, angioplastia 

percutânea, teste não invasivo com evidência de isquemia ou 

evidência de DAC por exames de imagem), doença arterial obstrutiva 

periférica, doença cerebrovascular ou doença carotídea obstrutiva 

documentada. 

b) História familiar de DAC prematura (parente de primeiro grau do sexo 

masculino < 55 anos ou do sexo feminino < 65 anos de idade).  

c) Diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2 (em uso de insulina, hipoglicemiantes 

orais ou com diagnóstico segundo os critérios da American Diabetes 

Association: hemoglobina glicada ≥ 6,5 % em duas dosagens ou 

glicemia de jejum ≥ 126 mg/dL em duas dosagens ou teste oral de 

tolerância à glicose com glicemia de 2 h ≥ 200 mg/dL em duas 

dosagens ou uma única glicemia aleatória ≥ 200 mg/dL em paciente 

com sintomas clássicos de hiperglicemia) 100.  

d) Hipertensão arterial sistêmica (em uso de anti-hipertensivos ou com 

diagnóstico segundo os critérios da VII Diretriz Brasileira de 

Hipertensão: pressão arterial ≥ 140/90 mmHg aferida em consultório, 

dentro das regras corretas de aferição) 101. 

e) Dislipidemia (em uso de hipolipemiantes ou LDL ≥ 160 mg/dL ou TG ≥ 

200 mg/dL. O valor de TG considerado alterado é ≥ 150 mg/dL, mas 

no nosso estudo consideramos como critério de exclusão TG ≥ 200 

mg/dL, pois é a partir deste nível que se deve considerar o início do 

tratamento medicamentoso 56). HDL baixo não foi considerado critério 

de exclusão, pois o mesmo foi analisado qualitativamente. 

f) Doença renal crônica (DRC) com clearance de creatinina < 60 

mL/min/1,73 m2 102 ou em terapia renal substitutiva. 

g) Índice de massa corporal (IMC) ≥ 30 kg/m2. 

h) Tabagismo ativo ou prévio, em qualquer carga tabágica. Aqueles que 

cessaram o uso há mais de dez anos puderam ser incluídos no estudo. 
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i) Doenças do tecido conjuntivo (AR, LES, psoríase, esclerose sistêmica, 

espondilite anquilosante e doença mista do tecido conjuntivo). 

j) Gravidez. 

k) Dependência atual de prednisona, definida pelo uso de dose maior ou 

igual a 7,5 mg/dia ou dose equivalente de outro corticosteroide por 

mais de três meses 103. 

 

 

3.2.4 Cálculo amostral 

 

Por não haver estudos publicados até o momento com EC coronariano 

em DC, o cálculo amostral foi baseado em pesquisas que compararam os 

valores de EC alterado em pacientes com doenças reumatológicas (LES, AR e 

psoríase) e controles 60,65,68. O tamanho amostral foi calculado em 73 

participantes por grupo (DC e controles), considerando uma diferença na 

frequência de EC alterado de 22% entre os grupos, probabilidade de erro alfa de 

0,05 e poder de 0,90. O cálculo foi baseado na comparação de proporções entre 

dois grupos independentes. 

A avaliação da HDL foi realizada em um subgrupo de pacientes e 

controles e o tamanho amostral foi definido como 32 pacientes e 32 controles 

baseado no único trabalho realizado até o momento para avaliação do efluxo de 

colesterol em pacientes com DII 45. 

 

 

3.2.5 Amostragem 

 

A população foi definida de acordo com os critérios de inclusão e exclusão 

expostos anteriormente, sendo os indivíduos do grupo DC selecionados 

sucessivamente nas consultas ambulatoriais de rotina e os indivíduos do grupo 

controle selecionados ao se voluntariarem. A divulgação do estudo para os 

controles voluntários foi realizada por meio de avisos anexados em diversos 

setores do hospital, assim como nos periódicos institucionais enviados por e-mail 

aos funcionários (anexo A).  
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Todos os indivíduos participantes realizaram a TC cardíaca para aferição 

do EC e, no mesmo dia, foi coletada uma amostra de sangue para avaliação 

laboratorial geral, sendo armazenada uma quantia para a análise da HDL. 

Posteriormente, foi selecionado o subgrupo de pacientes e controles para 

a avaliação funcional e estrutural da HDL em laboratório. Os grupos foram 

pareados por sexo e idade, todos os indivíduos com EC alterado foram incluídos 

e o grupo com DC foi selecionado de forma que metade dos pacientes 

apresentava PCR < 5,0 mg/L e a outra metade, PCR > 5,0 mg/L. Cabe ressaltar 

que foram priorizados os pacientes e controles com menor tempo de 

congelamento das amostras. 

 

 

3.3 Avaliação clínica e laboratorial geral 

 

A coleta de dados foi realizada de forma sistematizada e informatizada 

com auxílio do programa RedCap (Research Electronic Data Capture) 104.  

Todos os participantes foram questionados quanto à idade, etnia e todos 

os critérios de inclusão e exclusão. Foram aferidos peso, altura e pressão 

arterial, conforme preconizado pela Diretriz Brasileira de Hipertensão mais 

recente (anexo B) 101.  

Alíquota de 50 ml de sangue foi coletada de todos os participantes, após 

jejum de 12 h, para a análise da HDL e para a realização dos seguintes exames 

laboratoriais: creatinina, glicemia de jejum, hemoglobina glicada, colesterol total 

e frações, PCR, hemograma completo, ácido fólico, vitamina B12, albumina e 

betaHCG para pacientes do sexo feminino em idade fértil.  

Os seguintes dados clínicos relacionados à DC foram questionados e 

revistos em prontuário: tempo de doença, localização, complicações atuais e 

prévias (fístulas, abscessos, estenoses, perfuração intestinal), manifestações 

extraintestinais, cirurgias relacionadas à doença e tratamento medicamentoso 

atual e prévio. 

Escores de atividade clínica e gravidade da DC foram calculados: 

a) Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) 105. 

b) Harvey Bradshaw Index (HBI) 106. 
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c) Escore de gravidade global 107. 

 

 

3.4 Avaliação de parâmetros cardiovasculares 

 

3.4.1 Escore de risco de Framingham 

 

O ERF para estimativa do risco em dez anos de desenvolvimento de DCV 

(acidente vascular encefálico, DAC, insuficiência cardíaca e doença arterial 

obstrutiva periférica) foi calculado para todos os indivíduos. Este é um escore de 

risco tradicional validado e amplamente utilizado na prática clínica. Para o seu 

cálculo são considerados idade, sexo, tabagismo, diabetes, pressão arterial 

sistólica, colesterol total e HDL 108. Segundo a V Diretriz Brasileira de 

Dislipidemia e Prevenção de Aterosclerose 56, os riscos são classificados da 

seguinte forma para aqueles sem doença aterosclerótica estabelecida: 

a) Baixo risco: probabilidade < 5 %. 

b) Risco intermediário: os homens com risco calculado ≥ 5 % e ≤ 20 % e 

as mulheres com risco calculado ≥ 5 % e ≤ 10 %. 

c) Alto risco: probabilidade > 20 % para homens e > 10 % para mulheres.  

 

 

3.4.2 Escore de cálcio coronariano 

 

Todos os participantes realizaram TC cardíaca em aparelho de 320 fileiras 

de detectores (Aquilion One scanner, Toshiba Medical Systems®, Tochigi-ken, 

Japão) no Instituto do Coração (Incor, HCFMUSP) para aferição do EC 

coronariano (técnica utilizada: 120 kV e 300 mA). No protocolo do exame não se 

faz necessária a administração de contraste iodado e não é preciso um controle 

rigoroso de frequência cardíaca. Os indivíduos foram posicionados em decúbito 

dorsal e foram adquiridas imagens axiais do coração com 3 mm de espessura, 

sendo a aquisição sincronizada com o eletrocardiograma 109.  

A calcificação coronariana pela TC foi definida como uma lesão com 

atenuação acima de 130 UH em uma área igual ou maior a três pixels adjacentes 
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(≥ 1 mm3) (figura 4). O método utilizado para a quantificação do cálcio 

coronariano foi o escore de Agatston, que consiste no produto da área total de 

cálcio por um fator derivado da densidade máxima medida 110.  

 

 

 
 

Figura 4 – Calcificação coronariana pela TC  
Legenda: A seta aponta lesão considerada no cálculo do EC coronariano, pois 
apresenta atenuação acima de 130 UH em uma área ≥ 1 mm2 

 

 

3.4.3 Gordura visceral e subcutânea  

 

 A aferição das áreas (cm²) de gordura visceral (GV) e subcutânea (GS) 

foi realizada em 171 participantes, sendo 115 do grupo Crohn e 56 do grupo 

controle. O aparelho de tomografia utilizado foi o mesmo do EC e a aquisição 

das imagens realizada no mesmo momento (técnica utilizada: 120 kV e mA 

modulado). 

 As medidas de gordura foram aferidas da seguinte forma: a partir de 

imagem axial do abdome ao nível da cicatriz umbilical, foi traçada uma região de 

interesse circunferencial com referência na face interna da musculatura da 



40 
 

parede abdominal, que delimitou a cavidade abdominal (conteúdo no interior 

dessa região de interesse) e a parede abdominal (conteúdo entre a pele e a 

referida região de interesse); foi definido como GV o tecido com atenuação entre 

-150 UH e -50 UH no interior da cavidade abdominal e, como GS, o tecido 

adiposo com essa mesma atenuação na parede abdominal (figura 5). Em 

seguida, foi calculada a relação GV/GS (%). 

A avaliação do EC e da GV/GS foi realizada por um único imaginologista 

experiente, em workstation dedicada (Aquarius Intuition Edition, versão 4.4.12, 

TeraRecon Inc.®, Foster City, Estados Unidos). 

 

 

 
 

Figura 5 – Representação tomográfica das gorduras visceral e subcutânea.  
Legenda: A GV está representada em verde (tecido com atenuação entre -150 UH e -
50 UH no interior da cavidade abdominal) e a GS corresponde à área azul (tecido 
adiposo com essa mesma atenuação na parede abdominal) 

 

 

3.4.4 Avaliação da HDL 
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A HDL foi avaliada do ponto de vista funcional e estrutural. A avaliação 

funcional foi realizada por meio da medida do efluxo de colesterol de macrófagos 

e a análise estrutural, por meio da proteômica. 

 

 

3.4.4.1 Estudo funcional da HDL  

 

3.4.4.1.1 Obtenção e armazenamento do plasma  

 

 Sangue venoso dos indivíduos, em jejum de 12 h, foi coletado em tubos 

contendo EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) 10 % e, imediatamente, 

centrifugado a 3.000 rpm, por 25 min e a 4 ºC. O plasma foi separado e 

imediatamente congelado a - 80 ºC até a realização dos experimentos. 

 

 

3.4.4.1.2 Obtenção e armazenamento da HDL 

 

O plasma foi descongelado e ultracentrifugado a 40.000 rpm, por 24 h, e 

a 4 ºC para o isolamento da HDL total por meio da técnica de gradiente 

descontínuo de densidade 111 (figura 6). As concentrações finais de proteínas em 

cada amostra foram determinadas pelo método de BCA (ácido bicinconínico, 

Pierce®) 112. VLDL, IDL e LDL foram descartadas. Sacarose a 5 % foi adicionada 

às amostras e as mesmas foram novamente congeladas a - 80 ºC até a 

realização dos experimentos. 
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Figura 6 – Representação esquemática do gradiente descontínuo de densidade 
para isolamento da HDL total (3,6 mL: HDL2 + HDL3) 

 

 

3.4.4.1.3 Acetilação de LDL 

 

LDL isolada de doadores saudáveis foi acetilada, segundo protocolo 

descrito por Basu et al. em 1976 113. Para cada 16 mg de proteína de LDL, foi 

adicionado 1 mL de solução saturada de acetato de sódio e 1 mL de cloreto de 

sódio (NaCl 0,15 M), sob constante agitação e banho de gelo. Anidrido acético 

em pequenas e múltiplas quantidades foi adicionado por um período de 1 h, 

seguido de 30 min de agitação em banho de gelo. O volume de anidrido acético 

utilizado foi de 1,5 vez a massa de proteína de LDL. A seguir, a LDL acetilada foi 

dialisada contra tampão fosfato-salino (PBS) com EDTA (pH = 7,4), por 24 h a 4 

ºC e esterilizada em filtro 0,22 µm. A concentração final de proteína da amostra 

foi determinada por espectrofotometria, usando reagentes comerciais (BCA 

protein assay, Pierce®) e albumina como padrão.  

 

 

3.4.4.1.4 Obtenção e cultivo dos macrófagos derivados de células da medula 

óssea (camundongos C57BL-6 selvagens) 
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Camundongos da linhagem C57BL-6 do tipo selvagem (WT), com sete 

semanas de idade, foram obtidos do Departamento Técnico de Apoio ao Ensino 

e Pesquisa e mantidos em biotério convencional com ciclo claro-escuro (12 h/12 

h) e temperatura entre 22 °C ± 2 °C, com livre acesso à água e ração 

convencional (ad libitum). 

Os animais foram submetidos à eutanásia por meio de injeção 

intraperitoneal de sobredose da mistura anestésica (três vezes a dose 

recomendada para anestesia) composta por cloridrato de cetamina (Ketalar® - 

50 mg/kg de peso corporal) e cloridrato de xilazina (Rompum® - 10 mg/kg de 

peso corporal). 

Após eutanásia dos animais, ambos os membros posteriores foram 

dissecados com auxílio de pinça e tesoura cirúrgicas para acesso cirúrgico ao 

fêmur e à tíbia. Em seguida, foi realizada a osteotomia proximal e distal do fêmur 

e da tíbia. Com auxílio de agulha (diâmetro: 0,45 mm; comprimento: 13 mm) e 

seringa, foram injetados na medula de cada osso 5 mL de meio de 

condicionamento (400 mL de DMEM com baixa glicose + 4 mL de 

penicilina/estreptomicina + 50 mL de soro fetal bovino inativado + 50 mL de meio 

condicionado de células L929 - 25 mL de meio da primeira semana com 25 mL 

de meio da segunda semana) para coletar as células da medula óssea. 

Meio de condicionamento contendo as células isoladas da medula óssea 

foi suavemente aspirado e expelido por cinco vezes, utilizando seringa de 20 mL 

e agulha tamanho 18,5 (diâmetro: 1,2 mm; comprimento: 40 mm), para separar 

os agregados de células. Em seguida, foram centrifugadas durante 6 min e 1.000 

rpm em temperatura ambiente. O pellet celular foi, então, ressuspendido em 

meio de condicionamento e as células distribuídas em placa de cultura e 

incubadas durante cinco dias a 37 °C sob 5 % (v/v) de CO2, para promover a 

diferenciação dos monócitos em macrófagos. No quinto dia, o meio condicionado 

foi trocado para um novo meio de condicionamento por 24 h. Após esse período, 

os macrófagos foram tratados de acordo com a metodologia descrita abaixo. 

 

 

3.4.4.1.5 Efluxo de 14C-colesterol mediado por HDL  
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Macrófagos foram incubados em placas de cultura com 96 cavidades (0,2 

x 106 células por cavidade). As células foram mantidas em estufa a 37 °C com 

atmosfera de CO2 a 5 %. Os macrófagos foram lavados uma vez com PBS/FAFA 

e incubados com DMEM/FAFA, acrescidos de LDL acetilada (50 μg de proteína 

de LDL/mL de meio) e 14C-colesterol (0,3 μCi/mL de meio) por 48 h.  

Após esse período, esses macrófagos foram incubados por mais seis 

horas na presença dos compostos anteriormente descritos e 50 μg de HDL total 

de cada participante do estudo. O meio de cultura foi recolhido para tubos de 

vidro, centrifugado a 1.500 rpm durante dez minutos a 4 °C para a remoção de 

debris celulares e transferido para frascos de cintilação. Em seguida, foi 

adicionada solução contadora (Perkin Elmer®, Turko, Finlândia). As cavidades 

das placas foram lavadas com solução fisiológica gelada (4 °C). A quantidade de 

radioatividade presente no meio, ao final do período de incubação, indicou o 

efluxo basal de colesterol e o mediado pela HDL total dos participantes (figura 

7). 

Os lípides celulares foram extraídos com solução de hexana:isopropanol 

(3:2) (Merck®, Darmastadt, Alemanha) e a radioatividade determinada após 

evaporação do solvente. As células foram incubadas com 250 μL de NaOH 0,2 

N, durante três horas, em temperatura ambiente, para lise celular e determinação 

da concentração de proteína, pelo método de Lowry 114. 

Os valores obtidos em incubações na presença da HDL total foram 

subtraídos daqueles obtidos apenas com o meio, de maneira a refletir o efluxo 

mediado somente por HDL.  

A porcentagem de efluxo foi calculada como: 

 

                     14C-colesterol no meio                          x 100 
 14C-colesterol no meio + 14C-colesterol na célula 
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Imagem gentilmente cedida por Marisa Passarelli 

 

Figura 7 – Efluxo de colesterol celular mediado por HDL 

 

 

3.4.4.2 Estudo da proteômica da HDL 

 

3.4.4.2.1 Digestão proteolítica 

 

Após quantificação das proteínas pela técnica de Bradford 115, 10 µg de 

proteína de HDL foi solubilizada com 50 µL de deoxicolato 0,4 % em bicarbonato 

de amônio 100 mM, reduzida com 5 µL de ditiotreitol 0,1 M, alquilada com 3 µL 

de iodoacetamida 0,5 M e digerida com 2,5 µL de tripsina (1 tripsina:40 proteína, 

Promega®, Madison, Estados Unidos), durante quatro horas a 37 °C. Uma 

segunda alíquota de tripsina (1 tripsina:40 proteína) foi adicionada e incubada 

durante a noite a 37 °C. Após a hidrólise ácida do deoxicolato com ácido 

trifluoroacético 2 % (0,5 %), as amostras passaram pelo processo de limpeza 

nas colunas Oasis PRIME HLB SPE (Waters), foram secas e armazenadas a - 

20 °C até a análise por espectrometria de massas.  
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3.4.4.2.2 Análise qualitativa do proteoma da HDL (Shotgun ou análise 

dependente de dados, do inglês, DDA)  

 

Um equipamento Easy-nLC 1200 (Thermo Scientific®, Bremen, 

Alemanha) foi utilizado para a separação dos peptídeos com um gradiente linear 

de solvente A (0,1 % de ácido fórmico) e solvente B (0,1 % de ácido fórmico em 

80 % de acetonitrila). A HDL digerida (50 ng) foi concentrada na pré-coluna tipo 

trap (nanoViper C18, 3 µm, 75 µm x 2 cm, Thermo Scientific®) fixando-se a 

pressão em 980 bar e passando-se 12 µl de solvente A. Após este período, os 

peptídeos aprisionados na coluna trap foram eluídos para uma coluna C18 

(nanoViper C18, 2 m, 75 m x 15 cm, Thermo Scientific®). A eluição ocorreu a 

300 nL/min, utilizando um gradiente linear de 5 % a 28 % de B durante 25 min e 

28 % a 40 % de B durante 5 min. Finalmente, a coluna foi lavada durante 2 min 

com 95 % de B, e o sistema foi reequilibrado com o mesmo gradiente durante 10 

min. Os dados foram obtidos por meio de uma fonte nanospray integrada 

(Thermo Scientific®) a  um espectrômetro de massas Orbitrap Fusion Lumos 

(Thermo Scientific®) utilizando a opção de um MS1 (espectro de massas de íons 

precursores) seguido por MS2 (espectros de massas de íons produtos) 

dependentes de dados num ciclo de 3 s. Íons precursores selecionados para 

MS2 foram excluídos para varreduras subsequentes de MS2 por 20 s. A 

resolução para o modo MS1 foi definida como 120.000 (a 400 m/z), o alvo de 

controle automático de ganho em 4 x 105 e a faixa de 400 m/z a 1.600 m/z foi 

monitorada. O MS1 foi seguido por scans de MS2 dependentes de dados com 

resolução de 30.000 (400 m/z), tempo de preenchimento do trap de 54 ms, janela 

de isolamento de 1,2 Th e energia de colisão normalizada de 30.  

Para a identificação das proteínas, os espectros MS/MS foram 

comparados aos do banco de dados internacional UniProt 116 (agosto de 2018, 

versão 109, 20.404 entradas), usando a ferramenta de busca MaxQuant (versão 

1.6.3.3) com carbamidometilação de Cys como modificação fixa e oxidação de 

Met variável 117. Empregou-se tolerância de massa estabelecida pelo MaxQuant 

para íons precursores e para produtos iônicos. A enzima tripsina foi selecionada, 

permitindo, durante a busca, dois sítios de clivagem perdidos, sendo pelo menos 
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dois peptídeos monitorados para cada proteína. Os resultados foram 

processados por método de quantificação label free. 

 

 

3.4.4.2.3 Seleção de proteínas contidas nas amostras de HDL 

 

A seleção de peptídeos e proteínas para a etapa da quantificação 

foi realizada por meio da análise dos dados de proteômica de Shotgun e 

comparação com proteínas consistentemente detectadas em HDL em estudos 

anteriores relevantes 117–120. 

 

 

3.4.4.2.4 Cromatografia líquida para proteômica quantitativa  

 

Configurações cromatográficas semelhantes ao método Shotgun foram 

utilizadas, exceto algumas alterações descritas a seguir. Peptídeos digeridos (50 

ng) foram concentrados na coluna tipo trap, fixando a pressão em 980 bar e 

passando 12 µl de solvente A. Em seguida, os peptídeos aprisionados foram 

eluídos da coluna trap para a coluna analítica a 350 nL/min, usando um gradiente 

linear de 5 % a 28 % de B por 15 min e 28 % a 40 % de B por 2 min. A coluna 

foi subsequentemente lavada durante 2 min a 95 % de B e reequilibrada com o 

mesmo gradiente durante 8 min.  

 

 

3.4.4.2.5 Análise quantitativa do proteoma por monitoramento de reações em 

paralelo (do inglês, Parallel reaction monitoring, PRM) 

 

Os experimentos foram realizados utilizando o espectrômetro de massas 

Orbitrap Fusion Lumos (Thermo Scientific®). A resolução para MS2 foi 

estabelecida em 15.000 (400 m/z); o alvo AGC, em 5 × 104; e o tempo máximo 

de preenchimento do trap, em 22 ms. Utilizou-se energia de colisão de 27 e 

janela de isolamento de 1,6 Th. 
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3.4.4.2.6 Processamento de dados 

 

O Skyline (versão 4.2), um software aberto para processamento de dados 

qualitativos e quantitativos de proteômica, foi empregado para análise dos dados 

121. Todos os picos integrados foram avaliados manualmente para garantir a 

detecção correta do pico e evitar erros de integração. 

 

 

3.5 Aspectos éticos 

 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projetos 

de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP em 11 de janeiro de 2017 (número do 

parecer: 1.888.865 – anexo C) e foi conduzido de acordo com os requerimentos 

desta comissão. Todos os pacientes e voluntários controles consentiram para a 

participação na pesquisa após leitura, compreensão e assinatura do TCLE 

(anexo D).  

A pesquisa (submetida como projeto de iniciativa do investigador) foi 

realizada com recursos financeiros fornecidos pela Abbvie Farmacêutica Ltda. 

(número 4.062).  

Os protocolos experimentais foram conduzidos de acordo com os 

Princípios Éticos de Experimentação Animal adotados pela Sociedade Brasileira 

de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL). 

Para a aquisição do EC foram utilizadas baixas dose de radiação (cerca 

de 0,9 mSv a 1,3 mSv), o que é comparável a uma mamografia (0,8 mSv) 58,122. 

Pesquisas em humanos demonstram que não existe efeito carcinogênico com 

doses de radiação isoladas de até 100 mSv e dose acumulada de até 500 mSv 

123–125. 

Diante do achado de um EC > 100 ou acima do percentil 75 % para idade, 

deve-se considerar a reclassificação do paciente para alto risco cardiovascular 

56. Desta forma, os participantes que se encaixaram nesses critérios foram 

devidamente encaminhados a ambulatório específico para adequado 

seguimento. 
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3.6 Análise estatística  

 

Na análise estatística descritiva, as variáveis quantitativas foram 

apresentadas por meio de média, mediana, desvio padrão (DP), amplitude 

(mínimo e máximo) e intervalo quartílico (1º quartil e 3º quartil). As variáveis 

qualitativas foram expressas pelas frequências absoluta (n) e relativa (%). 

Utilizamos o teste t-Student ou o Mann-Whitney para comparação entre 

variáveis quantitativas (dois grupos), dependendo da suposição de normalidade 

dada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para comparação entre três grupos ou 

mais, aplicamos o teste ANOVA (paramétrico) ou o Kruskall-Wallis (não 

paramétrico). Já para as variáveis qualitativas foi utilizado o teste exato de 

Fisher.  

Para verificar a associação entre variáveis quantitativas foi utilizada a 

correlação de Spearman ou de Pearson. 

Para comparação entre os grupos nas variáveis de expressão das 

proteínas, foi inicialmente feito teste de Mann-Whitney e, então, aplicado o 

método de Benjamini e Hochberg para corrigir os valores de p pelas múltiplas 

comparações existentes na hipótese. 

Modelo logístico foi realizado tendo como variável dependente o escore 

de cálcio maior que zero. As variáveis que tiveram importância estatística na 

análise univariada (p<0,15) ou importância clínica em outros estudos foram 

adicionadas no modelo como variáveis independentes.  

O nível de significância adotado foi de 5% e os cálculos foram realizados 

pelo programa estatístico RStudio, versão 1.1.383. 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 RESULTADOS 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Caracterização da amostra 

 

 O recrutamento dos pacientes e controles ocorreu entre 29/03/2017 e 

21/07/2018 (detalhes demonstrados nos fluxogramas abaixo), sendo possível 

atingir o tamanho amostral de 150 pacientes com DC e 75 controles. 
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4.2 Dados demográficos 

 

4.2.1 Características demográficas gerais 

 

Os grupos foram homogêneos em relação à idade, ao sexo, à pressão 

arterial e às medidas de gordura corporal (GV, GS e relação GV/GS). Os valores 

de hemoglobina, leucócitos e glicemia de jejum não diferiram entre os pacientes 

e os controles. No que se refere à etnia, foi observada uma distribuição 
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significativamente diferente entre os grupos (p=0,0025) às custas, 

principalmente, da presença de etnia amarela nos controles e ausência de 

pacientes amarelos (5,3 % vs. 0 %), além de maior frequência de controles 

brancos (60 % vs. 46,7 %) e pacientes pardos (35,3 % vs. 20 %). A média do 

IMC, apesar de estar nos limites da normalidade, foi maior no grupo controle 

(p=0,0060). Como esperado, os valores de plaquetas e PCR foram 

significativamente maiores nos pacientes e a albumina se apresentou menor no 

grupo Crohn (p=0,0362, p=0,0003 e p=0,0017, respectivamente). Em relação ao 

perfil lipídico, os valores de TG foram semelhantes entre os grupos, enquanto as 

médias de LDL e HDL foram significativamente menores nos pacientes em 

relação aos controles (88 vs. 107; p=0,0000 e 53 vs. 57; p=0,0460, 

respectivamente). Apesar de todos os participantes terem sido classificados 

como baixo risco para DCV em dez anos pelo ERF, a média do grupo controle 

se apresentou maior que a do grupo Crohn (3,59 % vs. 3,08 %; p=0,0413). Vide 

tabela 1.  

 

  

Tabela 1 – Características demográficas gerais dos pacientes com doença de    
Crohn e controles 

Variável 

Doença Crohn 

n=150 

Controles 

n=75 
P-valor 

Média ou 

n 

D.P. ou 

% 

Média ou 

n 

D.P. ou 

% 

Idade (anos) 43,31 5,98 43,27 5,47 0,9211 

Sexo (masculino) 78 52,0 39 52,0 1,0000 

Etnia  
     

 Amarelo 0 0,0 4 5,3 

0,0025  Branco 70 46,7 45 60,0 

 Negro 27 18,0 11 14,7 

 Pardo 53 35,3 15 20,0 

IMC (kg/m2) 23,65 3,48 24,88 2,68 0,0060 

Hemoglobina (g/dL) 13,91 2,47 14,02 1,32 0,2063 

Leucócitos (mil/mm3) 7,328 11,104 6,011 1,410 0,1894 

Plaquetas (mil/mm3) 267 80 238 43 0,0362 

PCR (mg/L) 6,24 11,08 2,02 3,19 0,0003 

Glicemia de jejum (mg/dL) 84,85 9,50 86,81 9,51 0,1299 

Colesterol total (mg/dL) 161,45 37,45 184,56 29,66 <0,0001 

LDL (mg/dL) 88,19 33,03 107,44 26,97 <0,0001 

HDL (mg/dL) 53,47 14,44 57,64 15,62 0,0460 

Triglicerídeos (mg/dL) 103,06 38,52 97,63 41,10 0,1876 
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Albumina (g/dL) 4,41 0,75 4,58 0,24 0,0017 

Pressão arterial sistólica (mmHg) 115,55 13,27 119,35 13,05 0,0644 

Pressão arterial diastólica (mmHg) 72,81 10,33 74,33 9,36 0,3597 

Framingham (%) 3,08 2,23 3,59 2,28 0,0413 

Gordura visceral (cm2) 102,34 58,66 99,35 46,45 0,8765 

Gordura subcutânea (cm2) 176,24 84,36 189,44 73,66 0,3116 

Relação GV/GS (%) 64,64 36,07 59,57 44,48 0,2095 

 

 

 

4.2.2 Características gerais dos pacientes com doença de Crohn 

  

 Como exposto na tabela 2, a maioria dos pacientes apresentava longa 

duração da doença, com média de cerca de 15 anos de diagnóstico. A maior 

parte dos casos (92 %) teve o diagnóstico da DC entre os 17 anos e 40 anos de 

idade, 43 % apresentavam localização ileocolônica; 32 %, ileal; e 23 %, apenas 

colônica. Quanto ao comportamento, quase 60% dos pacientes foram 

classificados como doença penetrante; 22 %, estenosante; e 18 %, inflamatória, 

dos quais 46 % exibiam componente perianal da doença. No que se refere às 

manifestações extraintestinais, cerca de um terço dos casos (36 %) se queixava 

de artrite ou artralgia e apenas dois pacientes exibiam eritema nodoso.  

Em relação aos escores de atividade da doença, a maioria dos casos se 

encontrava em remissão clínica, com média do CDAI de 118 e do HBI de cerca 

de três pontos. A média do escore de gravidade global foi de 24 de um máximo 

de 100 pontos. Ao serem questionados diretamente, cerca de um terço dos 

pacientes (38 %) referiu ter apresentado atividade da doença no último ano, 

sendo que 11 % necessitaram de internação hospitalar devido a atividade. 

No que se refere ao tratamento, quase 25 % estavam em uso de algum 

imunossupressor em monoterapia (azatioprina, 6-mercaptopurina ou 

metotrexato), cerca de 14 % em uso apenas de terapia biológica (infliximabe, 

adalimumabe, certolizumabe ou vedolizumabe) e 44 % em terapia combinada. 

Previamente, quase metade dos casos já havia utilizado algum biológico ou 

imunossupressor. 

Cerca de metade dos pacientes (51,4 %) já havia sido submetida a 

alguma ressecção intestinal, sendo que quase um terço necessitou ressecar 
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mais de 40 cm de intestino. Ao comparar os valores séricos de CT, LDL, HDL e 

TG com a história de cirurgia intestinal prévia, foi possível observar que os 

valores de CT e LDL diferiram significativamente entre aqueles sem ressecção 

prévia, com alguma ressecção < 40 cm e os que haviam ressecado 40 cm ou 

mais de intestino (CT: 173 mg/dL vs. 158 mg/dL vs. 144 mg/dL, respectivamente; 

p=0,0004 / LDL: 101 mg/dL vs. 82 mg/dL vs. 71 mg/dL, respectivamente; 

p<0,0001). Vide figuras 8 e 9. Não houve diferença estatisticamente significante 

nos valores de HDL e TG entre os grupos de acordo com o histórico cirúrgico 

prévio (HDL: 51 mg/dL vs. 56 mg/dL vs. 54 mg/dL, respectivamente; p=0,1348 / 

TG: 104 mg/dL vs. 103 mg/dL vs. 101 mg/dL, respectivamente; p=0,9129). 

 

 

Tabela 2 – Características relacionadas à doença de Crohn 

Variável 
Média 
ou n 

Desvio 
padrão 
ou % 

Tempo de doença (anos) 14,9 6,1 

Montreal    

Idade do diagnóstico   

 < 16 anos 4 2,7 
 Entre 17 anos e 40 anos 138 92,0 
 > 40 anos 8 5,3 

Localização   

 Ileal 48 32,0 
 Colônia 35 23,3 
 Ileocolônica 65 43,3 
 TGI superior isolado 12 8,0 

Comportamento   

 Inflamatório 28 18,7 
 Estenosante 33 22,0 
 Penetrante 89 59,3 
 Perianal 69 46,0 

Manifestações extraintestinais 
 Artrite ou artralgia 54 36,0 

 Oculares 0 0,0 
 Eritema nodoso  2 1,3 
 Pioderma gangrenoso 0 0,0 

Escores de atividade clínica  

 CDAI (n=131)* 118,8 91,1 
 HBI (n=131)* 2,8 2,9 
 Escore de gravidade global 24,3 15,1 
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O paciente apresentou atividade da doença no último ano? 58 38,7 

O paciente foi internado no último ano devido a doença? 17 11,3 

A internação ou a atividade da doença ocorreram nos últimos 3 m? 32 21,3 

Tratamentos prévios   

 Biológico** 36 24,0 
 Imunossupressor*** 34 22,7 

Tratamento atual   

 Biológico em monoterapia 21 14,0 
 Imunossupressor em monoterapia 37 24,7 
 Terapia combinada**** 67 44,7 
 Sem biológico ou imunossupressor 25 16,0 

Ressecção intestinal    

 Sem ressecção 73 48,7 

 Pelo menos uma ressecção < 40 cm 34 22,7 

 Pelo menos uma ressecção ≥ 40 cm 43 28,7 

* 19 pacientes eram ostomizados, por isso não foi possível calcular o CDAI e o HBI. 
** Infliximabe, adalimumabe, certolizumabe ou vedolizumabe. 
*** Azatioprina, 6-mercaptopurina ou metotrexato. 
**** Biológico associado a imunossupressor. 

 

 

Figura 8 – Colesterol total e ressecção intestinal prévia   
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Figura 9 – LDL e ressecção intestinal prévia   

 

 

4.3 Avaliação do escore de cálcio coronariano 

 

 Ao comparar a prevalência de EC > 0 entre os pacientes e os controles, 

não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos (figura 10), 

assim como não foi observada diferença ao avaliar por faixa de EC e ao 

confrontar as médias do escore (tabela 3). Ao comparar a prevalência de 

calcificação coronariana de acordo com a faixa etária, como esperado, pode-se 

observar que, à medida que a idade aumentou, cresceu a prevalência de EC > 

0 (p=0,0080) em todos os participantes. Vide figura 11. 
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Tabela 3 – Prevalência e extensão da calcificação coronariana nos pacientes 

com DC e controles 

Variável 

Doença Crohn  
n=150 

Controles  
n=75 

P-valor 

Média ou n 
D.P.  
ou % 

Média ou n 
D.P. 
ou % 

Faixas de escore de cálcio    

0,8325  

0 139 92,7 70 93,3 

0-10 5 3,3 3 4,0 

10-100 5 3,3 1 1,3 

> 100 1 0,7 1 1,3 

      

Escore de cálcio (média) 54,50 112,23 37,79 57,70 0,3356 

 

 

 
Figura 10 – Prevalência de EC > 0 e EC = 0 entre os grupos Crohn e controle   
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Figura 11 – Prevalência de EC > 0 e EC = 0 de acordo com a faixa etária 

 

 

 Ao dividir todos os participantes em dois grupos de acordo com a 

presença ou ausência de calcificação coronariana (EC > 0 vs. EC = 0, Tabela 4), 

foi possível observar que, como esperado, os participantes com EC > 0 

apresentavam média superior de idade com relação aos com EC = 0 (47,4 vs. 

42,9; p=0,0029), e o grupo com EC > 0 teve predominância do sexo masculino 

(81,3 % vs. 49,8 %; p=0,0185). Em concordância com o conceito de que 

pacientes com EC alterado apresentam maior risco cardiovascular, quando 

avaliamos os parâmetros IMC, GV, relação GV/GS e ERF, foi constatado que no 

grupo com EC > 0 os valores de todas essas variáveis foram significativamente 

maiores quando comparados com o grupo sem calcificação coronariana 

(p=0,0001; p=0,0001; p=0,0037 e p=0,0004, respectivamente). Etnia, pressão 

arterial e todos os parâmetros laboratoriais foram semelhantes entre os dois 

grupos.  
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Tabela 4 – Características demográficas gerais de acordo com a presença ou 

ausência de calcificação coronariana  

Variável 

EC = 0  
n=209 

EC > 0  
n=16 

P-valor 
Média ou 

n 
D.P. ou 

% 
Média ou 

n 
D.P. 
ou % 

Idade (anos) 42,98 5,76 47,44 4,79 0,0029 

Sexo (masculino) 104 49,8 13 81,3 0,0185 

Etnia       

 Amarelo 4 1,9 0 0 

0,6853 
 Branco 108 51,7 7 43,8 
 Negro 36 17,2 2 12,5 
 Pardo 61 29,2 7 43,8 

IMC (kg/m2) 23,82 3,19 27,19 2,91 0,0001 

Hemoglobina (g/dL) 13,92 2,20 14,26 1,33 0,3540 

Leucócitos (mil/mm3) 6,913 9,444 6,570 1,884 0,4856 

Plaquetas (mil/mm3) 257 71 263 63 0,5394 

PCR (mg/L) 4,81 9,47 5,13 9,29 0,9729 

Glicemia de jejum (mg/dL) 85,61 9,68 84,06 7,41 0,5793 

Colesterol total (mg/dL) 168,42 36,74 178,69 35,06 0,3230 

LDL (mg/dL) 94,00 32,52 102,44 30,49 0,2955 

HDL (mg/dL) 54,84 15,07 55,06 13,63 0,8405 

Triglicerídeos (mg/dL) 100,15 38,72 115,63 46,34 0,2219 

Albumina (g/dL) 4,47 0,64 4,36 0,41 0,2567 

Pressão arterial sistólica (mmHg) 116,59 13,39 119,75 12,02 0,2719 

Pressão arterial diastólica (mmHg) 73,09 10,13 76,31 8,11 0,2656 

Framingham (%) 3,11 2,20 5,05 2,21 0,0004 

Gordura visceral (cm2) 95,34 49,79 169,12 65,54 0,0001 

Gordura subcutânea (cm2) 177,71 81,33 211,54 74,11 0,0932 

Relação GV/GS (%) 60,88 38,59 86,89 35,48 0,0037 

 

 

 Quando foram avaliadas as características específicas dos pacientes com 

DC com EC = 0 vs. EC > 0 (tabela 5), não foi possível observar diferenças 

estatisticamente significantes em relação a nenhum dos seguintes parâmetros: 

duração da doença, classificação de Montreal, escores de atividade clínica e 

gravidade da doença (CDAI, HBI e escore de gravidade global), manifestações 

extraintestinais, tratamento ou histórico cirúrgico prévio.  
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Tabela 5 – Características relacionadas à doença de Crohn de acordo com a  

presença ou ausência de calcificação coronariana  

Variável 

EC = 0  
n=139 

EC > 0  
n=11 

P-valor 
Média 
ou n 

D.P.  
ou % 

Média 
ou n 

D.P. 
ou % 

Tempo de doença (anos) 14,78 6,21 17,45 5,05 0,1121 

Montreal       

Idade do diagnóstico      

 < 16 anos 4 2,9 0 0,0 

0,1316  Entre 17 anos e 40 
anos 

129 92,8 9 81,8 

 > 40 anos 6 4,3% 2 18,2 

Localização      

 Ileal 45 32,4 3 27,3 1,0000 
 Colônica 31 22,3 4 36,4 0,2836 
 Ileocolônica 61 43,9 4 36,4 0,7573 
 TGI superior isolado 12 8,6 0 0,0 0,6015 

Comportamento      

 Inflamatório 26 18,7 2 18,2 1,0000 
 Estenosante 32 23,0 1 9,1 0,4571 
 Penetrante 81 58,3 8 72,7 0,5262 
 Perianal 63 45,3 6 54,5 0,7550 

Manifestações extraintestinais    

 Artrite ou artralgia 50 36,0 4 36,4 1,0000 
 Eritema nodoso 2 1,4 0 0,0 1,0000 

Escores de atividade clínica     

 CDAI (n=131)* 120,96 92,19 86,75 69,48 0,2795 
 HBI (n=131)* 2,91 3,03 2,13 1,96 0,6265 

 Escore de gravidade 
global 

24,39 15,16 23,27 15,04 0,8625 

Tratamentos prévios      

 Biológico 33 23,7 3 27,3 0,7257 
 Imunossupressor 34 24,0 0 0,0 0,0702 

Tratamento atual      

 Biológico monoterapia 18 12,9 3 27,3 0,1852 

 Imunossupressor 
monoterapia 

35 25,2 2 18,2 1,0000 

 Terapia combinada** 61 43,9 6 54,5 0,5413 

 Sem biológico ou 
imunossupressor 

25 18,0 0 0,0 0,2122 

Ressecção intestinal       

 Sem ressecção 68 48,9 5 45,5 

0,8484  
Pelo menos uma 
ressecção < 40 cm 

32 23,0 2 18,2 

 
Pelo menos uma 
ressecção ≥ 40 cm 

39 28,1 4 36,4 

* 19 pacientes eram ostomizados, por isso não foi possível calcular o CDAI e o HBI. 

** Biológico associado a imunossupressor.    



62 
 

 

 

4.4 Avaliação da HDL 

 

Os subgrupos de pacientes (n = 32) e controles (n = 32) que realizaram a 

avaliação da HDL foram homogêneos com relação a idade, sexo e etnia. Como 

esperado, os valores de leucócitos, plaquetas e PCR foram significativamente 

maiores no grupo com DC (p=0,0070; p=0,0011 e p=0,0044, respectivamente). 

Perfil lipídico, pressão arterial e ERF não diferiram entre os grupos, mas a 

gordura visceral e a relação GV/GS foram superiores nos pacientes com DC 

(p=0,0071 e p=0,0109, respectivamente). Vide tabela 6. 

 

 

Tabela 6 – Características demográficas gerais do subgrupo que realizou a   
avaliação da HDL 

Variável 

Doença Crohn 

n=32 

Controles 

n=32 
P-valor 

Média ou 

n 

D.P. ou 

% 

Média ou 

n 

D.P. ou 

% 

Idade (anos) 44,69 6,12 44,69 5,18 0,9732 

Sexo (masculino) 16 50 16 50 1,0000 

Etnia Amarelo 0 0 2 6,3 

0,0624 
 Branco 16 50 18 56,3 

 Negro 3 9,4 7 21,9 

  Pardo 13 40,6 5 15,6 

IMC (kg/m2) 25,24 3,99 24,34 2,98 0,2167 

Hemoglobina (g/dL) 13,57 1,36 14,20 1,39 0,0240 

Leucócitos (mil/mm3) 7,088 2,341 5,786 1,136 0,0070 

Plaquetas (mil/mm3) 284 73 228 37 0,0011 

PCR (mg/L) 8,34 9,99 1,99 1,98 0,0044 

Glicemia de jejum (mg/dL) 85,19 8,80 85,81 10,66 0,6915 

Colesterol total (mg/dL) 174,25 38,18 183,50 31,08 0,2920 

LDL (mg/dL) 99,75 32,68 104,13 25,62 0,5534 

HDL (mg/dL) 53,75 13,65 59,66 19,55 0,1667 

Triglicerídeos (mg/dL) 110,16 36,66 100,88 48,65 0,1950 

Albumina (g/dL) 4,38 0,47 4,60 0,27 0,0079 

Pressão arterial sistólica (mmHg) 118,44 12,10 121,13 11,61 0,4299 

Pressão arterial diastólica (mmHg) 74,97 9,76 75,34 9,23 0,7710 

Framingham (%) 3,82 2,70 3,92 2,27 0,6192 

Gordura visceral (cm2) 135,13 63,69 94,66 46,63 0,0071 

Gordura subcutânea (cm2) 203,64 91,36 187,64 67,39 0,5303 
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Relação GV/GS (%) 71,88 31,24 52,37 23,87 0,0109 

 

 

4.4.1 Estudo funcional da HDL 

 

 O efluxo de 14C-colesterol mediado por HDL não diferiu entre o grupo 

Crohn e o grupo controle (12,3 vs. 13,5 %, p=0,3911 – figura 12). No anexo E 

encontram-se todos os valores de efluxo de 14C-colesterol mediado por HDL 

discriminados.  

 
Figura 12 – Efluxo de 14C-colesterol mediado por HDL nos pacientes com 
doença de Crohn e controles 

 

 

4.4.1.1 Relação do efluxo de colesterol de macrófagos com o escore de cálcio 

coronariano 

  

Foi interessante notar que a média do efluxo de colesterol nos 

participantes com EC > 0 (n=14) se mostrou menor do que naqueles com EC = 

0 (n=46), com significância estatística (10,5 vs. 13,6 %, p=0,0220 – figura 13).  
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Figura 13 – Efluxo de 14C-colesterol mediado por HDL nos participantes com EC 
= 0 vs. EC > 0  

 

 

4.4.1.2 Parâmetros inflamatórios da doença de Crohn e o efluxo de colesterol 

 

Ao avaliar o efluxo de colesterol mediado por HDL nos pacientes com DC 

em remissão (CDAI < 150, n=15) e em atividade clínica (CDAI ≥ 150, n=9), foi 

possível observar que nos pacientes inflamados a média do efluxo foi 

numericamente menor do que naqueles em remissão mas sem significância 

estatística (10,1 vs. 13,7 %, p=0,0836 – figura 14). Quando foi analisada a 

correlação de Spearman entre o efluxo e os escores de atividade clínica da 

doença (CDAI e HBI), obtivemos correlações moderadas e inversamente 

proporcionais, ou seja, quanto maiores os valores de CDAI e HBI, menores os 
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valores do efluxo (r -0,4716, p=0,0200 e r -0,4103, p=0,0465, respectivamente – 

figuras 15 e 16). 

 Também foi avaliado se pacientes com DC com PCR < 5 (n=14) e PCR ≥ 

5 (n=16) apresentavam valores de efluxo distintos, mas não foi encontrada 

diferença estatisticamente significante entre os grupos, apesar de os pacientes 

com PCR < 5 apresentarem uma porcentagem de efluxo maior que aqueles com 

PCR ≥ 5 (13,8 vs. 10,9 %, p=0,1833).  

 

 

Figura 14 – Efluxo de 14C-colesterol mediado por HDL nos pacientes com 
doença de Crohn em remissão clínica (CDAI < 150) e em atividade clínica (CDAI 
≥ 150) 
 



66 
 

 
Figura 15 – Correlação entre efluxo de 14C-colesterol mediado por HDL e o CDAI 
 

 
Figura 16 – Correlação entre efluxo de 14C-colesterol mediado por HDL e o 
Harvey Bradshaw 
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4.4.2 Estudo da proteômica da HDL 

 

 A análise qualitativa da proteômica por Shotgun foi realizada em 20 

amostras randomicamente selecionadas, sendo determinadas 63 proteínas no 

total (anexo F). Posteriormente, na etapa quantitativa pelo método PRM, foi 

possível quantificar 36 proteínas no total. As mesmas foram quantificadas nas 

62 amostras (31 pacientes com DC e 31 controles). Para a escolha do peptídeo 

a ser utilizado como representante de cada proteína, realizamos a correlação de 

Pearson e foi escolhido o par de peptídeos com o maior r para cada proteína, 

com posterior eleição do que apresentava o menor coeficiente de variação 

(anexo G). É importante ressaltar que, como controle de qualidade interno, o 

peptídeo angiotensina I teve sua área avaliada com todas as outras proteínas e 

apresentou um coeficiente de variação de 34,1 % para 62 medidas (Crohn e 

controles), o que demonstra alta precisão e confiabilidade do método 

quantitativo, de acordo com os limites estabelecidos na literatura 126. 

 Ao comparar o grupo Crohn com o grupo controle, após ajuste do p-valor 

para comparações múltiplas, observamos que os pacientes com DC 

apresentaram menor abundância de cinco apolipoproteínas (APOA1, p=0,0378; 

APOA2, p=0,0378; APOD, p=0,0069; APOF, p=0,0076; e APOM, p=0,0337) e da 

principal proteína antioxidante (PON1, p=0,0272) em relação aos controles. As 

proteínas FIBA e RET4 foram mais abundantes no grupo Crohn (p=0,0337 e 

p=0,0378, respectivamente) (figuras 17 e 18).  
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Figura 17 – Análise por PRM das proteínas da HDL nos pacientes com DC e 
controles  

Legenda: Para cada proteína, o p-valor do teste não paramétrico é plotado contra o log2 da 
diferença encontrada entre casos e controles. Proteínas elevadas nos casos estão exibidas à 
direita do valor 0 no eixo x, enquanto as proteínas reduzidas nos casos estão demonstradas à 
esquerda. A nomenclatura expressa na figura representa os genes correspondentes das 
proteínas (Hugo Gene Nomenclature Committee - www.genenames.org). 

 

 

http://www.genenames.org/
http://www.genenames.org/
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Figura 18 – Proteínas da HDL que apresentaram valores diferentes entre 
pacientes com doença de Crohn vs. controles 

Legenda: UA = unidade arbitrária. A nomenclatura expressa na figura representa os genes 
correspondentes das proteínas (Hugo Gene Nomenclature Committee - www.genenames.org). 

 

 
 

 Quando comparamos os valores de APOA1 nas HDLs dos controles vs. 

Crohn com PCR < 5 vs. Crohn com PCR ≥ 5, percebemos que houve uma 

redução significativa entre aqueles inflamados e os controles (p=0,0001), sendo 

que essa diferença não foi notada ao comparar os controles e os que 

apresentavam PCR baixo (p=0,9503). Vide figura 19.  

http://www.genenames.org/
http://www.genenames.org/
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Figura 19 – Níveis de APOA1 na HDL dos controles vs. Crohn com PCR < 5 vs. 
Crohn com PCR ≥ 5 
Legenda: *p < 0,05 e NS não significante  

 

 

4.5 Análise integrada dos dados 

 

 Realizamos um modelo de regressão logística tendo como variável 

resposta EC > 0 e variáveis independentes DC, idade, sexo, gordura visceral, 

PCR, efluxo e os valores de z score das seguintes proteínas da HDL: APOA1, 

LCAT, PLTP, PON1 e SAA1. A gordura visceral apresentou associação como 

uma variável de risco para EC > 0 (OR 1,03 e p=0,0187) e o efluxo como uma 

variável protetora para calcificação coronariana (OR 0,73 e p=0,0361), o que 

significa que incrementos no efluxo diminuem a probabilidade de o indivíduo 

apresentar EC > 0 (tabela 7). 
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Tabela 7 – Modelo de regressão logística tendo como variável resposta EC > 0 

Variável OR 

IC do OR 

P-valor Limite 

inferior 

Limite 

superior 

Doença de Crohn 1,3236 0,1138 15,3939 0,8228 

Idade 1,0395 0,8579 1,2596 0,6924 

Sexo 8,3425 0,3235 215,1731 0,2008 

Gordura visceral 1,0342 1,0056 1,0636 0,0187 

PCR 0,8965 0,7626 1,0540 0,1857 

Efluxo 0,7309 0,5451 0,9799 0,0361 

APOA1* 0,1821 0,0249 1,3342 0,0937 

LCAT* 0,5468 0,1135 2,6333 0,4516 

PLTP* 9,5836 0,8936 102,7826 0,0619 

PON1* 0,2905 0,0361 2,3393 0,2455 

SAA1* 0,7580 0,1601 3,5893 0,7269 

           Legenda: OR Odds ratio, IC intervalo de confiança. 

           *valor de z score.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 DISCUSSÃO 
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5 DISCUSSÃO 

 

 A questão cardiovascular no contexto das doenças inflamatórias crônicas 

se tornou tão relevante nos últimos anos que as duas sociedades mais 

respeitadas no cenário da cardiologia mundial (American College of Cardiology 

e American Heart Association) publicaram, na mais nova diretriz de prevenção 

primária de doenças cardiovasculares (2019), a recomendação de que doenças 

inflamatórias crônicas devem ser consideradas fatores agravantes de risco CV 

e, portanto, a presença dessas doenças pode pautar decisões quanto a 

intervenções preventivas, como introdução de estatinas para aqueles 

considerados de risco intermediário ou limítrofe 18. Ainda, Harvey S. Hecht 

sugere que indivíduos portadores de doenças inflamatórias crônicas, como a DII, 

deveriam ser classificados como de risco CV intermediário independentemente 

da presença de fatores de risco clássicos, uma vez que a inflamação poderia ser 

considerada um grande fator de risco independente 58. Diante disso, a 

importância de estudos como o nosso que avaliam diferentes aspectos da 

questão CV no contexto inflamatório se torna inegável. 

 

 

5.1 Aterosclerose subclínica medida pelo EC coronariano 

 

 Nosso trabalho demonstrou que pacientes com DC apresentaram a 

mesma prevalência de EC alterado que indivíduos sem a doença. Grandes 

estudos populacionais demonstram que quanto mais jovem é o sujeito e quanto 

menos fatores de risco CV tradicionais apresenta, menor a prevalência de 

calcificação coronariana 127,128. A DC acomete, majoritariamente, jovens 

(diagnóstico, na maioria dos casos, entre 15 anos e 30 anos de idade), e os 

pacientes com DII apresentam menor incidência de fatores de risco tradicionais 

para DCV, como HAS, DM, obesidade e dislipidemia 23,96. Em congruência com 

essas evidências, nossos dados demonstraram ERF, IMC, colesterol total e LDL 

significativamente menores no grupo Crohn. Ainda, a idade média dos nossos 

pacientes foi de 43 anos, o que demonstra uma preponderância de jovens na 
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amostra. Ao comparar a idade dos nossos doentes com outros dez estudos que 

evidenciaram maior prevalência de calcificação coronariana em pacientes com 

doenças inflamatórias, como LES, AR e psoríase, é possível observar que nove 

59–61,64,66–70 envolveram pacientes com médias de idade maiores, entre 45 anos 

e 55 anos, com apenas um trabalho apresentando média de idade menor que a 

nossa (40 anos) 65. Além disso, em concordância com a ideia de que existe uma 

relação direta da idade com a calcificação coronariana, os participantes com EC 

> 0 apresentaram maior média de idade com relação aos com EC = 0 e, à medida 

que a idade dos pacientes aumentou, cresceu também a prevalência de EC > 0. 

Grande parte dos autores que avaliaram incidência e prevalência de 

eventos CV e aterosclerose subclínica nas doenças inflamatórias crônicas (DII, 

LES, AR e psoríase) não excluíram os indivíduos que apresentavam fatores de 

risco CV tradicionais, como obesidade, tabagismo, hipertensão arterial, diabetes 

e dislipidemia. No nosso trabalho, escolhemos por excluir esses pacientes com 

o objetivo de avaliar a DC per se como fator de risco para aterosclerose. 

Contudo, ao proceder desta forma, não pudemos analisar a influência da doença 

em potencializar os fatores de risco CV tradicionais no desenvolvimento da 

aterosclerose. Fan et al., ao estudarem pacientes com DII e AR, reportaram que 

fatores de risco tradicionais, mais do que marcadores inflamatórios, foram 

importantes preditores de risco para rigidez arterial nesses indivíduos inflamados 

129. Ainda, Staniak et al. demonstraram associação de psoríase grave com maior 

risco de EC > 400, mas afirmaram que a maior prevalência de fatores de risco 

CV tradicionais nesses pacientes inflamados contribuiu sobremaneira, se não 

totalmente, para essa associação 67. 

O tempo de doença foi escolhido como o principal critério de inclusão em 

nosso estudo, pois o processo de calcificação coronariana não é um fenômeno 

dinâmico, mas algo que ocorre ao longo de vários anos de exposição ao fator de 

risco. Sendo assim, como a DC tem a evolução marcada por períodos de surtos 

e remissão, um paciente em atividade inflamatória no momento poderia estar em 

remissão nos anos anteriores e, uma vez que não temos disponível um marcador 

de atividade inflamatória persistente, a duração da doença foi escolhida como o 

critério mais representativo da exposição crônica ao processo inflamatório. 

Contudo, o tempo de doença nem sempre traduz gravidade e inflamação 
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persistente. Kristensen et al. 34, ao investigarem uma coorte dinamarquesa com 

mais de 20.000 pacientes com DII, demonstraram que aqueles com atividade 

inflamatória persistente apresentaram maior risco de infarto agudo do miocárdio 

e maior mortalidade por DCV. 

Apesar de o EC coronariano ser o exame de maior acurácia em predizer 

aterosclerose, a extensão da estenose luminal coronariana nem sempre é 

proporcional à calcificação detectada na mesma, ou seja, tanto lesões 

obstrutivas quanto não obstrutivas podem ocorrer sem calcificação 130. Marwan 

et al. 131 observaram que pacientes com lesões coronarianas obstrutivas não 

calcificadas detectadas por angiotomografia eram mais jovens que aqueles com 

lesões calcificadas. Ainda, Aubry et al. 132 , em estudo de autópsia com pacientes 

portadores de AR, demonstraram que esses indivíduos apresentam maior 

quantidade de placas vulneráveis e de conteúdo altamente inflamatório ao 

exame histológico, apesar de terem uma carga aterosclerótica menos extensa 

em comparação com controles. É importante ressaltar que não há relação direta 

entre calcificação e vulnerabilidade da placa. Nossos pacientes, como já 

mencionado, eram, majoritariamente, jovens e não foram avaliadas placas não 

calcificadas. Para a análise de placas não calcificadas seria necessária a 

realização de angiotomografia de coronárias. No entanto, esse exame não foi 

incluído no trabalho pela necessidade da injeção de contraste e por expor o 

paciente a doses mais elevadas de radiação. 

 Em congruência com o fato de que não observamos maior prevalência de 

aterosclerose subclínica medida pelo EC nos pacientes com DC, diversos 

autores, ao analisarem espessura íntima-média de carótida, outro marcador 

reconhecido de doença aterosclerótica, igualmente não encontraram diferença 

entre o grupo com DII e os controles 41,48,133–138. Além disso, apesar de muitos 

autores salientarem que há uma maior incidência de eventos CV nos pacientes 

com DC 20–34, alguns estudos demonstram que o risco de doença isquêmica do 

miocárdio e a mortalidade por DCV não são superiores nos pacientes com DC 

em comparação com a população geral 25,139–142. 

É interessante notar que, para outras doenças inflamatórias crônicas 

imunomediadas, como AR, LES e psoríase, as evidências confluem para o 

conceito de que as mesmas estão fortemente ligadas à aterosclerose acelerada 



76 
 

e ao aumento da incidência de eventos CV 59,60,70,132,61–63,65–69. Contudo, como 

exposto anteriormente, a associação da DC com maior risco CV ainda é 

controversa. Baena-Díez et al. 14 , ao estudarem a incidência de DCV em mais 

de 900 mil pacientes com diversas doenças inflamatórias crônicas 

imunomediadas, dentre elas a DII, evidenciaram que a taxa de incidência anual 

de DCV foi inferior naqueles com DII em relação aos portadores de 

poliartropatias inflamatórias e doenças do tecido conjuntivo. Fatores que podem 

fundamentar essa diferença no risco CV encontrado na DII em comparação com 

outras doenças inflamatórias são vistas no estudo de Fan et al. que, ao avaliarem 

indivíduos com AR e DII, demonstraram que os pacientes com AR apresentaram 

níveis séricos de PCR mais altos, além de maior prevalência de fatores de risco 

CV tradicionais que aqueles com DII 129. 

 

 

5.2 Perfil lipídico quantitativo 

 

 Processos inflamatórios e infecciosos, sabidamente, podem prejudicar o 

metabolismo das lipoproteínas e alterar as concentrações plasmáticas de lipídios 

e lipoproteínas 143. Essas alterações podem ser resumidas por aumento nos 

triglicérides pelo acúmulo de lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL) e 

diminuição nos níveis de HDL e LDL 143,144. Embora os níveis de LDL diminuam 

durante processos inflamatórios e infecciosos em humanos, há aumento de 

partículas pequenas e densas de LDL 145 que parecem ser mais aterogênicas 

que partículas de tamanhos maiores 146.  

 A fisiopatologia exata implicada na queda dos níveis de colesterol em 

situações de resposta de fase aguda ainda não foi totalmente elucidada. No 

entanto, a ação das citocinas na redução dos níveis de colesterol é bem 

reconhecida em doentes críticos 147;  outros fatores que podem contribuir para 

as alterações nas concentrações lipídicas nesses pacientes são insuficiência 

adrenal, hemodiluição por perda sanguínea, aumento da necessidade de 

colesterol para a reparação tecidual e baixa ingesta de colesterol por meio das 

dietas enterais e parenterais 148–151. 
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  Em nosso estudo, os níveis de HDL e LDL se apresentaram mais baixos 

nos pacientes, enquanto que os valores de triglicérides não diferiram entre os 

grupos. Hrabovsky et al., ao avaliarem indivíduos com DC ativa, também 

detectaram valores de LDL e HDL mais baixos nos doentes e, ainda, concluíram 

que a síntese e a absorção de colesterol nesses pacientes são alteradas 152. 

Cinco outros trabalhos, assim como o nosso, evidenciaram níveis de LDL e HDL 

reduzidos nos casos com DC 35,44,45,96,153. Quanto aos triglicerídeos, alguns 

autores detectaram valores aumentados 45,96,154 e outros reduzidos 35,153 nos 

pacientes com DC. 

 Outro fator que pode ter contribuído para valores de CT e LDL mais baixos 

nos pacientes com relação aos controles é o histórico cirúrgico, uma vez que 

cerca de metade dos indivíduos com DC já havia sido submetida a alguma 

ressecção intestinal prévia. Por meio da circulação entero-hepática, os ácidos 

biliares são reabsorvidos, predominantemente, no íleo terminal e transportados 

para o fígado. Portanto, ressecções do segmento distal do íleo podem causar 

má absorção de ácidos biliares e aumento da perda fecal dos mesmos. 

Consequentemente, com o intuito de aumentar a produção de ácidos biliares, o 

colesterol é consumido para que ocorra a conversão do mesmo em ácido biliar 

155. A interrupção da circulação entero-hepática pode afetar, ainda, a 

solubilização micelar do colesterol e a exclusão do íleo terminal pode, portanto, 

resultar em absorção prejudicada do mesmo. Em congruência com o conceito 

de que ressecções intestinais podem alterar o metabolismo das lipoproteínas, 

Akerlund et al. 156, ao avaliarem um pequeno grupo de pacientes com DC 

submetidos a ressecções intestinais, demonstraram que CT e LDL foram 

menores nesses indivíduos, assim como em nosso estudo, e negativamente 

correlacionados ao comprimento do segmento ileal ressecado. 

 

 

5.3 Funcionalidade da HDL 

 

 Diferentemente de Ripollés et al. 45 que evidenciaram prejuízo no efluxo 

de colesterol nos indivíduos com DII, nossos dados demonstram que não houve 

diferença no efluxo de colesterol de macrófagos nos pacientes com DC quando 
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comparados com controles. É importante ressaltar que, apesar de nosso n não 

ter sido grande, o estudo anteriormente citado avaliou um número ainda menor 

de indivíduos (21 doentes) e utilizou metodologia distinta da nossa no 

experimento. No referido estudo, o efluxo foi avaliado no soro depletado em 

apolipoproteína B de pacientes com DII (e não HDL isolada) e em linhagem 

celular de hepatoma de rato 45. Ao utilizar o soro e não a HDL isolada, a análise 

do efluxo embute as variações quantitativas de HDL de cada indivíduo e, ainda, 

é influenciada por outros componentes da circulação, como albumina, que, 

reconhecidamente, exercem efeitos sobre o efluxo de colesterol. Portanto, este 

experimento com soro não representa a capacidade intrínseca da HDL em 

remover colesterol celular. Há, além disso, o tipo celular diferente (células de 

hepatoma e não macrófagos) que apresenta distinção na expressão de 

receptores de HDL.  

O experimento que avalia o efluxo de colesterol de macrófagos pode ser 

realizado de duas formas distintas: utilizando HDL isolada por ultracentrifugação 

do plasma ou por meio do soro depletado em apolipoproteína B. Em nosso 

estudo avaliamos o efluxo mediado por HDL isolada. Sabe-se que, ao isolar a 

HDL por ultracentrifugação, as moléculas de pré-beta HDL, importantes para o 

efluxo de colesterol mediado por ABCA1, podem não ser selecionadas, uma vez 

que a faixa de densidade da mesma é diferente da faixa de densidade da HDL 

total 157. Ainda, albumina, transferrina e outras proteínas plasmáticas estão 

presentes no soro e as mesmas apresentam múltiplas atividades biológicas que 

podem interferir no efluxo 71. Contudo, cabe ressaltar que não há evidências de 

que um ensaio possa ser fisiologicamente mais relevante ou melhor que o outro 

para avaliar a capacidade de efluxo da HDL. 

  

 

5.3.1 Efluxo e atividade inflamatória 

 

Holzer et al. 99, ao analisarem pacientes com psoríase, evidenciaram que 

o efluxo de colesterol de macrófagos se mostrou reduzido. Cabe ressaltar que, 

diferentemente dos nossos pacientes que estavam, em sua maioria, em 

remissão clínica, no trabalho anteriormente citado, apenas aqueles com doença 
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moderada a grave foram selecionados. Ainda, houve uma relação inversa do 

efluxo com o PASI (Psoriasis Area and Severity Index), ou seja, naqueles em 

que a doença era mais grave, o efluxo se mostrou mais débil.  

Charles-Schoeman et al. 158 investigaram indivíduos com AR e 

detectaram, assim como em nosso estudo, que não houve diferença entre a 

capacidade de efluxo da HDL dos indivíduos com AR e controles. No entanto, a 

HDL daqueles pacientes em atividade (medida pelo DAS28 – Disease activity 

score utilizando 28 articulações) apresentou a capacidade de promover efluxo 

de colesterol significativamente reduzida comparada com a HDL daqueles em 

remissão clínica. Ainda, assim como no estudo com psoríase, foi observada uma 

correlação inversa entre o efluxo de colesterol e o DAS28. 

Em concordância com os autores acima citados, nossos resultados 

também demonstraram correlação inversa do efluxo com o CDAI e o HBI e, 

quando comparamos o efluxo daqueles pacientes em atividade clínica com 

aqueles em remissão, é notável a redução do efluxo naqueles com a doença 

ativa, com um p-valor próximo da significância. Diante disso, a atividade 

inflamatória vigente pode ser um fator que influencie a funcionalidade da HDL. 

  

 

5.3.2 Efluxo e escore de cálcio coronariano 

 

   Ao comparar o efluxo de colesterol entre os indivíduos com EC = 0 e EC 

> 0, foi possível observar redução estatisticamente significante do efluxo 

naqueles que apresentaram calcificação coronariana. No modelo de regressão 

logística foi evidente que incrementos no efluxo diminuem a probabilidade de o 

indivíduo apresentar EC > 0, com um OR de 0,73. Khera et al. 159 evidenciaram 

que a capacidade da HDL em promover o efluxo de colesterol dos macrófagos 

foi forte e inversamente associada à aterosclerose subclínica (medida pela 

espessura íntima-média de carótida) e à doença arterial coronariana obstrutiva 

(aferida por angiotomografia de coronárias).   

 

 

5.4 Proteômica da HDL 
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 Tanto as apolipoproteínas contidas na HDL quanto as concentrações 

plasmáticas das mesmas podem sofrer alterações em vigência de inflamação 

aguda e crônica. Algumas apolipoproteínas importantes no metabolismo lipídico 

se apresentaram reduzidas na análise de proteômica dos nossos pacientes em 

relação aos controles: APOA1, APOA2, APOD, APOF e APOM.  

 A APOA1 é a principal proteína da HDL e, com isso, a mais 

profundamente estudada. É a apolipoproteína estrutural mais importante da 

HDL, tem papel central no transporte reverso de colesterol, é um cofator da LCAT 

160, a enzima responsável pela esterificação do colesterol na HDL e, ainda, atua 

na estabilização de certas enzimas antioxidantes, como a PON1 161. Em vigência 

de inflamação, essa apolipoproteína central para as funções protetoras da HDL 

pode se encontrar depletada tanto pela redução da síntese hepática quanto pela 

substituição da mesma por proteínas de fase aguda, como a SAA 162,163. A 

APOA2, a segunda proteína mais abundante da HDL, também demonstrou ter 

papel no efluxo de colesterol de macrófagos in vivo 164 e a APOM participa na 

produção de óxido nítrico endotelial 75, além de desempenhar, igualmente, papel 

no efluxo de colesterol em modelos animais 165.   

 Holzer et al. 99, ao analisarem a proteômica da HDL em pacientes com 

psoríase, em concordância com nossos achados, evidenciaram níveis de 

APOA1, APOF e APOM reduzidos nos indivíduos com a doença inflamatória. 

Contudo, a APOA2 se mostrou elevada naqueles com psoríase. Não existem 

trabalhos reportados, até o momento, sobre proteômica da HDL na DC, mas 

Ripollés et al. 45 e van Leuven et al. 44 relataram valores séricos diminuídos de 

APOA1 nos pacientes com DC em atividade clínica, mas não naqueles em 

remissão da doença. Foi interessante notar em nosso estudo que pacientes com 

PCR elevado apresentaram níveis de APOA1 significativamente menores que os 

controles, o que não foi observado naqueles com PCR baixo. Esse achado 

corrobora o fato de a inflamação ativa ter papel importante na depleção da 

APOA1. 

 Outra proteína depletada na HDL dos pacientes com DC foi a PON1, uma 

enzima com importante papel na atividade antioxidante da HDL ao interagir com 

a APOA1 e a LCAT e inibir a oxidação da LDL 166. Sabe-se que a inflamação 
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pode, além de reduzir os níveis de PON1, tornar esta enzima disfuncional, como 

demonstrado em pesquisas com AR 98 e psoríase 167. Boehm et al. avaliaram a 

atividade da PON1 em pacientes com DC e perceberam que a mesma estava 

reduzida naqueles com a doença ativa, mas não naqueles em remissão clínica 

168. Adicionalmente, Szczeklik et al. encontraram níveis circulantes de PON1 

reduzidos em indivíduos com DC em comparação com controles 153. 

Os pacientes com DC apresentaram maiores níveis de fibrinogênio (FIBA) 

e proteína ligadora de retinol 4 (RET4) na avaliação da proteômica da HDL. 

Vaiser et al., ao descreverem as funções biológicas das proteínas da HDL, 

incluíram o FIBA e a RET4 como proteínas relacionadas à resposta de fase 

aguda 117. Em concordância com nosso estudo, Holzer et al. também 

encontraram níveis de RET4 aumentados na HDL de pacientes com psoríase 99. 

Com relação ao FIBA, sabe-se que pacientes com DII apresentam níveis séricos 

aumentados do mesmo devido a hiperfibrinólise, o que contribui para o 

conhecido estado de hipercoagulabilidade 169. Cabe ressaltar que não se pode 

descartar que o FIBA e a RET4 sejam apenas contaminantes do plasma na 

análise e não proteínas de fato constituintes da molécula da HDL. 

 

 

5.5 Limitações do estudo  

 

 Os participantes foram pareados por idade e sexo e, com relação a etnia, 

houve heterogeneidade entre os grupos com predominância da etnia branca nos 

controles. Uma vez que o estudo MESA evidenciou que indivíduos de etnia 

caucasiana, tanto do sexo masculino quanto feminino, apresentam mais 

calcificação coronariana com relação às outras etnias 128, a predominância de 

etnia branca nos controles pode ser considerada um viés que contribuiu para a 

prevalência de calcificação coronariana superior à esperada nesse grupo. 

  A maioria dos trabalhos que envolvem medida do efluxo de colesterol 

utilizam macrófagos murinos tratados com AMP cíclico para que o transportador 

ABCA1 seja regulado positivamente. Pesquisas em animais sugerem que o 

efluxo mediado por ABCA1 é um tipo importante de efluxo, uma vez que está 

associado com a gravidade da aterosclerose. Assim, é postulado que o efluxo 
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mediado por ABCA1 forneça uma avaliação seletiva do modo de efluxo de maior 

relevância na avaliação da gravidade da aterosclerose e suas consequências 

clínicas 170. Em nosso estudo optamos por avaliar o efluxo de forma global e não 

o efluxo com regulação positiva da ABCA1. Cabe ressaltar que não existe um 

padrão estabelecido para a medição da capacidade de efluxo de colesterol de 

macrófagos, portanto, não se pode inferir superioridade de um método em  

relação a outro. 

Ademais, apesar de o efluxo de colesterol de macrófagos ser a função 

protetora contra a aterosclerose mais destacada e estudada da HDL, é relevante 

considerar que esta lipoproteína possui diversas outras propriedades, como 

melhora da disfunção endotelial 75, atividade anti-inflamatória 76,77, antitrombótica 

78 e antioxidante 79, além de atuação antiapoptótica endotelial 80. No presente 

trabalho, como não foram avaliadas as outras funções da HDL, não podemos 

inferir que esta lipoproteína apresente sua funcionalidade absolutamente 

preservada nos pacientes com DC. 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÕES 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 Pacientes com DC sem fatores de risco CV tradicionais não apresentam 

maior prevalência de calcificação coronariana. No entanto, exibem alterações na 

constituição proteica da HDL que não afetam o efluxo de colesterol, mas 

apontam para uma molécula menos protetora e com potencial de impactar o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares em longo prazo.  

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 ANEXOS 
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7.1 Anexo A – Convite aos funcionários e servidores do HCFMUSP (grupo 
controle) 
 

 
 

Prezados, 
 
Nós, do grupo de intestino (Departamento de Gastroenterologia do HC-FMUSP), 
queremos fazer um convite a vocês! Começamos um estudo para avaliação de risco 
de infarto do coração nos pacientes com doença de Crohn (uma doença que inflama o 
intestino).  
 
Mas o que eu tenho a ver com essa pesquisa? 
Precisamos além dos pacientes com doença de Crohn, de pessoas saudáveis para 
fazermos um grupo de comparação e você pode ser um desses voluntários! 
 
E o que eu terei que fazer no estudo? 
Exames de sangue para avaliar a presença de fatores de risco de doenças 
coronarianas, como a dosagem do colesterol e glicose, além de uma tomografia do 
coração no INCOR (sem contraste, com baixa radiação e duração de cerca de 5 
minutos) que pode mostrar lesões precoce nas artérias do coração. Todos os 
resultados dos exames serão disponibilizados para você! 
 
E o que eu ganho participando dessa pesquisa? 
A participação é voluntária, sem custos e você não receberá nenhuma bonificação. As 
vantagens estão nos exames de check-up que você fará.  
 
Qualquer um de nós pode participar do estudo? 
Não! Você precisa preencher alguns critérios principais: 
1- Ter entre 35 e 55 anos; 
2- Não estar gestante; 
3- Não ter história pessoal de infarto ou AVC; 
4- Não ter história em parente de primeiro grau de infarto; 
5- Não ter diabetes ou estar em uso de remédios para diabetes; 
6- Não ter pressão alta ou estar em uso de remédios para a pressão; 
7- Não ter colesterol alto ou estar em uso de remédios para colesterol. 
 
Se você se encaixa dentro dos critérios para o estudo e quer fazer parte da pesquisa, 

acesse http://j.mp/2oCxsgA para preencher alguns dados pessoais ou entre em 

contato por whatsapp com a Dra. Beatriz Rocha (Tel.: 11 985864354).   

 

Atenciosamente, Dr. André Zonetti de Arruda Leite e Dra. Beatriz da Cunha Lopes 

Rocha 

http://j.mp/2oCxsgA
http://j.mp/2oCxsgA
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7.2 Anexo B – Critérios de elegibilidade (modelo de formulário do RedCap) 

 

  



88 
 

  



89 
 

 

  



90 
 

7.3 Anexo C – Parecer consubstanciado do comitê de ética em pesquisa 
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7.4 Anexo D – Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO 

PAULO - HC-FMUSP 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL LEGAL 

1. NOME:............................................................................................................................................. 

 DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº: .................................. CPF:................................................... 

 SEXO:    Masculino              Feminino                      DATA NASCIMENTO: ......../......../......  

ENDEREÇO:....................................................................................................................................  

 Nº ...........................  APTO: .................. BAIRRO:  .............................................................. 

CIDADE  ........................................................................       CEP:...................................................   

TELEFONE: DDD (............) ...................................................................... 

 

DADOS SOBRE A PESQUISA 

TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:   

Avaliação do escore de cálcio coronariano e da capacidade funcional da HDL em pacientes 

com doença de Crohn 

 

PESQUISADOR: André Zonetti de Arruda Leite 

CARGO/FUNÇÃO: Médico  INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº 77910 

UNIDADE DO HC-FMUSP: Gastroenterologia 

 

2. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

     RISCO MÍNIMO   RISCO MÉDIO  

     RISCO BAIXO   X  RISCO MAIOR  

 

3. DURAÇÃO DA PESQUISA : 2 anos 
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO 

PAULO - HC-FMUSP 

 

Proposta 

 

Você está sendo convidado a participar de um estudo clínico com objetivo de avaliar a 

presença de doença nas artérias do coração e a capacidade do colesterol bom (HDL) de proteger 

as coronárias. A participação desse estudo é voluntária, não remunerada e você terá total 

liberdade de deixar de participar a qualquer momento, sem qualquer prejuízo à continuidade de 

seu tratamento na Instituição. 

Este estudo avaliará a presença de doença nas artérias do coração através da 

quantificação da calcificação presentes nas artérias do coração por meio da tomografia 

computadorizada e, também, irá analisar como está funcionando o seu colesterol bom (HDL). Os 

avanços na área de saúde ocorrem através de estudos como este, por isso sua participação e 

consentimento são muito importantes. Este documento faz parte do processo de consentimento 

livre e esclarecido e tem como objetivo informar-lhe sobre o estudo e o que pode acontecer se 

você decidir participar dele.  

Leia este documento atentamente para ter certeza de que entendeu todas as 

informações que ele apresenta. 

 

Procedimentos previstos 

 

Se você decidir participar do estudo, passará em uma consulta onde serão feitas várias 

perguntas sobre a sua doença inflamatória intestinal, seus antecedentes patológicos e sua 

história familiar. Ainda, algumas medidas serão realizadas: peso, altura e pressão arterial. Será 

agendado um dia para a realização de uma tomografia computadorizada do coração para avaliar 

as artérias coronárias. Para realizar este exame não é necessária punção de veia, pois não é 

administrado contraste. Não é necessário jejum e no dia do exame você deita numa maca e entra 

em um tubo rapidamente. A duração do exame é de, no máximo, 5 minutos a partir do momento 

em que deita na maca. No mesmo dia, serão coletados 50ml de sangue por punção periférica de 

veia do antebraço para análise experimental em laboratório do funcionamento do seu colesterol 

bom (HDL) e dosagem de alguns outros elementos: creatinina, hemograma completo, glicemia 

de jejum, hemoglobina glicada, colesterol total e frações, PCR, ácido fólico, vitamina B12, 

albumina e betaHCG para pacientes do sexo feminino em idade fértil.  

 

Riscos esperados dos procedimentos rotineiros e experimentais 

  

Você será exposto ao desconforto e risco adicional a uma coleta de sangue, que são 

mínimos como: possibilidade de desconforto ou dor no local da punção, além de hematoma ou 

inchaço temporário. 



95 
 

Para a realização da tomografia do coração são utilizadas baixas doses de radiação, 

comparável a realização de uma mamografia ou a 4 raios-x de tórax. Estudos em seres humanos 

demonstram que não existe risco de desenvolvimento de câncer com a exposição a apenas um 

exame de tomografia do coração, devido a quantidade pequena de radiação. 

  

Benefícios 

  

Se for encontrada doença nas suas artérias coronárias, você será encaminhado a um 

ambulatório específico para seu acompanhamento, com o objetivo de prevenir a ocorrência de 

doenças cardiovasculares, como infarto, acidente vascular cerebral (“derrame cerebral”), entre 

outros. 

  

Armazenamento de amostras em biorrepositório 

  

Uma amostra do seu plasma (parte liquida do sangue sem os glóbulos vermelhos ou 

brancos) será guardada por até 5 anos após o final do estudo para eventual repetição de algum 

exame. Se for necessário a realização de outros exames não previstos neste protocolo, mas que 

venham a contribuir para o objetivo deste ou de outro estudo, uma nova autorização será 

solicitada. A nova dosagem somente será realizada após a devida autorização do comitê de 

ética. Você poderá optar por autorizar as novas dosagens através da assinatura de novo termo 

de consentimento informado ou deixar a cargo do comitê de ética tal autorização.  

 

Garantia de acesso:  

 

Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela 

pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal investigador é o Dr André 

Zonetti de Arruda Leite. que pode ser encontrado no endereço Av. Dr. Enéas de Carvalho 

Aguiar, 255, ICHC. 9º.andar, sala 9159; CEP 05403-000 - São Paulo / SP; Telefone 2661-

6447. Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato 

com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Ovídio Pires de Campos, 225 – 5º andar – tel: 

3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 – E-mail: cappesq@hcnet.usp.br. 

 

 

Garantida a liberdade da retirada de consentimento 

 

Você poderá retirar esse consentimento a qualquer momento e deixar de participar do 

estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição. 

 

 

mailto:cappesq@hcnet.usp.br
mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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Direito de confidencialidade  

 

As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, não sendo 

divulgado a sua identificação ou de qualquer outro participante do estudo. 

 

Direito de ser mantido atualizado  

 

Os resultados dos exames serão lançados no sistema de laudos do laboratório central e 

o resultado do escore de cálcio será divulgado a você após a realização do exame e também 

constará no sistema de laudos e imagens do hospital. Os resultados dos estudos experimentais 

com o colesterol bom não poderá ser traduzido em um dado útil para você e, por esse motivo, o 

resultado dessa parte da pesquisa só será divulgado a você se solicitado. 

 

Despesas e compensações 

 

Você não receberá qualquer recompensa financeira para participar de qualquer fase do 

estudo, incluindo exames ou consultas.  

O pesquisador assume o compromisso de utilizar os dados e o material coletado 

somente para esta pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que 

foram lidas para mim, sobre o estudo “Avaliação do escore de cálcio coronariano e da 

capacidade funcional da HDL em pacientes com doença de Crohn”. 

Eu discuti com o Dr. André Zonetti de Arruda Leite sobre a minha decisão em participar 

nesse estudo. Ficou claro para mim quais os propósitos do estudo, os procedimentos a serem 

realizados, seus desconfortos e riscos, a garantia de confidencialidade e de esclarecimento 

permanente. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e que tenho 

garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em 

participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou 
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durante o mesmo, sem penalidades, prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter 

adquirido. 

 

 

          

Assinatura do paciente Data         /       /        

 

          

Assinatura da testemunha Data         /       /        

para casos de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiência auditiva ou 

visual. 

 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido deste 

paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 

 

          

Assinatura do responsável pelo estudo Data         /       /        

 

  



98 
 

7.5 Anexo E – Valores de efluxo de 14C-colesterol mediado por HDL 

 

Grupo n Média Mediana 
Desvio 

padrão 
Mínimo Máximo 

1º 

Quartil 

3º 

Quartil 
P-valor 

Crohn  30 12,3 11,9 4,91 2,2 22 9,1 15,9 
0,3911 

Controle 30 13,5 13,8 4,07 6,7 20,1 11,8 16,5 

EC=0 46 13,64 13,95 4,37 2,40 22,00 10,60 17,10 
0,0220 

EC>0 14 10,46 10,20 4,23 2,20 16,80 7,50 14,60 

Crohn CDAI<150 15 13,73 14,5 4,1 5,9 22 11,1 16,15 
0,0836 

Crohn CDAI≥150 9 10,12 10,1 4,57 2,4 17,2 8,3 13 

Crohn e PCR<5 14 13,85 13,70 4,65 8,30 22,00 9,60 17,20 
0,1833 

Crohn e PCR≥5 16 10,94 11,55 4,86 2,20 17,20 7,05 14,80 
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7.6 Anexo F – Proteínas determinadas pelo método Shotgun 

Proteínas* Genes* 

Apolipoproteína B APOB 

Albumina sérica ALB 

Complemento C3 C3 

Lipoproteína (a) LPA 

Apolipoproteína A1 APOA1 

Alfa-1-antitripsina SERPINA1 

Apolipoproteína A4 APOA4 

Apolipoproteína E APOE 

Proteína ligadora de vitamina D GC 

Transferrina TF 

Clusterina CLU 

Beta-2-glicoproteína 1 APOH 

Antitrombina III SERPINC1 

Alfa-2-antiplasmina SERPINF2 

Apolipoproteína D APOD 

Alfa-1-antiquimotripsina SERPINA3 

Apolipoproteína M APOM 

Fator derivado do epitélio pigmentar SERPINF1 

Apolipoproteína L1 APOL1 

Paraoxonase 1 PON1 

Alfa-1-beta-glicoproteína A1BG 

Proteína AMBP  AMBP 

Angiotensinogênio AGT 

Inibidor da protease plasmática C1 SERPING1 

Proteína ligadora de retinol RBP4 

Prenilcisteína oxidase 1 PCYOX1 

Hemopexina HPX 

Gelsolina GSN 

Glicoproteína-alfa-2HS AHSG 

Apolipoproteína C3 APOC3 

Fosfatidilcolina-esterol aciltransferase LCAT 

Vitronectina VTN 
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Apolipoproteína A2 APOA2 

Proteína sérica amiloide A4 SAA4 

Transtiretina TTR 

Tetranectina CLEC3B 

Proteína transportadora de fosfolipídios PLTP 

Haptoglobina HP 

Subunidade lábil ácida complexa da proteína ligadora ao fator de 
crescimento insulina-like 

IGFALS 

Apolipoproteína C2 APOC2 

Proteína sérica amiloide A1 SAA1 

Apolipoproteína C1 APOC1 

Beta-Ala-His dipeptidase CNDP1 

Proteína transporadora de ester de colesterol CETP 

Proteína relacionada a haptoglobina HPR 

Fator ativador de plaquetas acetil-hidrolase PLA2G7 

Proproteína convertase subtilisina / kexina tipo 9 PCSK9 

Apolipoproteína F APOF 

Apolipoproteína C4 APOC4 

Hornerina HRNR 

Peptídeo antimicrobiano catelicidina CAMP 

Complemento C9 C9 

Subunidade beta da hemoglobina HBB 

Protrombina F2 

Globulina ligadora de corticosteroide SERPINA6 

N-acetilmuramoil-L-alanina amidase PGLYRP2 

Alfa-1-glicoproteína ácida ORM2 

Complemento C4-B C4B 

CD5 antígeno-like CD5L 

Paraoxonase 3 PON3 

Proteína sérica amiloide A2 SAA2 

Antígeno de diferenciação de monócitos CD14 CD14 

Cistatina C CST3 

*A nomenclatura dos genes foi determinada de acordo com o Hugo Gene Nomenclature 
Committee (www.genenames.org) e as proteínas foram nomeadas de acordo com o banco de 
dados UniProt (www.uniprot.org).  

http://www.genenames.org/
http://www.genenames.org/
http://www.uniprot.org/
http://www.uniprot.org/
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7.7 Anexo G - Proteínas e peptídeos determinados pelo método PRM  
 

 

 

 

 

Proteínas* Genes* Peptídeos detectados Carga  Peptídeo utilizado 

A1BG A1BG 
HQFLLTGDTQGR 3 

HQFLLTGDTQGR 
LLELTGPK 2 

FETUA AHSG 
HTLNQIDEVK 2 

CNLLAEK 
CNLLAEK 2 

ALBU ALB 
LVNEVTEFAK 2 

AEFAEVSK 
AEFAEVSK 2 

APOA1 APOA1 

DYVSQFEGSALGK 2 

VQPYLDDFQK 

VQPYLDDFQK 2 

THLAPYSDELR 2 

THLAPYSDELR 3 

AKPALEDLR 2 

APOA2 APOA2 
SPELQAEAK 2 

SPELQAEAK 
EQLTPLIK 2 

APOA4 APOA4 

LGEVNTYAGDLQK 2 

LGEVNTYAGDLQK 

LEPYADQLR 2 

TQVNTQAEQLR 2 

ISASAEELR 2 

LAPLAEDVR 2 

APOB APOB 
GNVATEISTER 2 

GNVATEISTER 
LTISEQNIQR 2 

APOC1 APOC1 
EFGNTLEDK 2 

EWFSETFQK 
EWFSETFQK 2 

APOC2 APOC2 
TAAQNLYEK 2 

TYLPAVDEK 
TYLPAVDEK 2 

APOC3 APOC3 

DALSSVQESQVAQQAR 2 

DALSSVQESQVAQQAR (carga 2) DALSSVQESQVAQQAR 3 

DYWSTVK 2 

APOC4 APOC4 
ELLETVVNR 2 

ELLETVVNR 
AWFLESK 2 

APOD APOD 

CPNPPVQENFDVNK 2 

VLNQELR 
CPNPPVQENFDVNK 3 

IPTTFENGR 2 

VLNQELR 2 
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APOE APOE 

SELEEQLTPVAEETR 2 

SELEEQLTPVAEETR (carga 3) 

SELEEQLTPVAEETR 3 

LAVYQAGAR 2 

LGPLVEQGR 2 

LQAEAFQAR 2 

VQAAVGTSAAPVPSDNH 2 

VQAAVGTSAAPVPSDNH 3 

APOF APOF 
SLPTEDCENEK 2 

SLPTEDCENEK 
DANISQPETTK 2 

APOH APOH 
ATVVYQGER 2 

EHSSLAFWK 
EHSSLAFWK 2 

APOL1 APOL1 

VTEPISAESGEQVER 2 

VAQELEEK VAQELEEK 2 

LNILNNNYK 2 

APOM APOM 

DGLCVPR 2 

DGLCVPR SLTSCLDSK 2 

NQEACELSNN 2 

CO3 C3 TGLQEVEVK 2 TGLQEVEVK 

CD5L CD5L 
HQNQWYTVCQTGWSLR 3 

LVGGDNLCSGR 
LVGGDNLCSGR 2 

CETP CETP 

ITKPALLVLNHETAK 4 

ITKPALLVLNHETAK VIQTAFQR 2 

ASYPDITGEK 2 

CLUS CLU 
EILSVDCSTNNPSQAK 2 

ELDESLQVAER 
ELDESLQVAER 2 

FIBA FGA 
GGSTSYGTGSETESPR 2 

QFTSSTSYNR 
QFTSSTSYNR 2 

VTDB GC 
VCSQYAAYGEK 2 

VCSQYAAYGEK 
LCDNLSTK 2 

HBA HBA1 VGAHAGEYGAEALER 3 VGAHAGEYGAEALER 

LCAT LCAT 

SSGLVSNAPGVQIR 2 

TYSVEYLDSSK TYSVEYLDSSK 2 

LEPGQQEEYYR 2 

APOA LPA 

GTLSTTITGR 2 

GTLSTTITGR GISSTTVTGR 2 

GTFSTTVTGR 2 

PCYOX PCYOX1 
TLLETLQK 2 

TLLETLQK 
IFSQETLTK 2 

PLTP PLTP AVEPQLQEEER 2 AVEPQLQEEER 
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ATYFGSIVLLSPAVIDSPLK 3 

PON1 PON1 

SFNPNSPGK 2 

SFNPNSPGK STVELFK 2 

IQNILTEEPK 2 

PON3 PON3 
STVEIFK 2 

HDNWDLTQLK 
HDNWDLTQLK 2 

CXCL7 PPBP 

NIQSLEVIGK 2 

GTHCNQVEVIATLK GTHCNQVEVIATLK 3 

ICLDPDAPR 2 

RET4 RBP4 
QEELCLAR 2 

LIVHNGYCDGR 
LIVHNGYCDGR 3 

SAA1 SAA1 

GPGGVWAAEAISDAR 2 

FFGHGAEDSLADQAANEWGR GPGGVWAAEAISDAR 3 

FFGHGAEDSLADQAANEWGR 3 

SAA4 SAA4 
GPGGVWAAK 2 

FRPDGLPK 
FRPDGLPK 2 

A1AT SERPINA1 

TDTSHHDQDHPTFNK 3 

QINDYVEK TDTSHHDQDHPTFNK 4 

QINDYVEK 2 

TTHY TTR 
GSPAINVAVHVFR 2 

AADDTWEPFASGK 
AADDTWEPFASGK 2 

*A nomenclatura dos genes foi determinada de acordo com o Hugo Gene Nomenclature 
Committee (www.genenames.org) e as proteínas foram nomeadas de acordo com o banco de 
dados UniProt (www.uniprot.org).  

 

http://www.genenames.org/
http://www.genenames.org/
http://www.uniprot.org/
http://www.uniprot.org/
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