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RESUMO

Freitas, MCP. Desenvolvimento de um escore de funcionalidade da lipoproteina de alta
densidade (HDL) e sua associagdo com algoritmos de predicdo de risco cardiovascular e
aterosclerose subclinica em individuos brasileiros. [Tese de Doutorado]. Sdo Paulo:
Faculdade de Saude Pablica, Universidade de Sdo Paulo; 2019.

Introducdo: estudos recentes demonstram que o aumento do colesterol na lipoproteina de alta
densidade (HDL-C), induzido por medicamentos ou muta¢des genéticas, ndo € associado a
reducdo de eventos coronarianos. A lipoproteina de alta densidade (HDL) apresenta aspectos
funcionais distintos em relag&o ao seu papel cardioprotetor. Objetivo: desenvolver um escore
de funcionalidade da HDL (EFH) e avaliar a sua associagdo com algoritmos de predicdo de
risco cardiovascular e aterosclerose subclinica em individuos brasileiros. Metodologia: trata-
se de um estudo transversal composto por duas etapas. Na 12 etapa, o EFH preditor de risco
cardiovascular (EFH-RCV) foi desenvolvimento e validado a partir de uma subamostra do
estudo CARDIONUTRI (n=354). Na 22 etapa, 0 EFH preditor de aterosclerose subclinica
(EFH-AS) foi desenvolvido e validado com dados de uma subamostra do estudo ELSA-
Brasil (n=4549). No estudo CARDIONUTRI foram avaliadas a atividade da paraoxonase 1
(PONL1) e da proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP), a concentracdo da
apolipoproteina Al (APOAL), a capacidade antioxidante da HDL (lag time) e as subfracdes da
HDL pelo método Lipoprint®. O estudo ELSA-Brasil avaliou as subfracdes da HDL pelo
método Vertical Auto Profile (VAP) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), e a
aterosclerose subclinica por tomografia computadorizada, quantificacdo da calcificacdo da
artéria coronaria (CAC) e calculo do escore da CAC. Resultados: no desenvolvimento do
EFH-RCV, a HDL grande apresentou maior forca de associacdo com o risco cardiovascular
no modelo multiplo final (OR = 0,797; p <0,001). O EFH-RCV demonstrou bom desempenho
em relag@o ao escore de risco de Framingham (AUC = 0,899; p <0,001), escore de risco de
Reynolds (AUC = 0,722; p <0,001) e Adult Treatment Panel 111/2013 (AUC = 0,864; p
<0,001). Além disso, apresentou boa reprodutibilidade e correlagdo com aterosclerose
subclinica, quando testado na amostra do estudo ELSA-Brasil, utilizando medidas da HDL
grande derivadas do método VAP (AUC = 0,864; p <0,001 e r = 0,252 p <0,001) ou do
método de RMN (AUC =0,876; p <0,001 e r =0,277; p <0,001). O EFH-AS foi desenvolvido
a partir do tamanho da HDL (nm), que apresentou a associacdo mais forte com aterosclerose
subclinica no modelo mdaltiplo final (OR = 0,549; p <0,001) e demonstrou bom desempenho
(AUC =0,769; p <0,001). Concluséo: o EFH apresentou associa¢fes mais fortes com o risco
cardiovascular e a aterosclerose subclinica, independente do HDL-C, com destaque para a
HDL grande. Os resultados controversos entre as subfragdes da HDL e o risco cardiovascular
parecem manter relacdo com as metodologias distintas utilizadas nas andlises. Portanto, a
validagdo dos meétodos e a inclusdo do tamanho da HDL como marcador de risco
cardiovascular revela um futuro promissor como adjuvante na estimativa do risco
cardiovascular, manejo de medicamentos e tomada de decisfes na pratica clinica.

Descritores: Lipoproteinas, lipoproteina de alta densidade, HDL, funcionalidade da HDL,
tamanho da HDL, risco cardiovascular, algoritmos de risco cardiovascular.



ABSTRACT

Freitas, MCP. Development of a high density-lipoprotein (HDL) functionality score
associated with predictive cardiovascular risk algorithms and subclinical atherosclerosis
in Brazilian individuals [PhD Degree]. Sao Paulo: School of Public Health, University of
Sao Paulo; 2019.

Introduction: current studies have not presented association between high density-
lipoprotein cholesterol (HDL-C) increase, induced by drugs or genetic mutations, and
coronary events reduction. HDL plays different functional cardioprotective role. Objective:
to develop a HDL functionality score (HFS) and to assessment its association with predictive
cardiovascular risk algorithms and subclinical atherosclerosis outcomes in Brazilian subjects.
Methods: cross-sectional study based in two steps. In the first step, the HFS predictor of
cardiovascular risk disease (HFS-CVR) was developed and validated on CARDIONUTRI
study subsample (n=354). In second step the HFS predictor of subclinical atherosclerosis
(HFS-SA) was developed and validated on ELSA-Brasil study subsample (n=4549).
CARDIONUTRI study evaluated paraoxonase 1(PON1) and cholesterol ester transfer protein
(CETP) activity, apolipoprotein Al (APOAI) concentration, HDL antioxidant capacity, and
HDL subfractions by standard Lipoprint® method. ELSA-Brasil study evaluated the size of
HDL and subfractions by Vertical Auto Profile (VAP) and Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) method, and the diagnosis of subclinical atherosclerosis by computed tomography,
quantifying coronary artery calcification (CAC) and CAC score. Results: in the development
of HFS-CVR, the large HDL presented greater strength of association with cardiovascular risk
in the multiple final model (OR = 0.797; p <0.001). The HFS-CVR showed satisfactory
performance by Framingham risk score (AUC = 0.899; p <0.001), Reynolds risk score (AUC
= 0.722; p <0.001) and Adult Treatment Panel 111/2013 guidelines (AUC = 0.864; p <0.001).
In addition, HFS-CVR presented satisfactory reproducibility and was associated with
subclinical atherosclerosis on ELSA-Brasil sample using large HDL measurements derived
from the VAP method (AUC = 0.864; p <0.001 and r = 0,252; p <0,001) or the NMR method
(AUC =0.876; p <0.001 and r = 0.277; p <0,001). HFS-AS was developed from the HDL size
(nm), because presented greater association with subclinical atherosclerosis in the final
multiple model (OR = 0.549; p <0.001). HFS-AS demonstrated satisfactory performance
(AUC = 0.769; p <0.001). Conclusion: the HFS demonstrates strong association with
cardiovascular risk and subclinical atherosclerosis, independent of HDL-C, with emphasis on
large HDL. Controversial results, between HDL subfractions and cardiovascular irsk seem to
maintain a relation with the different methodologies used in analysis. Therefore, the
validation of the methods and the inclusion of the HDL size as a cardiovascular risk marker
reveal a promising future as an adjunct in the estimation of cardiovascular risk, drug
management and decision making in clinical practice.

Keywords: lipoprotein, high density-lipoprotein, HDL, HDL functionality, HDL size,
cardiovascular risk factors, cardiovascular risk algorithms.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos epidemiologicos das doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de mortalidade e morbidade no
Brasil e no mundo. Dados recentes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimam que
17,9 milhdes de pessoas morreram de doengas cardiovasculares em 2016, representando 31%
de todas as mortes no mundo. De acordo com a OMS, as pessoas com doencas
cardiovasculares ou alto risco cardiovascular devem ser diagnosticadas e iniciar o tratamento
precoce a partir do manejo adequado de medicamentos (OMS, 2017).

A primeira manifestacdo das doengas cardiovasculares na maioria dos casos € o evento
coronariano, tendo como base fisiopatoldgica a aterosclerose, que pode se desenvolver de
maneira insidiosa ao longo de décadas (MOSCA, 2007). Nesse contexto, a identificacdo de
individuos assintoméaticos com predisposicdo é fundamental na estimativa do risco
cardiovascular e tomada de decisdes. Porém, apesar da utilidade das ferramentas disponiveis
para predicdo do risco cardiovascular, a abordagem de fatores de risco classicos parece nao
prever o risco global, visto que individuos com risco baixo e intermediario continuam
apresentando eventos cardiovasculares (ALAGONA e AHMAD, 2015).

Os programas de politicas publicas tém proposto maior enfoque em fatores de risco
modificaveis incluindo tabagismo, obesidade, uso nocivo de éalcool e sedentarismo, levando a
reducdes sutis na prevaléncia de alguns fatores de risco tradicionais, como o tabagismo
(OMS, 2017). Entretanto, a prevaléncia da obesidade vem aumentando de maneira acentuada
nas Ultimas décadas, com consequente influéncia na homeostase dos lipideos plasmaticos,
aumento de triacilglicer6is (TAG), reducdo do colesterol na lipoproteina de alta densidade
(HDL-C) e aumento do colesterol na lipoproteina de baixa densidade (LDL-C), fatores que
mantém associacdo com o risco cardiovascular (NECP-ATPIII, 2001).

A avaliacdo adequada do risco cardiovascular, no que diz respeito as dislipidemias
(DLP), compreende as analises do LDL-C e HDL-C. Segundo as diretrizes clinicas, com base
em resultados de estudos populacionais, o aumento do risco cardiovascular esta relacionado
ao aumento do LDL-C e reducdo do HDL-C. O desequilibrio na concentracdo plasmatica

dessas lipoproteinas € o evento chave na progressao da aterosclerose (FALUDI et al. 2017).
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1.2. Lipoproteinas na progressdo da aterosclerose

A formacéo das placas aterosclerdticas se inicia com o acimulo de lipoproteinas na
parede das artérias, principalmente a lipoproteina de baixa densidade (LDL), com
consequente agressdo ao endotélio vascular e disfuncdo endotelial, mediados por processo
inflamatdrio, induzido pela modificagdo da LDL no espaco subendotelial (ROSS e
GLOMSET, 1976).

O acimulo de LDL nas artérias ocorre de maneira proporcional ao aumento da
concentracdo de LDL-C no plasma (HANSSON, 2005). Na camada intima da artéria, a LDL
modificada recruta mondcitos que se transformam em macréfagos para formar as células

espumosas, dando inicio a progressdo da placa aterosclerotica (Figura 1).
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Figura 1. Papel da LDL na progressio da aterosclerose. Fonte: adaptada de GISTERA e HANSSON (2017).
Siglas: LDL: lipoproteina de baixa densidade; MCP-1: proteina de quimioatracdo de mondcitos; IL-6:
interleucina 6; PCR: proteina C reativa; IL-1p: interleucina 1-p.

A LDL modificada aumenta a expressdo de moléculas de adesdo e dos ligantes da
proteina de quimioatragdo de mondcitos (MCP-1), que estimulam o recrutamento e adeséo de
mondcitos no endotélio. As células espumosas sdo compostas por macrofagos, lipoproteinas

modificadas e cristais de colesterol. Os cristais de colesterol presentes nas placas estimulam a
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sintese interleucina 1-B (IL-1B) que por sua vez estimula a sintese de interleucina 6 (IL-6) e a
producdo de proteina C-reativa (PCR) no figado, desencadeando um quadro de inflamacéo
subclinica e inicio da formacéo da placa de ateroma (GISTERA e HANSSON, 2017).

O papel do LDL-C como fator de risco cardiovascular e 0 maior potencial aterogénico
e inflamatorio de particulas de LDL modificadas ja sdo bem estabelecidos na literatura
(STEINBERG et al. 1989; SEVANIAN et al. 1999; ITABE et al. 2011; HIRAYAMA e
MIDA, 2012; NIKOLIC et al. 2013). Particulas pequenas de LDL sdo mais suscetiveis a
oxidacdo e sdo citadas como preditoras independentes na progressdo da aterosclerose em
estudo de coorte (GAO et al. 2018), além de serem citadas como melhores biomarcadores de
aterosclerose em revisdo recente (IVANOVA et al. 2017).

Em contrapartida, estudos epidemioldgicos classicos demonstram a associacao inversa
das concentracOes plasmaticas do HDL-C e a incidéncia de doenca aterosclerética coronariana
(WILSON et al. 1988; ASSMANN et al. 1996).

A lipoproteina de alta densidade (HDL) desempenha papel importante no metabolismo
lipidico e o seu mecanismo cardioprotetor classico é o transporte reverso do colesterol (TRC),
gue promove a remocdo e transporte do excesso de colesterol das células periféricas e dos
macrdfagos da parede arterial para o figado, onde é sintetizado em sais biliares ou excretado
(RYE e BARTER, 2004). A capacidade da HDL em promover o efluxo do colesterol foi
inversamente associada com a espessura da camada intima média da artéria e com a presenca
de doenca coronariana, independente das concentracdes de HDL-C (KHERA et al. 2011). O
efluxo do colesterol dos macréfagos da intima arterial pela HDL é essencial para prevenir a
formacao de células espumosas e progresséo da aterosclerose (TALL, 2008).

A homeostase dos lipideos € relacionada as concentracdes adequadas de lipoproteinas
plasmaticas. O manejo terapéutico do colesterol associado as lipoproteinas se tornou foco de
pesquisas recorrentes na tentativa de atenuar o desenvolvimento das placas aterosclerdticas.
As estatinas séo eficazes na reducdo do LDL-C e mortalidade por doencas cardiovasculares,
porém o aumento ocasionado nas concentra¢cbes do HDL-C nédo foi associado a reducdo de
eventos coronarianos (CZIRAKY et al. 2008, PIRILLO et al. 2013).

A proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP) transfere os ésteres de
colesterol da HDL para lipoproteinas pro-aterogénicas, como a LDL, em troca de TAG. A
interacdo entre as lipoproteinas reduz a concentracdo plasmatica de HDL-C, além de aumentar
a sintese de LDL pequena e densa. Estudos populacionais iniciais revelaram que alguns

polimorfismos que reduzem a atividade da CETP se associaram a reducdo de doencas
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cardiovasculares (RIDKER et al. 2009). Portanto, a CETP tornou-se alvo de pesquisas no
desenvolvimento de fArmacos capazes de aumentar diretamente o HDL-C.

Ensaios clinicos com inibidores da CETP foram desenvolvidos como alternativa para
aumentar as concentracdes plasmaticas do HDL-C. Os estudos iniciais avaliando o uso dos
inibidores da CETP ndo demonstraram associa¢do com a reducédo de eventos coronarianos,
pelo contrario, um dos estudos associou a intervencdo ao aumento da mortalidade. Entretanto,
um estudo recente descreveu a reducdo de 9% na ocorréncia de eventos cardiovasculares apds
0 uso de inibidores da CETP (HU e WALKER, 2017).

Estudos prospectivos que avaliaram a associacdo do HDL-C extremo também
apresentaram resultados controversos. Os resultados descritos recentemente por MADSEN
(2017) sdo derivados de uma coorte com mais de 100 mil participantes e demonstram
associacdo em U do HDL-C com todas as causas de morte em individuos de ambos 0s sexos.
Em contrapartida, os resultados provenientes da coorte ELSA-Brasil com uma subamostra de
quase 10 mil participantes demonstraram associagdo do HDL-C extremo (>90 mg/dL) com a
reducdo da espessura da camada intima da artéria (LAURINAVICIUS et al. 2016).

Com base nos resultados controversos, grande atencdo tem sido dada aos mecanismos
cardioprotetores da HDL, adicionais ao conteudo de colesterol na lipoproteina. As subfraces
da HDL representam uma populacdo bastante heterogénea em relagdo ao tamanho das
particulas, composi¢do, contedo de enzimas e substincias antioxidantes, quantidade de
lipideos e proteinas, refletindo diretamente em sua funcionalidade e protecdo cardiovascular
(LIBBY, 2002; XU et al. 2003; ROSENSON et al. 2011).

1.3. Funcionalidade da HDL na protecéo cardiovascular

A HDL desempenha diversas atividades bioldgicas que podem se associar a protecdo
cardiovascular e reducdo da progressdo da aterosclerose, independente do conteddo de
colesterol na particula. Estudos recentes descrevem o potencial papel cardioprotetor da HDL
por sua acdo antioxidante, anti-inflamatoria, antitrombdtica e vasodilatadora, além de
transportar microRNAs que modulam a expressdao de moléculas de adesdo e receptores de
colesterol (BARTER et al. 2004; KONTUSH et al. 2006; MINEO e SHAUL, 2012; VAN
DER STOEP et al. 2014; KAJANI et al. 2018) (Figura 2).
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Figura 2. Funcionalidade da HDL na protecdo cardiovascular. Fonte: adaptado de KAJANI et al. 2018. Siglas:
EROS; espécies reativas de oxigénio, LDLox: lipoproteina de baixa densidade oxidada; PON1: paraoxonase 1;
APO: apolipoproteinas; LPS: lipopolissacarideos; MCP-1: proteina de quimioatragdo de mondcitos; VCAM-1:
vascular cell adhesion molecules 1; ICAM-1: intercelular adhesion molecules 1; SRB1: scavenger receptor B1;
ABCG1: ATP-binding cassette transporter G1; ABCALl: ATP-binding cassette transporter Al; HDL.:
lipoproteina de alta densidade: miR: microRNA.

A HDL promove o efluxo do colesterol das células periféricas, que € mediado pelos
transportadores ATP-binding cassette transporter Al (ABCAL), ATP-binding cassette
transporter G1 (ABCG1) e scavenger receptor B1 (SRB1) (TALL, 1993; ADORNI et al.
2007). As particulas grandes da HDL conferem melhor captacdo do colesterol, via receptor
ABCG1, além da transferéncia facilitada de éster de colesterol hepatico, via receptores SRB1,
enquanto as particulas pequenas de HDL promovem o efluxo do colesterol dos macréfagos
via transportador ABCA1 (FAVARI et al. 2009; ASZTALOS et al. 2005).

A funcdo antioxidante da HDL ¢€ relacionada as proteinas e enzimas que compdem a
particula. A enzima paraoxonase 1 (PON1) hidrolisa produtos de oxidacdo da LDL presentes
no espaco subendotelial e reduz as espécies reativas de oxigénio (EROs). Estudos
experimentais que testaram um peptideo sintético da apolipoproteina Al (APOAI)
demonstram a redugdo da oxidagdo da LDL via ABCA1 que estimula a sintese de enzimas
antioxidantes e previne o estresse oxidativo (BARTER et al. 2003; LIU et al. 2017).

A HDL exerce propriedades anti-inflamatdrias entre as quais se encontra a inibi¢éo da
expressdo das moléculas de adesdo na superficie das membranas celulares endoteliais,

intercelular adhesion molecules (ICAM) e vascular cell adhesion molecules (VCAM),
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responsaveis pelo recrutamento monocitario plasmatico para o interior da parede vascular
(BLANKENBERG et al. 2003). Acredita-se que uma das principais propriedades anti-
inflamatdérias da HDL seja sua capacidade de sequestrar lipopolissacarideos (LPS) na
circulacdo, inibindo a via de sinalizacdo do receptor do tipo toll like receptor 4 (TLR4) em
monacitos, além de inibir a sintese de MCP-1, molécula envolvida no recrutamento de
mondcitos para a camada subendotelial das artérias (FLEGEL et al. 1993; GU et al. 1998).
Em experimentos com culturas celulares, a adicdo de HDL ao meio celular contendo LDL
promoveu importante reducao da transmigracdo monocitaria (NAVAB et al. 1991).

A HDL transporta microRNAs que diminuem a expressdo de moléculas de adesdo e de
receptores de colesterol, mantendo a particula mais tempo na circulagao, contribuindo com a
remocao do excesso de colesterol (VICKERS et al. 2011; REN et al. 2018).

A principal proteina da HDL, a APOAI, compbe cerca de 70% da particula e
desempenha papel importante no efluxo de colesterol, atividade antioxidante e capacidade
antitrombdtica pela ativacdo da cascata de coagulacdo sanguinea (OSLAKOVIC et al. 2009).

Os efeitos vasoativos da HDL protegem o endotélio. A ligacdo da HDL ao receptor
SRBI ativa a enzima éxido nitrico sintase endotelial, promovendo aumento da liberacdo de
Oxido nitrico pelas células endoteliais. Esse mecanismo parece se relacionar com 0s
lisofosfolipideos carreados pela HDL e representam um aspecto interessante em sua funcao
vasodilatadora (SHAUL e MINEO, 2004; NOFER, 2004).

O papel antiaterogénico das subfracdes da HDL ainda é discutido e controverso,
embora, no geral, individuos com doencas coronarianas apresentem maiores concentracoes de
HDL pequenas e densas (MOVVA e RADER 2008; CAMONT et al. 2011, PIRILLO et al.
2013; XU et al. 2015).

O efluxo do colesterol é uma das atividades mais importantes da HDL, porém a sua
acao antioxidante também pode reduzir o risco para doencas cardiovasculares. KONTUSH et
al. (2003) demonstraram que a atividade antioxidante das subfracdes da HDL ¢é dependente da
densidade de suas particulas, sendo as menores e mais densas potencialmente mais
antioxidantes. A heterogeneidade na atividade antioxidante entre as subfracdes,
provavelmente se deve a distribuicdo ndo uniforme das apolipoproteinas e enzimas
antioxidantes associadas (BISGAIER et al. 1985).

A atividade antioxidante observada nas particulas menores é resultante do sinergismo
na inativacdo de lipideos oxidados por mecanismos enzimaticos (BARTER et al. 2004). As
HDL pequenas apresentam maior facilidade em migrarem para o espago subendotelial,

diminuindo a oxidacdo da LDL nas artérias, evidenciando propriedades fisico-quimicas
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intrinsecas da HDL (RIBAS et al. 2004). No entanto, o tamanho da HDL tende a ser menor
em individuos com elevadas concentracdes de TAG, o que pode exercer efeito negativo na
maturacdo da HDL e comprometer o TRC (TIAN et al. 2011).

A CETP confere efeito negativo na maturacdo da HDL que se torna mais suscetivel a
hidrélise e a catalisacdo na conversdo de HDL grande em HDL pequena. Esse processo é
mediado pelo aumento da concentragdo plasmaética de TAG e atividade da lipase hepatica,
sendo associado ao maior risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (BARTER,
2000; RYE e BARTER 2004; JI et al. 2014).

Na revisdo de MOVVA e RADER (2008) os autores destacam que ainda é controverso
o efeito antiaterogénico atribuido as subfracbes da HDL. No Kupio Study and Quebec City
Suburbs Study observou-se associacdo inversa entre HDL2 e doencga cardiovascular, enquanto
que no Physician’s Health Study, seguido pelo Caerphilly Study, a concentracdo de HDL3 foi
forte preditora independente de protecdo contra a aterosclerose. Os resultados dos estudos néo
fornecem dados conclusivos quanto a utilizagdo das medidas das subfragdes na estratificagdo
do risco cardiovascular. Ainda, segundo os autores, as diferencas nos resultados podem ser
atribuidas aos diferentes métodos de andlise, a variacdes étnicas ou a heterogeneidade da
subfracoes.

Em 1951, LINDGREN et al. foram os primeiros a identificar 2 subfracdes de HDL por
ultracentrifugacdo analitica. A HDL2, que apresenta um intervalo de densidade de 1,063 -
1,125 g/mL, e compreende as particulas maiores, ricas em colesterol, e a HDL3, com
intervalo de densidade de 1,125 - 1,210 g/mL, que compreende as particulas menores, pobres
em lipideos.

O método de VAP (Vertical Auto Profile) é uma técnica de ultracentrifugacgéo analitica
que separa todas as lipoproteinas em uma hora. Usa um rotor vertical no qual as lipoproteinas
sdo separadas no lado do eixo horizontal mais curto do tubo de centrifugacéo, e ndo no eixo
vertical mais longo, como em ultracentrifugacdo sequencial (KULKARNI, 2006).

As subfracGes da HDL também podem ser obtidas com base no tamanho e carga pelo
método de eletroforese em gel de gradiente de poliacrilamida ndo desnaturante (BLANCHE et
al. 1981; ASZTALOS et al. 1993).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) mede o sinal de cada subfracdo a partir do
numero total de grupos terminais metila do lipideo no interior das particulas. A amplitude de
cada sinal serve como uma medida da concentracdo da lipoproteina. Usando equagdes padréo
em relacdo ao didmetro das lipoproteinas e lipideos, os dados de RMN podem ser

transformados (por meio de céalculos préprios) em concentragfes das subfraces. Outras
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informagdes quantitativas das subfragdes, como tamanho/diametro e padrées, também podem
ser obtidas através de célculos adicionais. As particulas de HDL quantificadas por RMN séo
classificadas em concentracdo total de particulas de HDL (HDL-P), concentracdo total de
particulas de HDL pequenas (HDL-P pequena), concentracdo total de particulas de HDL
médias (HDL-P média) e concentracdo total de particulas de HDL grandes (HDL-P grande)
(OTVOS et al. 2002; JEYARAJAH et al. 2006).

Embora existam métodos para avaliar as subfragdes da HDL, o monitoramento da
concentracdo de HDL-C permanece como rotina laboratorial para avaliacdo do perfil lipidico
e compBe a maioria dos algoritmos de estimativa de risco cardiovascular em individuos
adultos (FALUDI et al. 2017). Apesar disso, sdo crescentes as evidéncias sobre os
mecanismos cardioprotetores adicionais associados a HDL, conforme descrito em diversos
estudos. Esses mecanismos parecem modular o risco cardiovascular, independente do
contetdo de colesterol associado a particula, embora sua utilizacdo ainda nao faca parte de
nenhuma diretriz (TALL, 2008; VAN DER STOEP et al. 2014).

1.4. Algoritmos de predicéo de risco cardiovascular

A primeira manifestacdo das doencgas cardiovasculares, na maioria dos casos é o
evento coronariano (WILSON et al. 1998). Desta forma, é fundamental a estimativa do risco
cardiovascular em individuos assintomaticos predispostos, a partir da somatdria do risco

associado a cada um dos fatores, mais a potenciacdo causada pelo sinergismo entre eles

(Figura 3).
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Figura 3. Estimativa do risco cardiovascular. Fonte: elaborada pela autora.
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Contudo, as interacdes dos fatores podem subestimar ou superestimar 0s casos de
maior ou menor risco (XAVIER et al. 2013). Baseando-se nesse pressuposto e em estudos
populacionais, diversos algoritmos tém sido propostos.

Escore de risco de Framingham (ERF): projetado com base nos resultados do
Framingham Heart Study, uma coorte iniciada em 1948, com uma amostra considerada
pequena (menos de seis mil participantes), mas que permitiu estabelecer importantes relagdes
de causalidade. Entretanto, 0 ERF apresenta algumas limitacGes, pois € uma ferramenta que
utiliza medidas de quase meio século, e é provavel que o risco tenha se alterado durante o
tempo. Além disso, o risco absoluto nos participantes de Framingham ndo é necessariamente
0 mesmo em outras populacdes e alguns fatores de risco importantes como dieta, composi¢éo
corporal e atividade fisica ndo sdo abordados no escore (LOTUFO, 2008; GREENLAND et
al. 2001).

O ERF € 0 modelo de estratificacdo de risco mais conhecido e utilizado na estimativa
da probabilidade de doenca coronariana e foi descrito pioneiramente por WILSON et al.
(1998), utilizando variaveis como idade, sexo, valores de pressdo arterial sistolica (PAS),
valores do colesterol total (CT), HDL-C, tabagismo e diagndstico de diabetes mellitus (DM).
O ERF estima a probabilidade de ocorrer infarto agudo do miocérdio (IAM) ou morte por
doencas cardiovasculares em 10 anos, em individuos sem diagndstico prévio de aterosclerose
clinica, classificando-os em baixo risco (<10%), intermediario (10 a 20%) ou alto (>20%).

O ERF foi atualizado em 2008 por D’AGOSTINO et al., que apresentaram um
algoritmo de predicdo de risco cardiovascular multivariado para cada sexo e que poderia ser
convenientemente utilizado para estimar o risco geral de doencas cardiovasculares e risco de
eventos individuais (doenga cardiovascular coronariana, acidente vascular cerebral, doenca
arterial periférica e insuficiéncia cardiaca).

Em 2011, o ERF foi novamente atualizado por MOSCA et al., os autores abordaram a
reclassificacdo do risco e prevencgéo de doencas cardiovasculares direcionada especificamente
para as mulheres.

Escore de Risco de Reynolds (ERR): desenhado para estimar o risco de 1AM,
acidente vascular cerebral ou outro evento cardiaco maior em 10 anos, o ERR incorpora aos
fatores usados no ERF (idade, sexo, CT, HDL-C, PAS e tabagismo), o valor da PCR e a
historia familiar (pai e mae) precoce (antes dos 60 anos) de 1AM, além do percentual de
hemoglobina glicada, no caso dos diabéticos.

O escore foi desenvolvido e validado a partir dos dados do Women'’s Health Study,

uma coorte americana composta por mulheres com idade >45 anos sem doenga coronariana e
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cancer no inicio do estudo (RIDKER et al. 2007). Um modelo para homens foi desenvolvido
e validado em 2008, utilizando as mesmas varidveis do escore desenvolvido para mulheres,
derivado do seguimento médio de 10,8 anos em individuos americanos inicialmente saudaveis
e ndo diabéticos (RIDKER et al. 2008).

O ERR, que inclui a PCR, néo exibe melhor calibragdo quando comparada a outros
modelos. As medidas de intervencdo que diminuem as concentragdes plasmaticas de PCR
(perda de peso, exercicio, ndo fumar, uso de estatinas e fibratos) sdo conhecidas por
diminuirem também o risco de eventos coronarios (HELFAND et al. 2009).

Adult Treatment Panel 111/2013 (ATPI111/2013): atualiza¢do publicada em 2014 pela
American Heart Association e pela American College of Cardiology para o controle lipidico.
Destaca 0 uso de estatinas para a prevencdo primaria e secundaria de doenca cardiovascular
aterosclerdtica em pacientes considerados de maior risco. Recomenda o uso de escore
especifico para estimar o risco de evento cardiovascular aterosclerético em 10 anos, cujas
variaveis sdo: sexo, idade, raca, concentracdes séricas de CT e HDL-C, PAS e tratamento de
hipertensao arterial sistémica (HAS), tabagismo e DM.

Segundo a atualizacdo, a concentracdo plasmatica elevada de LDL-C deixa de ser o
principal fator para determinar o uso das estatinas. Os critérios para classificagdo de risco
cardiovascular da ATPI11/2013 identificam quatro grupos de pacientes (STONE et al. 2014):

e Portadores de doenca cardiovascular aterosclerética;

e Pacientes com elevagdes primérias de LDL-C > 190mg/dL;

e Pacientes diabéticos, entre 40 e 75 anos, com LDL-C entre 70 e 189mg/dL;

e Pacientes com risco estimado de doenca cardiovascular aterosclerética > 7,5% em 10
anos, com idade entre 40 e 75 anos, sem doenca cardiovascular ou DM e com LDL-C
abaixo de 190 mg/dL.

De acordo com PENCINA et al. (2014) a ATPIII/2013 pode superestimar o risco
cardiovascular, o que levara ao aumento do uso de estatinas entre individuos saudaveis. Além
disso, a estimativa do risco abrange apenas individuos com idade entre 40 e 75 anos, uma vez
que as novas diretrizes s@o pouco claras fora deste intervalo.

A V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose recomenda 3
etapas para a estratificacdo do risco: a determinacdo da presenca de doenca aterosclerotica
significativa ou de seus equivalentes; a utilizacdo dos escores de predigdo do risco e a
reclassificacéo do risco predito pela presenca de fatores agravantes (XAVIER et al. 2013). Na
atualizacdo da V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose a
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recomendacdo é a utilizacdo do Escore de Risco Global (ERG), na avaliacdo inicial, ou
mesmo na avaliagdo de pacientes em uso de estatinas, entre os individuos que ndo foram
classificados nas situacdes de muito alto risco ou alto risco (FALUDI et al. 2017).

Além das variaveis classicas que pontuam na estimativa do risco cardiovascular, novos
biomarcadores e métodos de imagem vem sendo propostos, como o escore de calcio na artéria
coronéria (escore da CAC), a espessura da camada intima média da cardtida e indice
tornozelo braquial. Porém, ainda existem discussfes quanto ao rastreio de individuos de baixo
risco e qual a relacéo custo beneficio nesse caso, assim como para individuos com alto risco,
onde a indicacdo de uso de medicamentos é sempre necessaria. Contudo para individuos com
risco intermediario, o escore da CAC tem se mostrado a melhor opcdo a ser usada como
adjuvante na estimativa do risco (DEGRELL et al. 2015).

Segundo a ATPIIN/2013, alguns fatores de risco emergentes (histéria familiar,
concentracOes plasmaticas de PCR, escore da CAC e indice tornozelo braquial) podem ser
considerados para tomada de decisdes, quando, ap6s a avaliagdo quantitativa dos riscos, uma
decisdo de tratamento é incerta (classe llb, nivel B) (GOFF et al. 2014). As diretrizes da
Sociedade Europeia de Cardiologia permanecem em concordancia e fornecem recomendacdes
para utilizacdo do escore da CAC, indice tornozelo braquial, espessura da camada intima
média da artéria coronéria (classe Ila, nivel B), concentracfes plasmaticas de PCR (classe Ilb,
nivel B) (PERK et al. 2012). Entretanto, segundo BJORNSON et al. (2016), uma abordagem
ao nivel de sistemas biologicos também poderia ser utilizada para melhorar os algoritmos de
risco cardiovascular, permitindo uma predicéo de risco personalizada, a partir da aplicacdo de
redes metabdlicas em escala gendmica, bem como outras abordagens baseadas em rede
biol6gica, como transcriptdmica, protedmica e metaboldmica.

A revisdo de GORENOI e HAGEN (2015) conclui que a partir de uma perspectiva
clinica, parece ser mais viavel a utilizacdo de escores de estimativa de risco cardiovascular
desenvolvidos especificamente para a populacéo de interesse, que utilizam medidas acessiveis
e mostram alta capacidade discriminatoria. Escores calibrados e validados ou derivados de
populacdes com incidéncia e distribuicdo de fatores de risco semelhantes podem ser a segunda

escolha.
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1.5. Calcificagdo da artéria coronaria como preditor de aterosclerose subclinica

O diagndstico precoce da aterosclerose subclinica possibilita o controle da inflamacéo
e a estabilizacdo da calcificagdo da artéria coronéria (CAC), prevenindo a macrocalcificagdo e
maior risco de ruptura da placa e eventos coronarianos (NAKAHARA et al. 2017). A

progressdo da CAC a partir da placa aterosclerotica € ilustrada na Figura 4.

Inflamagdao nao controlada Inflamacgdo controlada

ﬁ Células espumosas 7 Citocinas

- Osteoblastos ——mmm— Fibroblastos

©  Microcalcificagdo Macrocalcificagao

Figura 4. Progressao da calcificacdo da artéria coronaria. Fonte: adaptado de NAKAHARA et al. 2017.
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A CAC se inicia dentro do nucleo necrético da placa aterosclerdtica. Vesiculas
extracelulares sdo liberadas por macréfagos mortos e células musculares lisas (NEW et al.
2013). A concentracdo local de célcio e fosfato livres atinge uma concentracao suficiente para
permitir a formacdo de cristais de fosfato de calcio (KAPUSTIN et al. 2015).

Os cristais de fosfato de célcio induzem a diferenciacdo de células endoteliais em
osteoblastos, denominados calcificantes das células vasculares. O processo inflamatdrio
crénico induz a apoptose de macrdfagos e migracao e proliferacdo de células musculares lisas
vasculares, desencadeando inimeras microcalcificacfes. As microcalcificagdes se acumulam
em uma grande massa e se tornam calcificagdes irregulares. Este tipo de macrocalcificacdo
estd associado a instabilidade e ruptura da placa aterosclerética e a ocorréncia de eventos
coronarianos. Entretanto, o controle da inflamacdo promove a estabilizacdo da placa
aterosclerdtica (NAKAHARA et al. 2017).

A calcificacdo da artéria corondria, quantificada por tomografia computadorizada, é
uma das medidas mais conceituadas no diagndéstico da aterosclerose subclinica. O célcio da
artéria coronaria € considerado produto da exposicdo aos fatores de risco cardiovascular em
longo prazo. Foi demonstrado que avaliar as medidas da CAC em individuos assintomaticos
com risco intermediario é uma ferramenta que melhora o progndstico e pode ser adjuvante na
tomada de decisbes para a prevencdo primaria de doenca cardiovascular aterosclerotica
(MARK et al. 2010; HISAMATSU et al. 2019).

De acordo com as diretrizes clinicas, as medidas do escore da CAC sdo Uteis na
estratificacdo do risco cardiovascular e sua utilizacdo entre pessoas com escores de risco
globais intermediarios é indicada. A progressdo da aterosclerose coronariana medida pela
CAC se correlaciona bem com o risco cardiovascular, e individuos com medidas da CAC
(Agatston Unidades) igual a zero demonstraram risco muito baixo de mortalidade
(GREENLAND et al. 2007).

2. OBJETIVO

Desenvolver e validar um escore de funcionalidade da HDL (EFH) a partir de
subamostras derivadas de dois estudos brasileiros e avaliar a sua associacdo com fatores de

risco cardiovascular e aterosclerose subclinica.
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3. METODOLOGIA

3.1. Delineamento do estudo

O presente estudo, com delineamento transversal, foi realizado em duas 2 etapas com
dados amostrais derivados de estudos distintos. Na 1?2 etapa foram selecionados dados do
periodo basal do estudo CARDIONUTRI, utilizados no desenvolvimento e validagdo do
escore de funcionalidade da HDL preditor de risco cardiovascular (EFH-RCV). Na 22 etapa
uma subamostra do periodo basal do estudo ELSA-Brasil foi selecionada para testar a
associacao do EFH-RCV com o risco cardiovascular e aterosclerose subclinica, assim como
desenvolver e validar o EFH preditor de aterosclerose subclinica (EFH-AS). Os fluxogramas

apresentados na Figura 5 ilustram as etapas para a selecdo das amostras.
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Figura 5. Fluxogramas das etapas de selecdo das amostras. Fonte: elaborada pela autora. Siglas: EFH-RCV: escore de funcionalidade da lipoproteina de alta densidade
preditor de risco cardiovascular; EFH-AS: escore de funcionalidade da lipoproteina de alta densidade preditor de aterosclerose subclinica; ECG: eletrocardiograma; CAC:
calcificacdo da artéria coronaria; ERF: escore de risco de Framingham; ERR: escore de risco de Reynolds; ATPIII/2013: Adult Treatment Panel 111/2013.
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4. METODOLOGIA DO ESTUDO CARDIONUTRI - 12 ETAPA

4.1. Amostra do estudo

Para o desenvolvimento e validacdo do EFH-RCV, uma subamostra do periodo basal
do estudo principal intitulado “Propriedades fisico-quimicas da LDL e da HDL, marcadores
cardiometabdlicos e oxidativos podem ser modulados pelo consumo de 6mega-3, 6mega-6 e
O0mega-9 em individuos com risco cardiovascular intermediario?” (CARDIONUTRI) foi
selecionada. O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica do Hospital Universitario (Anexo
1) e da Faculdade de Saude Publica (Anexo 2) vinculados a Universidade de Sdo Paulo. O
projeto foi financiado pela FAPESP (Processo n® 2011/12523-2), Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia de Fluidos Completos (INCT-FCx 2010-2014) e do Nucleo de Apoio a
Pesquisa de Fluidos Complexos (NAP-FCx 2011-2016).

O estudo CARDIONUTRI foi um ensaio clinico randomizado aprovado no Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos (RBR-2vfhfv). A sua amostra foi composta por participantes
elegiveis selecionados a partir de meios de comunicacdo internos do Hospital Universitario,
vinculado a Universidade de Sdo Paulo e na comunidade da regido do Butanta.

Foram considerados elegiveis para o estudo individuos de ambos 0s sexos, com idade
de 30 a 74 anos e com pelo menos um dos seguintes fatores de risco para doenga
cardiovascular: HAS, DM, DLP, tabagismo ou obesidade.

Foram considerados ndo elegiveis para o estudo individuos que apresentaram as
seguintes caracteristicas: evento cardiovascular prévio, portadores de doencas agudas ou
cronicas graves, usuarios de drogas ilicitas e alcoolistas. Individuos desnutridos, gravidas
ou lactantes e individuos que participavam de outros protocolos de pesquisa também néo
forma incluidos no estudo. A presenca de eventos cardiovasculares prévios foi monitorada
pela avaliacdo clinica e eletrocardiograma (ECG), assim como pelo autorrelato no
momento da triagem.

Os individuos com caracteristicas de interesse para o estudo foram selecionados e
passaram pelo processo de esclarecimento assim como a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3). Os participantes foram identificados e
caracterizados a partir de questionarios socioecondmico, demografico e clinico e avaliados

por mensuracao de parametros antropomeétricos e coleta de sangue.
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Todos os procedimentos de coleta de amostras, analises e divulgacdo dos resultados
seguiram as Normas do Conselho Nacional de Salude, no que se refere a ética com pesquisas

em seres humanos.

4.2. Critérios de Inclusao

Foram incluidos no presente estudo os participantes que realizaram ECG para avaliar a
presenca de doenca cardiovascular prévia, aqueles com dados completos sobre o perfil clinico
para classificacdo do risco cardiovascular e com dados bioquimicos suficientes para o
desenvolvimento do EFH-RCV, no periodo basal do estudo CARDIONTRI.

4.3. Critérios de Exclusdo

Foram excluidos do presente estudos os participantes com dados insuficientes para a
classificacdo do risco cardiovascular, além de alteracbes no ECG que indicaram presenca de

doenca cardiovascular prévia.

4.4, Avaliacdo do perfil sociodemogréfico e histéria clinica

O perfil sociodemografico foi caracterizado por questionario previamente estruturado
que abordou o0s itens como sexo, idade, raca e tabagismo (Anexo 4). A avaliacdo clinica foi
constituida por informac@es sobre a historia clinica atual, antecedentes familiares de doencas
crbnicas (pai e mde), uso regular de medicamentos, além da afericdo da pressdo arterial
sistémica com esfigmoman6metro, conforme recomendacdo da Sociedade Brasileira de
Hipertensio (BRANDAO et al. 2010).

4.5. Avaliacdo antropométrica

O indice de massa corporal (IMC) foi calculado: peso (kg) / altura (m?). Para a
mensuracdo do peso utilizou-se uma balanca digital da marca Toledo, modelo 2096PP/2®
(Toledo, Séo Paulo, Brasil) e os participantes foram orientados a utilizar o minimo de roupas
e permanecer descalcos. A afericdo da estatura foi realizada com o estadidmetro fixo Seca®

(TBW, Séao Paulo, Brasil), com os individuos descal¢os, em posicdo ereta, pes paralelos e
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calcanhares, panturrilha, glateos, ombros e cabega encostados no estadidmetro, com a cabeca
sob o plano horizontal de Frankfurt (LOHMAN et al. 1988). A medida da circunferéncia da
cintura (CC) foi aferida adotando-se como referencial anatdmico o ponto médio entre a ultima
costela e a crista iliaca. O individuo foi orientado a ficar em pé, mantendo os bragos paralelos

ao corpo e pes unidos e permanecer com o abdémen relaxado.

4.6. Coleta de sangue

As amostras de sangue (20 mL) foram coletadas ap6s jejum de 12-15 horas. O sangue
foi coletado em tubos tipo vacutainer contendo acido etileno-diaminotetraacético (EDTA)
(1,0 mg/mL) (BD, Brasil), utilizado como anticoagulante e antioxidante (obtencdo plasma) ou
em tubos secos (obtencdo soro) e foi mantido em gelo e protegido da luz até a separacéo do
plasma e do soro (3000 rpm, 15 min, a 5°C). A estes foram acrescentados o0s seguintes
inibidores de proteases: aprotinina (10 pg/mL), benzamidina (10 pM) e fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) (5 uM), além do antioxidante 2,6-di-tert-butil-p-hidroxitolueno
(BHT) (100 uM). Todas as amostras permaneceram armazenadas a -80°C até o0 momento das
analises que foram realizadas no Laboratério de Bioquimica da Nutricdo Aplicada as Doencas

Cronicas, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Nagila R T Damasceno.

4.6.1. Avaliacdo dos biomarcadores plasméticos

As concentracdes plasmaticas de glicose, CT, TAG e HDL-C foram determinadas com
base na aplicacdo de manuais de reagentes enzimaticos (Labtest, Minas Gerais, Brasil). O
LDL-C foi determinado por meio da formula de Friedewald et al. (1972), onde: LDL-C=CT
— HDL-C — TAG/5. Para os individuos com TAG > 400,0 mg/dL, a mensuracdo do LDL-C
foi realizada por meio de teste direto. A concentracdo da APOAI foi avaliada por kit
comercial, Autokit APO Al (Wako Chemicals EUA Inc., Richmond, VA, EUA) e para a PCR
foi utilizado kit comercial da Génese (DSL-10-42100), Proteina-C Reativa Ultra Sensivel
ensaio ELISA (Cambuci, Sao Paulo, Brasil). A atividade da CETP foi determinada por meio
do kit comercial CETP Activity Assay® (BioVision Research Products, CA, EUA).
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4.6.2. Avaliacéo das subfracdes da HDL

As subfracdes da HDL foram determinadas pelo sistema padronizado Lipoprint®
(Quantimetrix Inc., Redondo Beach, Califérnia). Este método é baseado na separacdo e
quantificacdo das subfracBes de lipoproteinas por meio de gel de poliacrilamida 3D néo
desnaturante. O sistema utiliza um corante lipofilico, o qual se liga ao colesterol nas particulas

das lipoproteinas. As etapas sao ilustradas na Figura 6.
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Figura 6. Etapas na separagdo das subfracdes da HDL e processamento dos dados pelo método Lipoprint®.
Fonte: adaptado de Lipoprint® HDL Subfractions Kit - Quantimetrix.

Os resultados permitiram a identificacdo de 10 subfracdes de HDL classificadas em

grandes, intermediarias ou pequenas (Figura 7).
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Figura 7. Densidade das lipoproteinas e eletroforese das subfracdes da HDL pelo método Lipoprint®.Fonte:
adaptado de Lipoprint® HDL Subfractions Kit - Quantimetrix. Siglas: HDL.: lipoproteina de alta densidade;
VLDL.: lipoproteina de muito baixa densidade; IDL: lipoproteina de densidade intermediéria; LDL: lipoproteina

de baixa densidade.
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4.6.3. Determinacao da atividade da PON1

A atividade da PON1 foi determinada pela adicdo de 500 puL de tampé&o Tris-HCI
0,1M e pH 8,05, contendo 2 mmol/L de CaCl, e 1,1 mmol/L de paraoxon (Sigma Chemical
Co.) em 25 uL de soro. Em seguida, 200 pL da solucéo foi distribuida em placas de fundo
plano contendo 96 pocos. A leitura foi realizada em duplicata utilizando o leitor de
microplacas (Microplate Reader, Benchmark, Bio-RAD) com comprimento de onda de 405
nm, a 37°C. Para o célculo da atividade, foram realizadas 6 leituras em intervalos de um

minuto cada. Os resultados foram expressos em nmol min™. mL™* (MACKNESS et al. 1991).

4.6.4. Analise da capacidade antioxidante da HDL (Lag time)

A partir de amostras de soro ou plasma, a HDL foi previamente isolada para a
avaliacdo da sua capacidade antioxidante. A separacdo da HDL do plasma foi realizada por
método de precipitacdo, seguindo as instru¢es do kit comercial de Colesterol HDL®
(Labtest, Minas Gerais, Brasil). O método consiste na precipitacdo da lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), LDL e dos
Quilomicrons, com uma mistura de acido fosfotingstico e cloreto de magnésio. Apds
centrifugacdo (3.500 rpm, 15 minutos/4°C) a HDL foi obtida por meio do sobrenadante.

O método para avaliar a capacidade antioxidante da HDL foi baseado no protocolo de
Lag Time proposto por ESTERBAUER et al. (1989) com os seguintes pressupostos: LDL
previamente isolada a partir de um pool de plasma de individuos saudaveis, como substrato
oxidavel, o sulfato de cobre (CuSO,) como agente oxidante e a HDL de cada participante
como agente antioxidante. Os parametros avaliados a partir do método sdo descritos a seguir:

e Lag time: ponto de interseccdo entre o declive linear maximo da curva e o eixo da
abscissa que indica o tempo para inicio na producdo de dienos conjugados - expresso
em minutos (min);

e Velocidade méxima: taxa de peroxidacdo lipidica, obtida a partir do declive de
absorbancia da curva durante a fase de propagagdo (A absorbancia / Atempo —
minutos) - expresso em densidade dptica por minuto (DO/min);

e Tempo maximo: tempo maximo na producdo de dienos conjugados - expresso em

minutos (min);
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e Pico maximo: producdo méaxima de dienos conjugados - expresso em densidade
oOptica (DO);

e Area sob a curva: area no grafico gerada a partir do inicio da producio de dienos
conjugados até o pico maximo de produgo.
A Figura 8 ilustra o esquema de obtencdo de dados pelo método Lag time e as curvas

de oxidacdo da LDL, assim como a cinética de oxidacdo da LDL e da LDL+HDL ao meio

oxidante.
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Figura 8. Fases do método Lag time na analise da capacidade antioxidante da HDL. Fonte: adaptado de
ESTERBAUER et al. (1989). Siglas: HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa
densidade; CuSQ,: sulfato de cobre; AUC: area under curve — area sob a curva.

4.7. Classificacdo do risco cardiovascular

Os dados demograficos, clinicos e bioquimicos dos participantes foram utilizados para
classifica-los quanto ao risco cardiovascular, a partir da pontuacdo e somatéria dos fatores de
risco cardiovascular, segundo os pressupostos dos algoritmos: ERF, ERR e ATPI11/2013. O
risco foi estratificado, gerando variaveis categoricas.

ERF: classificacdo dos participantes em baixo (<10%), intermediario (10 a 20%) ou

alto risco (>20%) absoluto de eventos coronarianos em 10 anos, considerando critérios de
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pontuacgéo revisados por D’AGOSTINO et al. (2008) e MOSCA et al. (2011), segundo sexo.
Foram atribuidos pontos para idade, PAS, CT, HDL-C, tabagismo e DM (Anexo 5).

ERR: classificacdo dos participantes em baixo (<5%), baixo a moderado (5% a
<10%), moderado a alto (10% a <20%) e alto risco (>20%) absoluto de eventos coronarianos
em 10 anos, considerando critérios de pontuacdo propostos por RIDKER et al. (2007) para
homens e RIDKER et al. (2008) para mulheres. Foram atribuidos pontos para idade, PAS,
CT, HDL-C, tabagismo, além da pontuacdo atribuida para a concentracao plasmatica de PCR
e antecedente familiar precoce de IAM (pai/mée < 60 anos). Os individuos com DM foram
classificados como alto risco cardiovascular (>20%). A classificacdo foi realizada conforme
ferramenta disponivel em: http://www.reynoldsriskscore.org/.

ATPI11/2013: classificacdo dos participantes em baixo risco (<7,5%) ou risco
aumentado (>7,5%) de evento cardiovascular aterosclerético em 10 anos (STONE et al.
2014). Foram atribuidos pontos para idade, raca, concentracfes plasmaticas de CT e HDL-C,
valores de PAS e tratamento de HAS, tabagismo e DM. A classificacdo foi realizada,
conforme ferramenta disponivel em: http://my.americanheart.org/cvriskcalculator e
http://www.cardiosource.org/science-and-quality/practice-guidelines-and-quality-

standards/2013-prevention-guideline-tools.aspx.

4.8. Analises estatisticas

A amostra total (n=354) foi dividida de maneira aleatéria e a priori, onde 3/4 (n=268)
foi utilizada para o desenvolvimento do EFH-RCV e 1/4 (n=86) para a sua validacdo, com o
auxilio do software SPSS versdo 20.0. A divisdo da amostra foi realizada apds a exclusdo dos
participantes que apresentaram alteracfes no ECG no momento basal.

A pontuacdo dos parametros de funcionalidade da HDL para o desenvolvimento do
EFH-RCV foi baseada no risco cardiovascular, portanto para a escolha do algoritmo de
referéncia ou “padrdo ouro” na estimativa do risco da amostra, a equivaléncia dos ERF, ERR
e ATPIINI/2013 foi avaliada por testes de concordancia entre as categorias de risco. Os
algoritmos foram categorizados em baixo risco <10% (baixo risco), 10 a 20% (risco
intermediario) e >20% (alto risco). A concordancia das categorias de risco cardiovascular dos
algoritmos foi testada pelo indice de Kappa Cohen. O indice varia de 0 a 1, e a concordancia é

classificada de pobre a perfeita. Os indices mais proximos de 1 correspondem a concordancias
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mais prefeitas (LANDIS e KOCH, 1977). O ERF foi escolhido como referéncia de risco
cardiovascular no desenvolvimento do EFH-RCV.

Normalidade das variaveis: a normalidade na distribuicdo das variaveis continuas na
amostra foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov (p>0,05).

Colinearidade: as variaveis independentes foram submetidas a testes de correlacéo e
qguando apresentaram colinearidade ndo foram avaliadas no mesmo modelo (r > 0,9)
(KUTNER et al. 2004).

Categorizacao da variavel dependente: o ERF foi categorizado em variavel dummy
pela necessidade de uma resposta binaria para definir o risco cardiovascular, assumindo o
ERF > 10% como a categoria de interesse (maior risco) e o ERF < 10% como a categoria de
referéncia (menor risco).

Desempenho das variaveis independentes na predicdo do risco cardiovascular: o
desempenho das variaveis independentes na predicdo do risco cardiovascular foi testado a
partir da construcdo de areas sob a curva ROC (Receiver Operating Characteristic Curve),
que variam de 0,5 (auséncia de acuracia) a 1,0 (acuracia maxima). O ERF > 10% foi utilizado
como referéncia na construcdo das curvas ROC. A area sob a curva (AUC - area under curve)
foi expressa pela estimativa pontual da area e a estimativa do valor de p. A AUC < 0,5 néo é
considerada util para avaliar o desempenho, AUC > 0,5 é considerada atil e AUC > 0,7 é
considerada satisfatoria (HANLEY e MCNEIL, 1982).

Associacdo entre as variaveis independentes e a variavel dependente: a partir de
Modelos de Regressdo Logistica Univariados, as associacdes entre o ERF > 10% (variavel
dependente indicadora de risco cardiovascular) e os parametros de funcionalidade da HDL,
(variaveis independentes) foram testadas. As variaveis que apresentaram valor de p < 0,20
foram selecionadas para compor os Modelos de Regressdo Logistica Multiplos.

Modelos de Regressdo Logistica Multiplos: foram testados para verificar a
intensidade da associacdo das varidveis independentes continuas, com o risco cardiovascular
binario (ERF < 10 e ERF > 10%), ou seja, quanto da probabilidade de ocorréncia do desfecho
(risco cardiovascular) deve-se a sua relagdo com a variavel independente. Os modelos
maultiplos foram ajustados por sexo, idade e uso de estatinas e/ou fibratos, citadas na literatura
por sua influéncia no metabolismo da HDL, portanto incluidas como variaveis de confusé&o.
As variaveis que apresentaram valor de p <0,20 nos modelos univariados foram testadas nos
modelos multiplos, utilizando o método de selecdo Stepwise. Os modelos foram testados antes
e apos os testes de alavanca e influéncia, optando sempre pelos modelos com maior forca de

associacdo. O ajuste dos modelos foi testado pela anélise visual do grafico envelope. Para
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estimar a forca da associacdo o intervalo de confianca de 95% (1C95%) foi considerado
significativo, equivalente ao valor de p < 0,05.

Capacidade discriminatéria em prever o risco cardiovascular: a mudanca na
estatistica C observada apds a inclusdo de cada um dos parametros de funcionalidade da HDL
ao modelo padréo (variaveis de ajuste) determinou a capacidade discriminatoria das variaveis
em prever o risco cardiovascular. O ERF > 10% foi referéncia na construcdo de areas sob a
curva ROC da estatistica C.

Selecdo da variavel para o desenvolvimento do EFH-RCV: o parametro de
funcionalidade da HDL que apresentou maior forca de associagdo com o risco cardiovascular,
nos modelos mdltiplos, foi selecionado para o desenvolvimento do EFH-RCV, além da sua
capacidade discriminatoria.

Desenvolvimento do EFH-RCV: a partir dos resultados do modelo multiplo final um
nomograma foi projetado atribuindo pontos as variaveis idade, sexo, uso de estatinas e/ou
fibratos e ao parametro de funcionalidade da HDL.

Categorizacdo do EFH-RCV: o EFH-RCV foi categorizado em baixo, moderado e
alto, a partir de pontos de corte atribuidos apds a construcdo de curvas ROC utilizando o ERF
>10% e 0 ERF>20%. A curva ROC plota P (Y=1|Y=1) (sensibilidade) versus 1- (Y=0]Y=0)
(chamado de 1-especificidade) para todos os possiveis pontos de corte entre 0 (evento) e
1(ndo evento). A andlise visual da curva ROC foi a opg¢do para a escolha arbitréaria do ponto
de corte, que é baseado na combinacdo da sensibilidade e 1- especificidade, onde os valores
que se aproximam mais do canto superior esquerdo do grafico sdo os escolhidos.

Desempenho e validagdo do EFH-RCV: as amostras de desenvolvimento e validagéo
foram classificadas segundo os pressupostos do EFH-RCV, ap6s a pontuacdo e somatoria das
variaveis. A area sob a curva ROC determinou o desempenho do EFH-RCV em relacdo aos
algoritmos de risco cardiovascular, que é a proporcao de predicBes corretas, sem considerar o
que € positivo e 0 que negativo e sim o acerto total, em ambas as amostras, utilizando o ERF

> 10% como referéncia.
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5. METODOLOGIA DO ESTUDO ELSA-BRASIL —22 ETAPA

5.1. Amostra do estudo

Para testar a reprodutibilidade do EFH-RCV, desenvolvido na 1% etapa do estudo, e
desenvolver o EFH preditor de aterosclerose subclinica (EFH-AS), uma subamostra do
periodo basal do Estudo Longitudinal de Satde do Adulto (ELSA-Brasil) foi selecionada.

O estudo ELSA-Brasil é um estudo de coorte em andamento, que investiga
associacfes entre as doencas crbnicas, e seus fatores bioldgicos, comportamentais,
ambientais, ocupacionais e sociais, financiado pelo Ministério da Saude e Ministério de
Ciéncia e Tecnologia (Processos n° 01 06 0010.00 RS, 01 06 0212.00 BA, 01 06 0300.00 ES,
01 06 0278.00 MG, 01 06 0115.00 SP, 01 06 0071.00 RJ) e aprovado pela Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP — n° 13065).

O periodo basal da pesquisa foi realizado entre 2008 e 2010 incluindo 15.105
funcionarios com idade entre 30 e 74 anos, ativos e aposentados de cinco Universidades e um
Instituto de Pesquisa: Universidade Federal da Bahia (UFBA), Universidade Federal do
Espirito Santo (Ufes), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS), Universidade de Sdo Paulo (USP) e Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz). Nao foram incluidos no estudo: gravidas, servidores com intencdo de deixar o
emprego num futuro proximo, dificuldade de comunicacéo ou deficiéncia cognitiva severa, ou
dificuldade de locomocdao por residir fora das metropoles onde se localizam os centros de
pesquisa correspondentes.

Os participantes elegiveis foram selecionados e passaram pelo processo de
esclarecimento do estudo. Apo6s a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
os participantes foram identificados e caracterizados a partir de questionarios
socioeconémico, demografico e clinico, mensuracdo de parametros antropomeétricos, coleta de
sangue e exames ECG e tomografia computadorizada com medidas do escore da CAC para
detectar doencas cardiovasculares prévias. O contato com os participantes é realizado
anualmente, por telefone, para avaliar o estado de salde, e entrevistas e novos exames sao
realizados a cada 3 ou 4 anos. Todos os procedimentos de coleta e analise de dados foram
padronizados e estdo descritos nos manuais do ELSA-Brasil, assim como mais detalhes sobre
o perfil da amostra (AQUINO et al. 2012; SCHMIDT et al. 2015).
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5.2. Critérios de inclusao

Foram incluidos no presente estudo os participantes que realizaram tomografia
computadorizada com medidas do escore da CAC, participantes com medidas das subfracGes
da HDL avaliados pelos métodos VAP e RMN e com dados suficientes para a classificacdo do

risco cardiovascular.

5.3. Critérios de exclusdo

Foram excluidos do presente estudo os participantes com dados insuficientes para
diagnosticar a aterosclerose subclinica.

5.4. Avaliacdo do perfil sociodemografico e histéria clinica

O perfil sociodemogréfico abordou os itens como sexo, idade, raga e habito de fumar,
entre outros. A avaliacdo clinica foi constituida por informacbes sobre a historia clinica
pregressa e atual, antecedentes familiares de doencas crénicas, uso regular de medicamentos

anti-hipertensivos, hipolipemiantes e hipoglicemiantes, alem da afericéo da PAS.

5.5. Avaliacdo antropométrica

Para o célculo do IMC, a altura e peso dos participantes foram aferidas segundo a
metodologia de LOHMAN et al. (1988). A altura foi aferida utilizando o estadiémetro fixo da
marca SECA modelo SE-216 com escala de 0,1cm. Para aferi¢do do peso, utilizou-se balanga
eletronica da marca Toledo, com capacidade maxima de 200 kg, e definicdo de medida de
50g. A CC foi medida com fita inelastica Sanny, capacidade de 2m e o participante em jejum
e com a bexiga vazia, em posicao ereta respirando normalmente, com 0s pés juntos, e parte da
vestimenta erguida e com os bracos cruzados na frente do peito. A medida foi feita com uma
fita métrica inextensivel no ponto médio entre a crista iliaca e a borda inferior do arco costal.

As medidas antropométricas foram registradas em formulario padronizado, o0s
examinadores e os aparelhos foram avaliados periodicamente para garantir o padrdo, e

passaram por processo de controle de qualidade (SCHMIDT et al. 2013).
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5.6. Coleta de sangue, transporte e armazenamento das amostras

As amostras de sangue foram coletadas ap6s jejum de 12 horas. Os procedimentos
para a coleta de amostras biolégicas foram padronizados para assegurar a uniformidade em
todos os Centros de Pesquisa do ELSA-Brasil e seguiu as recomendagdes da Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica / Medicina Laboratorial para coleta de sangue (ANDRIOLO et
al. 2005). Para viabilizar a implantacdo do laboratério central, foi necessario desenhar uma
estrutura para transporte, e armazenamento de amostras em curto prazo nos distintos centros e
para posteriormente serem enviadas mensalmente para Sdo Paulo. As aliquotas para a
realizacdo dos testes foram armazenadas em freezers a -80°C até a data de transporte para o
Laboratorio Central. As amostras coletadas no Hospital Universitario da USP também foram
armazenadas a -80°C por até 30 dias para posterior realizacdo dos testes, do mesmo modo
como nos outros Centros de Pesquisa do ELSA-Brasil. A logistica de coleta e transporte do
material biologico foi descrita com mais detalhes por FIDELI et al. (2013).

5.6.1. Avaliacdo dos biomarcadores plasmaticos

A concentracdo plasmaética de glicose, CT, TAG e HDL-C foram avaliadas com base
na aplicacdo de manuais de reagentes enzimaticos, por kits comerciais (ADVIA 1200;
Siemens, Deerfild, Illinois, EUA). O LDL-C foi determinado por meio da férmula de
FRIEDEWALD et al. (1972). Para os individuos com TAG > 400 mg/dL, a mensuragdo do
LDL-C foi realizada por meio de teste direto (ADVIA 1200; Siemens, Deerfild, Illinois,
EUA). A concentracdo de APOAI foi estimada por medidas derivados dos métodos de RMN
e VAP. A PCR de alta sensibilidade por imunoquimica (Dade Behring, Siemens, Marburg,

Alemanha).

5.7. Avaliacdo do tamanho da HDL e suas subfracdes

A partir da dosagem do perfil lipidico, analisada pelos métodos VAP e RMN,
realizada em parceria com a Johns Hopkins University (Atherotech, Birmingham, AL, EUA),
o tamanho da HDL e suas subfragdes foi quantificado.

Ultracentrifugagéo vertical - Vertical Auto Profile (VAP): o método de

ultracentrifugacdo por gradiente de densidade de escala zonal invertida, mede
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simultaneamente as concentragcdes de colesterol das lipoproteinas: HDL, LDL, LDL sem
Lp(a) e sem IDL, VLDL, IDL e Lp (a) e suas subfragcdes: HDL2, HDL3, LDL1, LDL2,
LDL3, LDL4, VLDL1, VLDL2 e VLDL3. O tamanho da HDL foi determinado a partir dos
resultados das subfracbes da HDL: HDL2, (particulas maiores, flutuantes, menos densas) e
HDL3 (particulas menores, mais densa). O método VAP separa todas as lipoproteinas em
menos de 1 hora, porque usa um rotor vertical em que as particulas se separam no eixo
horizontal mais curto no tubo da centrifuga em vez de um eixo vertical mais longo como na
ultracentrifugacdo sequencial. Em um rotor vertical, o tubo da centrifuga permanece
perpendicular ao eixo x (terra) durante a centrifugacdo e, portanto, a separagdo ocorre na
horizontal mais curta do eixo (Figura 9).

Eixo de
Separacao curto
+—>

/N /N

Ultracentrifugacio [~ © Desaceleracao|~oo00
© e —_— |O0000

Alta velocidade [P@ Lenta

Aceleracgao
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Orientacao Reorientagao
Horizontal para Vertical Vertical para Horizontal

Figura 9. Processo de ultracentrifugacdo pelo método Vertical Auto Profile (VAP). Fonte: Adaptada de
KULKARNI (2006).

As lipoproteinas e suas subfragdes sdo analisadas enzimaticamente pelo fluxo continuo
do método VAP apos a ultracentrifugacdo, e a quantificacdo de cada uma delas é realizada por
deconvolucdo (técnica de transformacdo e processamento de imagem) da curva de
absorbéancia, usando programas padronizados do proprio método. Os detalhes de cada etapa
séo descritos por KULKARNI (2006). Os resultados foram apresentados em mg/dL.

Ressonancia magnética nuclear (RMN): a medida das lipoproteinas ndo é baseada
em medidas de lipideos e apolipoproteinas, 0 método quantifica 0 nimero de particulas e

subfracdes das lipoproteinas VLDL, LDL e HDL a partir do diametro e da emissédo de sinais
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distintos do grupo metila dos lipideos, cujas amplitudes individuais podem ser medidas com
precisdo e reprodutibilidade. As amplitudes dos sinais das subfracfes das lipoproteinas séo
diretamente proporcionais ao numero de particulas das subfracdes que emitem o sinal, de
acordo com o numero total de grupos metila contidos, independentemente da variacdo na
composicdo lipidica das particulas. O espectro de RMN emitido pelos prétons do grupo metila
dos lipideos que compdem as lipoproteinas plasmaticas € adquirido em um espectrdmetro de
400-MHz diretamente do plasma ou soro (aproximadamente 200 pL). O espectro digitalizado
¢ armazenado na memoria do computador e o software de analise, em seguida, extrai as
amplitudes dos sinais de RMN das subfrag¢des individuais, converte-os em unidades (umol/L).
Os detalhes da metodologia foram descritos por JEY ARAJAH et al. (2006).

5.8. Medidas do escore da CAC

O protocolo para medidas de escore da CAC foi publicado anteriormente
(BENSENOR et al. 2016).

A avaliacdo da medida do escore da CAC de cada participante foi realizada por
tomografia computadorizada sem contraste em tomégrafo computadorizado de 64 canais de
deteccdo (Philips Brilliance, Philips Healthcare, Best, Holanda). Os participantes foram
submetidos ao exame com aquisicdo prospectiva acoplada ao eletrocardiograma (ECG), com
um potencial de tubo de 120 kV e corrente em miliampéres (mA) ajustada para o bi6tipo do
participante, que pode variar de 100 a 150mA.

A reconstrucdo das imagens ocorreu por meio de cortes axiais do coragdo com
espessura de 2,5 mm, filtro cardiaco-padrdo, velocidade de rotacdo do tubo de 0,8 s, campo de
visdo ajustado para a area cardiaca, em percentil 75 do ciclo cardiaco (diastole) e deflagrado
por ECG num intervalo de 100 ms durante a pausa inspiratoria. Foi considerada CAC a
imagem de > 3 pixels contiguos (1 mm?) com coeficiente de atenuacdo > 130 UH (unidades
Hounsfiled). A avaliacdo foi realizada por médico cardiologista, de forma cega, usando
software semiautomatico (Calcium Scoring, Philips Workstation).

O escore da CAC foi calculado segundo o método de Agatston (1990), que multiplica
a area de calcificagdo em milimetros por um fator de densidade:

o Fator 1 — para lesdo com pico de atenuacao entre 130-199 UH;
o Fator 2 — para lesédo com pico de atenuacéo entre 200-299 UH,;

o Fator 3 — para leséo com pico de atenuacédo entre 300-399 UH,;
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o Fator 4 — quando o pico de atenuacdo é >399UH.
A pontuacdo total das medidas da CAC foi determinada pela somatdria dos escores

obtidos em todas as artérias coronarias.

5.9. Analises estatisticas

Reprodutibilidade do EFH-RCV na amostra do estudo ELSA-Brasil: os participantes
do estudo ELSA-Brasil foram classificados segundo os pressupostos do EFH-RCV,
desenvolvido na 1% etapa desse estudo. A reprodutibilidade do EFH-RCV foi testada na
amostra (n=5061) a partir da area sob a curva ROC, utilizando o ERF > 10% como referéncia.
O desempenho do EFH-RCV em prever o risco cardiovascular foi testado a partir de medidas
da HDL grande derivadas do método VAP (EFH-VAP) e do método de RMN (EFH-RMN).

Concordéancia e Reclassificacdo do EFH-RCV na amostra do estudo ELSA-Brasil:
apos a classificacdo da amostra segundo os pressupostos do EFH-RCV, a mesma foi
categorizada a partir dos pontos de corte pré-definidos na etapa anterior. A concordancia entre
as categorias de risco cardiovascular foi testada pelo indice Kappa, assim como o indice de
Reclassificacdo foi calculado, de acordo com o método proposto por PENCINA et al. 2011,
entre 0 EFH-RCV e 0 ERF, na amostra do estudo ELSA-Brasil.

Associacdo do EFH-RCV com a aterosclerose subclinica: as correlagdes entre o
EFH-VAP/EFH-RMN e a aterosclerose subclinica foram testadas, assim como o desempenho
dos escores, a partir da area sob a curva ROC, utilizando como referéncia o escore da CAC >
0 e 0 escore da CAC > 100, como preditores de aterosclerose subclinica.

Correlacéo e concordancia dos parametros de funcionalidade da HDL.: as variaveis
de funcionalidade da HDL provenientes dos dois métodos (VAP e RMN) foram submetidas a
analises de correlacdo, assim como a andlise de concordancia pelo grafico de Bland Altman e
pelo coeficiente de correlacdo intraclasses - Intraclass Correlation Coeficient (ICC). As
medidas das subfracGes da RMN foram convertidas de pmol/L para mg/dL para as analises de
concordancia. Os resultados acima de 0,8 foram considerados apropriados para indicar a
concordancia das variaveis (SHOROUT e FLEISS, 1979).

Desenvolvimento e validacdo do EFH preditor de aterosclerose subclinica - EFH-
AS: os dados do estudo ELSA-Brasil também foram utilizado para desenvolver o EFH-AS,
tendo como desfecho a aterosclerose subclinica. O desenvolvimento do EFH-AS seguiu todos

0S pressupostos e tratamento estatistico descritos na metodologia do estudo CARDIONUTRI,
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que foi base para o desenvolvimento do EFH-ECV. Os testes de desempenho, utilizando
curvas ROC e estatistica C, foram aplicados ao EFH-AS. Para o desenvolvimento do EFH-
AS, o escore da CAC > 0 foi utilizado como “padrio ouro” no diagndstico de aterosclerose
subclinica, por demonstrar distribuicdo mais homogénea na amostra. Foram excluidos da
amostra inicial 512 participantes sem dados do escore da CAC, totalizando 4549
participantes. A amostra foi dividida de maneira aleatdria para as etapas de desenvolvimento
(n=3637) e validacdo do EFH-AS (n=912) com o auxilio do software SPSS versao 20.0.

5.10. Estatistica descritiva das amostras

As varidveis continuas foram submetidas ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov e as diferencas entre os grupos foram avaliadas por testes t-Student ou Mann
Whitney. A correlacdo entre as variaveis continuas foi avaliada por correlacdo de Spearman
ou de Pearson. Os resultados foram apresentados em mediana e intervalo interquartil. O teste
Qui-Quadrado (3°) foi aplicado para avaliar a associacdo entre as variaveis categoricas,
apresentadas em frequéncia absoluta (n) e percentual (%). As analises foram realizadas com o
auxilio do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, versdo 20.0) e

programa estatistico R. O valor de significancia adotado para todos os testes foi de p <0,05.

6. RESULTADOS DO ESTUDO CARDIONUTRI - 12 ETAPA

Da amostra inicial (n=374) foram excluidos participantes que apresentaram alteracdes
no ECG (n=18), indicando a presenca de evento cardiovascular prévio, conforme andlise
médica. Portanto, 356 participantes foram selecionados para classificacdo do risco
cardiovascular em 10 anos, de acordo com os critérios dos algoritmos propostos: ERF, ERR e
ATPII1/2013. A proporcdo de classificacdo em relacdo a amostra total para cada algoritmo é

apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo da amostra total, segundo algoritmos de risco cardiovascular.

Amostra Total (n=356) Perdas
n % n %
ERF 354 99,4 2 0,6
ERR 345 96,9 11 3,1
ATPII/2013 289 81,2 67 18,8

ERF: escore de risco de Framingham; ERR: escore de risco de Reynolds; ATPI111/2013: Adult Treatment Panel
111/2013.

A perda de 2 participantes em ambas as classificacGes ocorreu por falta de dados do
perfil lipidico, outros 9 participantes ndo foram classificados pelos critérios do ERR por falta
de dados sobre a PCR. Segundo os pressupostos do ATPI11/2013, 81,2% da amostra total foi
classificada quanto ao risco cardiovascular em 10 anos, enquanto o restante dos participantes
(18,8%) teve o risco estimado para mais de 10 anos.

6.1. Desenvolvimento do EFH-RCV

Os 2 participantes sem dados sobre o perfil lipidico para a classificacdo do risco
cardiovascular foram excluidos, totalizando 354 participantes estratificados de maneira
aleatéria com o auxilio do software SPSS versdo 20.0 para as etapas de desenvolvimento e
validacdo do EFH-RCV. Para o desenvolvimento foi selecionada 3/4 da amostra totalizando
268 participantes, e para a validagdo 1/4 da amostra totalizando 86 participantes.

A amostra selecionada para o desenvolvimento do EFH-RCV (n=268) foi submetida a
testes de correlacdo e concordancia entre o ERF, ERR e ATPIII/2013. Os algoritmos
apresentaram boa correlacdo em relacdo a estimativa do percentual de risco cardiovascular.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Correlagdo entre os algoritmos de risco cardiovascular.
Estimativa do risco cardiovascular (%o)

r P n
ERF x ERR 0,566 <0,001 265
ERR x ATPI111/2013 0,533 <0,001 210
ATPI11/2013 x ERF 0,901 <0,001 213

Resultados apresentados em coeficiente de correlacdo (r). Correlagdo de Spearman. Significancia estatistica
p<0,05. ERF: escore de risco de Framingham; ERR: escore de risco de Reynolds; ATPII1/2013: Adult
Treatment Panel 111/2013.

As frequéncias (n) e 0s percentuais (%) de casos nas categorias de risco cardiovascular

segundo ERF, ERR e ATPIII/2013 séo apresentados em tabelas cruzadas para visualizagédo
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dos casos concordantes (Tabela 3). A concordancia entre as categorias dos algoritmos foi
razoavel, de acordo com os pressupostos do teste Kappa (LANDIS e KOCH, 1977). O ERF e
0 ERR apresentaram maior percentual de casos concordantes, 51,2%. A proporcéo de casos
concordantes entre 0 ERF e o ATPI11/2013 foi de 49,3% de, enquanto que entre 0 ERR e 0
ATPII1/2013 foi de 49,4%.

Tabela 3. Concordancia entre as categorias dos algoritmos de risco cardiovascular.

ERF Total
ERR <10% 10% a 20% >20%
n % n % n % n %
<10% 51 21,3 40 14,9 6 2,2 103 38,4
10% a 20% 34 12,7 34 12,7 24 9,0 92 34,3
>20% 11 4,1 16 6,0 46 17,2 73 27,2
Total 102 38,1 90 33,6 76 28,4 268 100
indice Kappa: 0,261 - p <0,001
ERF Total
ATPII11/2013 <10% 10% a 20% >20%
n % n % n % n %
<10% 62 29,1 69 32,4 10 47 141 66,2
10% a 20% 0 0 13 6,1 28 13,1 41 19,2
>20% 0 0 1 0,5 30 14,1 31 14,6
Total 62 29,1 83 39,0 68 31,9 213 100
indice Kappa: 0,261 - p <0,001
ERR Total
ATPII11/2013 <10% 10% a 20% >20%
n % n % n % n %
<10% 63 29,6 57 26,8 21 9,9 141 66,2
10% a 20% 7 3,3 18 8,5 16 7,5 41 19,2
>20% 3 14 4 1,9 24 11,3 31 14,6
Total 73 34,3 79 37,1 61 28,6 213 100

indice Kappa: 0,232 - p <0,001

ERF: escore de risco de Framingham; ER: escore de risco de Reynolds; ATPI11/2013: Adult Treatment Panel
111/2013. Significancia estatistica p<0,05.

O ERF se mostrou o0 método mais simples para classificar o risco cardiovascular na
amostra, visto que atendeu aos critérios de classificacdo do maior nimero de individuos, além
de ser o mais tradicional em pesquisas clinicas. Portanto, foi o algoritmo escolhido como
referéncia na caracterizacdo da amostra e desenvolvimento do EFH-RCV. A Tabela 4
apresenta as correlagdes entre os parametros de funcionalidade da HDL, o ERF continuo (%)
e 0 ERF categdrico (<10%, 10 a 20% e >20%). O ERF em percentual ou categorizado
apresentou correlagdo inversa com HDL-C (mg/dL) e HDL grande (mg/dL ou % de area). A
HDL pequena (%) apresentou correlagdo positiva com o ERF continuo, assim como o pico
méaximo na producéo de dienos conjugados (DO) com o ERF categorizado.
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Tabela 4. Correlacéo entre o ERF continuo (%) e ERF categérico (<10%, 10 a 20% e >20%) e 0s
pardmetros de funcionalidade da HDL.

ERF (continuo) ERF (categorico)
r p n r p n
HDL-C (mg/dL) -0,177 0,004 268 -0,157 0,010 268
APOAI (mg/dL) -0,075 0,222 268 -0,048 0,438 268
HDL grande (mg/dL) -0203 0,001 267 -0,173 0,005 267
HDL pequena (mg/dL 0,013 0,837 267 0,007 0,903 267
HDL grande (%) -0,162 0,008 267 -0,140 0,023 267
HDL pequena (%) 0,132 0,032 267 0,113 0,066 267
CETP (pmol/min) 0,120 0,081 211 0,117 0,091 211
PON1 (hmol min™*. mL™) 0,075 0,221 267 0,062 0,315 267
Lag time (min) 0,060 0,336 260 0,096 0,124 260
Pico méaximo (DO) 0,116 0,062 260 0,122 0,049 260
Area sob a curva 0,088 0,159 260 0,091 0,141 260
Velocidade méaxima (DO/min) 0,090 0,149 260 0,099 0,110 260
Tempo maximo (min) 0,033 0,596 260 0,058 0,350 260

Resultados apresentados em coeficiente de correlagdo (r). Correlacdo de Spearman. Significancia estatistica
p<0,05. ERF: escore de risco de Framingham; HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de alta densidade;
APOAI: apolipoproteina Al; CETP: proteina de transferéncia de ésteres de colesterol; PON1: paraoxonase 1;
DO: densidade éptica.

O ERF foi entdo categorizado para determinar o maior risco cardiovascular, portanto
categorias de risco intermediario e alto foram agrupadas, gerando assim uma variavel dummy
onde: categoria de referéncia (<10%) e categoria de interesse (>10%).

A caracterizacdo do perfil sociodemogréafico, histéria clinica e biomarcadores
plasmaticos da amostra, segundo o risco cardiovascular € demonstrada na Tabela 5.

O ERF foi associado ao sexo, doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) e uso de
medicamentos, exceto DLP e uso de estatinas e/ou fibratos. Conforme esperado, o grupo ERF
> 10% apresentou um perfil mais aterogénico com maiores concentragdes de CT, LDL-C,

TAG e glicemia.
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Tabela 5. Caracterizacéo do perfil sociodemogréfico, histdria clinica e biomarcadores plasméticos da
amostra, segundo risco cardiovascular.

ERF <10% (n=102) ERF > 10% (n=166) p
Sexo (n,%o) 0,022
Masculino 30 29,4 72 43,4
Feminino 72 70,6 94 56,6
Raca (n,%o) 0,334
Branca 71 69,6 106 63,9
N&o branca 31 30,4 60 36,1
Tabagismo (n,%) 0,895
Fumante e ex-fumante 50 49,0 80 48,2
Nao fumante 52 51,0 86 51,8
DCNT (n,%)
Diabetes Mellitus 10 9,8 45 27,1 0,001
Hipertensdo Arterial 39 38,2 109 65,7 <0,001
Dislipidemias 49 48,0 99 59,6 0,064
Medicamentos (n,%o)
Hipoglicemiantes 14 13,7 46 27,7 0,008
Anti-hipertensivos 34 26,2 96 73,8 <0.001
Estatinas/fibratos 25 33,3 57 57,8 0,090
Histdrico familiar (n,%)
IAM < 60 anos 8 7,8 9 54 0,310
Idade (anos) 45 36 — 52 56 51 -63 <0,001
PAD (mm/Hg) 122 114 - 130 138 126 — 148 <0,001
PAS (mm/Hg) 77 71-82 83 76 -91 <0,001
IMC (kg/m?) 29,3 26,5-34,9 30,0 26,6 — 34,9 0,623
CC (cm) 99,6 88,0 -110,0 101,0 92,3-110,8 0,165
CT (mg/dL) 195 170 - 218 212 175 - 245 0,001
LDL-C (mg/dL) 129 108 — 154 141 111-171 0,017
TAG (mg/dL)* 116 87 — 142 149 107 - 213 <0,001
Glicemia (mg/dL)* 96 88 — 104 100 91 -113 0,008
PCR (mg/L)* 2,6 1,2-6,2 3,0 1,1-6,0 0,976

Resultados apresentados em mediana e intervalo interquartil (11Q) ou frequéncia absoluta (n) e percentual (%).
Diferencas entre grupos analisadas pelo teste t-Student ou *Mann-Whitney. Associagdo entre as variaveis
categoricas pelo teste x°. Significancia estatistica p<0,05. ERF: escore de risco de Framingham; PAD: pressio
arterial diastolica e PAS: pressao arterial sistélica; IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura;
CT: colesterol total; LDL-C: colesterol associado a lipoproteina de baixa densidade; TAG: triacilgliceréis; PCR:
proteina C-reativa; DCNT: doencas cronicas ndo transmissiveis; |AM: infarto agudo do miocéardio (pai ou mée).

Na Tabela 6 sdo demonstrados os resultados dos parametros de funcionalidade da
HDL, segundo risco cardiovascular. As subfracdes da HDL foram diferentes entre os grupos,
com menor concentragdo de HDL grande (mg/dL) e maior concentragdo de HDL pequena (%)
no grupo ERF > 10%.
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ERF <10% (n=102)

ERF > 10% (n=166)

Mediana 1HQ Mediana 1HQ P
HDL-C (mg/dL) 38 31-44 35 29 - 42 0,104
APOAI (mg/dL) 128 113 -148 130 114 -147 0,732
HDL grande (mg/dL)* 11,0 8,0-16,0 9,0 6,0-13,0 0,003
HDL pequena (mg/dL) 7,0 50-9,0 7,0 50-9,0 0,205
HDL grande (%) 30,9 24,5-36,4 27,2 21,0-33,2 0,326
HDL pequena (%) 19,2 13,3-23,6 21,4 15,6 - 26,3 0,018
CETP (pmol/min) 46,3 34,1-64,9 52,4 389-67,3 0,355
PONZ1 (nmol min™. mL™)* 49,5 22,2735 57,4 248-79,3 0,216
Lag time (min)* 68,3 65,0 - 71,7 69,2 65,8-75,8 0,073
Pico maximo (DO) 0,6 05-0,6 0,6 05-0,6 0,087
Area sob a curva 59,5 52,2 -68,9 61,9 53,6 -69,6 0,205
Velocidade maxima (DO/min) 1,9 1,4-21 1,9 15-21 0,125
Tempo maximo (min)* 165 155 -180 170 160-180 0,350

Resultados apresentados em mediana e intervalo interquartil (11Q). Diferencas entre grupos analisadas pelo teste
t-Student ou *Mann Whitney. Significancia estatistica p<0,05. HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de
alta densidade; APOAI: apolipoproteina Al; CETP: proteina de transferéncia de ésteres de colesterol; PONL1.:

paraoxonase 1. DO: densidade optica.

A selecdo das varidveis independentes para os Modelos de Regressdo Logistica

Multiplos foi realizada apos as andlises univariadas entre os parametros de funcionalidade da

HDL e o ERF > 10%. Os resultados sdo demonstrados na Tabela 7.

Tabela 7. Modelos de Regressdo Logistica Univariados entre os parametros de funcionalidade da

HDL e 0 ERF > 10%.

Modelos de Regresséo Logistica Univariados

OR Erro Padréo IC (95%) P
HDL-C (mg/dL) 0,979 0,013 0,955 - 1,004 0,106
APOAI (mg/dL) 0,998 0,005 0,989 — 1,008 0,731
HDL grande (mg/dL) 0,927 0,025 0,883 -0,974 0,003
HDL pequena (mg/dL) 1,054 0,042 0,972 - 1,144 0,205
HDL grande (%) 0,955 0,015 0,927 — 0,984 0,003
HDL pequena (%) 1,044 0,018 1,007 — 1,082 0,019
CETP (pmol/min) 1,005 0,006 0,994 - 1,017 0,355
PON1 (nmol min™, mL™) 1,006 0,004 0,997 — 1,014 0,185
Lag time (min) 1,023 0,014 0,995 -1,051 0,110
Pico mé&ximo (DO) 9,071 1,291 0,723 - 113,880 0,088
Area sob a curva 1,000 0,000 1,000 — 1,000 0,205
Velocidade maxima (DO/min) 1,564 0,292 0,882 -2,770 0,126
Tempo maximo (min) 1,006 0,008 0,989 — 1,022 0,496

Resultados apresentados em OR: odds ratio e IC (95%): intervalo de confianga. Selecdo para os Modelos
Muiltiplos p<0,20. HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de alta densidade; APOAI: apolipoproteina Al;

CETP: proteina de transferéncia de ésteres de colesterol; PON1: paraoxonase 1. DO: densidade dptica.
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As variaveis HDL-C, APOALI, as subfragdes da HDL, exceto HDL pequena (mg/dL), a
PONL1, o Lag time, pico maximo e velocidade maxima na producdo de dienos conjugados

apresentaram valor de p <0,20 e foram selecionadas para compor os Modelos de Regressdo

Logistica Multiplos.

As variaveis que apresentaram p <0,05 nas analises univariadas foram submetidas ao

teste de desempenho por meio de areas sob a curva ROC (AUC), utilizando o ERF > 10%

como referéncia de risco cardiovascular. Os graficos séo ilustrados na Figura 10.
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Figura 10. Desempenho dos parametros de funcionalidade da HDL no diagndstico do risco cardiovascular a
partir da area sob a curva ROC (AUC). Referéncia ERF >10%. SignificAncia estatistica p<0,05.
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O HDL-C nédo apresentou associagdo significativa com o risco cardiovascular no
modelo univariado, entretanto foi testado, pois € um biomarcador tradicional. Porém néo
demonstrou desempenho significativo, em contrapartida, as subfracdes da HDL apresentaram
desempenho significativo em prever o risco cardiovascular, utilizando o ERF > 10% como
referéncia na construcdo das curvas ROC.

A Figura 11 ilustra o grafico com os resultados dos Modelos de Regressdo Logistica
Multiplos, ajustados por idade, sexo e uso de estatinas e/ou fibratos, avaliados a partir do
método Stepwise de selecdo para as variaveis que apresentaram valor de p<0,20 nas analises
univariadas. Os modelos completos sdo apresentados no Apéndice 1 (Tabela Al). O
Modelol inclui a amostra total. O Modelo 2 exclui os valores aberrantes e pontos de alavanca

e/ou influéncia.

HDL grande (mg/dL)

Modelo 1 =

Modelo 2 -

HDL grande (%)

Modelo 1 —
Modelo 2 ——
HDL pequena (%)

Modelo 1 —
Modelo 2 —
HDL-C(mg/dL)

Modelo 1 — -

Modelo 2 —

ORA (IC95%) . . . . !
0,7 0.8 0,9 1 1,1 1,2 1,3

Figura 11. Modelos de Regressdo Logistica Multiplos entre os parametros de funcionalidade da HDL e o ERF
= 10%. ORA: odds ratio ajustada por idade, sexo e uso de estatinas e /ou fibratos. Modelo 1: amostra total.
Modelo 2: amostra sem pontos de alavanca.
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As varidveis independentes que apresentaram colinearidade foram testadas uma a uma
nos modelos, e as que apresentaram maior associacdo com a varidvel dependente foram
escolhidas para compor os modelos finais.

A concentracdo de HDL grande (mg/dL) e o percentual plasmatico de HDL grande
(%), assim como a concentracdo de HDL-C (mg/dL) foram associadas a protecdo
cardiovascular, enquanto que a HDL pequena (%) foi associada ao risco cardiovascular,
independente da idade, sexo e uso de estatinas e/ou fibratos. Os modelos testados apos a
exclusdo dos pontos de influéncia e/ou alavanca apresentaram maior forca nas associagdes.

Foram excluidos 6 individuos no modelo que testou a HDL grande (mg/dL) e no
modelo para HDL grande (%), 7 individuos no modelo para a HDL pequena (%) e 8
individuos no modelo para o HDL-C (mg/dL), por apresentarem valores aberrantes ou pontos
de influéncia e/ou alavanca que poderiam influenciar os resultados das associacdes.

Os pontos de influéncia e/ou alavanca dos modelos foram analisados a partir de
graficos de diagnostico e o ajuste dos modelos por graficos de envelope (Apéndice 2). Os
gréficos de diagndstico permitem a visualizacdo de pontos aberrantes, acima das margens de
confianca, ou seja valores que podem modificar de forma significativa os resultados e os
gréaficos de envelope para avaliar a adequacao dos modelos.

A capacidade discriminatéria dos modelos em prever o risco cardiovascular (ERF >
10%) foi avaliada pela mudanca na estatistica C, que representa a probabilidade do modelo de
interesse (variaveis de ajuste + parametro de funcionalidade da HDL) prever o risco
cardiovascular em relacdo a um modelo padrdo (variaveis de ajuste), segundo a area sob a
curva ROC (AUC). A capacidade discriminatéria dos modelos também foi utilizada como
critério na escolha da variavel no desenvolvimento do EFH-ERCV.

O modelo padrdao apresentou AUC: 0,876 (p<0,001). Modelos com e sem valores
aberrantes ou pontos de influéncia e/ou alavanca foram testados. A capacidade discriminatoria
dos modelos de interesse em prever o risco cardiovascular melhorou apds a exclusdo dos
pontos aberrantes.

Na Figura 12, os graficos ilustram a area sob a curva ROC (AUC) dos modelos com a
HDL grande (%). No modelo 1 a AUC foi comparada a AUC do modelo padréo e a mudancga
na estatistica C foi menor que 1%, entretanto a mudanca na estatistica C no modelo 2, sem

valores aberrantes ou pontos de influéncia e/ou alavanca, foi de quase 4,2 %.
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Figura 12. Capacidade discriminatéria da HDL grande (%) em prever o risco cardiovascular, a partir da
estatistica C na area sob a curva ROC (AUC). Referéncia ERF = 10%. Modelo 1: amostra total. Modelo 2:
amostra sem pontos aberrantes. Variaveis de ajuste: modelo padrdo. HDL grande (%): HDL grande (%) e
ajustes. Significancia estatistica p<0,05.

Na Figura 13 sdo ilustrados os graficos com os resultados da HDL grande (mg/dL). A
inclusdo da HDL grande (mg/dL), como parametro de funcionalidade da HDL, ocasionou

uma mudanca de 4,1 % na estatistica C, quando comparado ao modelo padréo.
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Figura 13. Capacidade discriminatdria da HDL grande (mg/dL) em prever o risco cardiovascular, a partir da
estatistica C na area sob a curva ROC (AUC). Referéncia ERF = 10%. Modelo 1: amostra total. Modelo 2:
amostra sem pontos aberrantes. Variaveis de ajuste: modelo padrdo. HDL grande (mg/dL): HDL grande (mg/dL)
e ajustes. Significancia estatistica p<0,05.
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A mudanga na estatistica C para a HDL pequena (%) e HDL-C em relacdo ao modelo

padréo foi de 1,8%, e 2,2%, respectivamente, como ilustrado nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14. Capacidade discriminatéria da HDL pequena (%) em prever o risco cardiovascular, a partir da
estatistica C na éarea sob a curva ROC (AUC). Referéncia ERF = 10%. Modelo 1: amostra total. Modelo 2:
amostra sem pontos aberrantes. Variaveis de ajuste: modelo padrdo. HDL pequena (%): HDL pequena (%) e

ajustes. Significancia estatistica p<0,05.

Modelo 1 - HDL-C (mg/dL)

- ""‘-

oa o8

=

™

'l
Lo
=
A

Sensibilidade

=
-
'l

Sensibilidade

Modelo 2 - HDL-C [mg/dL)

gl
I

0.0 T T T T
{=F=) . (=K (=1 ] 048

1 - Especificidade

=~ Varidveis de Ajuste
AUC=0,876 p <0,001

— HDL-C {mg/dL)
AUC=0,886 p <0,001

T T
a4 08 o8

1 - Especificidade

AUC=0,308 p <0,001

Figura 15. Capacidade discriminatdria do HDL-C (mg/dL) em prever o risco cardiovascular, a partir da

estatistica C na area sob a curva ROC (AUC). Referéncia ERF

> 10%. Modelo 1: amostra total. Modelo 2:

amostra sem pontos aberrantes. Varidveis de ajuste: modelo padrdo. HDL-C (mg/dL): HDL-C (mg/dL) e

ajustes. Significancia estatistica p<0,05.
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A HDL grande demonstrou a melhor capacidade discriminatoria em prever o risco
cardiovascular, de acordo com a mudanga na estatistica C, quando avaliada a partir da
concentracdo de colesterol (mg/dL) ou percentual de area (%). Entretanto, 0 modelo que
utilizou a HDL grande (mg/dL) foi escolhido para o desenvolvimento do EFH-RCV, partindo
do pressuposto que a concentracdo de colesterol na subfracdo € uma medida mais robusta para
andlise na pratica clinica, pois ndo depende das medidas das outras subfracdes, tal como o

percentual da area. Os resultados do Modelo Multiplo final sdo demonstrados na Tabela 8.

Tabela 8. Modelo de Regressdo Logistica Multiplo segundo o0 ERF > 10%.

Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%0) p OR IC (95%) p
HDL grande (mg/dL) 0,837 0,770-0,910  <0,001 0,797 0,722 -0,879 <0,001
Sexo (feminino) 0,095 0,034 - 0,261 <0,001 0,078 0,026 - 0,235 <0,001
Idade (anos) 1,304 1,219-1,395 <0,001 1,362 1,259 - 1,475 <0,001
Medicamentos* 0,464 0,204 — 1,055 0,067 0,398 0,164 - 0,943 0,041

Os resultados sdo apresentados em ORA.: odds ratio ajustada e IC (95%): intervalo de confianga Modelo 1:
incluiu a amostra total. Modelo 2: excluiu pontos de influéncia e/ou alavanca. Significancia estatistica p<0,05.
HDL grande: particulas grandes da lipoproteina de alta densidade. *estatinas e/ou fibratos.

O nomograma representa um célculo grafico e traduz a relacdo entre as variaveis do
Modelo de Regressdo Logistica Multiplo com a HDL grande (mg/dL), escolhido para o
desenvolvimento do EFH-RCV (Figura 16).
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Figura 16. Nomograma projetado a partir do Modelo Multiplo final para o desenvolvimento do EFH-
RCV.*estatina e / ou fibratos.
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A HDL grande (mg/dL) apresentou associagao inversa com o risco cardiovascular, no
modelo ajustado por idade, sexo e uso de estatinas e/ou fibratos, e todas as varidveis do
modelo final foram pontuadas e incluidas no desenvolvimento do EFH-RCV. As variaveis
HDL-C (mg/dL) e TAG (mg/dL) foram testadas no modelo final para comprovar a associacéo
independente da HDL grande (mg/dL) com o risco cardiovascular e 0 modelo é demonstrado
no Apéndice 1 (Tabela A2), entretanto ndo foram adicionadas ao EFH-RCV, visto que esse
ndo era o objetivo.

A Tabela 9 ilustra a pontuacdo final atribuida as variaveis do EFH-RCV. A pontuacao
aumenta de acordo com a reducdo na concentracdo plasmatica de HDL grande (mg/dL) e
aumenta de acordo com o aumento da idade (anos), assim como pontos sdo atribuidos ao sexo

masculino e ao ndo uso de medicamentos hipolipemiantes.

Tabela 9. Pontuagdo do EFH-RCV, segundo Modelo Multiplo final e Nomograma.

Pontos HDL grande (mg/dL) Idade Sexo Medicamentos*
0 > 26 <30 Feminino Sim
3 25-24
7 23-22 Néo
10 21-20
11 31-35
13 19 -18
16 17 -16
18 Masculino
20 15-14
22 36-40
23 13-12
26 11-10
29 9-8
33 7-6 41-45
36 <5
44 46-50
56 51-55
67 56-60
78 61 - 65
89 66 -70

100 >71

Pontuacdo baseada no nomograma gerado a partir do Modelo Multiplo final utilizando a HDL grande
(mg/dL) como parametro de funcionalidade da HDL. *estatinas e/ou fibratos.

A amostra foi classificada a partir da pontuacdo e somatoria das variaveis, segundo 0s
pressupostos do EFH-RCV, que entdo foi submetido a categorizacgéo, a partir da construcao da

area sob a curva ROC, utilizando o ERF < 10% e ERF > 20%, como referéncia de baixo e alto
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risco cardiovascular. A andlise visual possibilitou a escolha dos pontos de corte pela melhor
combinacéo entre sensibilidade e 1 — especificidade da curva, como ilustrado na Figura 17.
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Figura 17. Categorizacdo do EFH-RCV ponto de corte ERF < 10% e ERF > 20%. O pontilhado em vermelho
representa a andlise visual da melhor combinacdo entre sensibilidade e 1 — especificidade. Significancia
estatistica p<0,05.

Na Tabela 10 sdo apresentados os valores de sensibilidade e 1- Especificidade apos a
analise visual dos gréaficos e 0s seus respectivos pontos de corte de acordo com 0 ERF < 10%
e ERF > 20%. O intervalo entre os pontos de corte foi denominado risco moderado, e 0s

valores sdo apresentados na tabela.

Tabela 10. Sensibilidade e 1- Especificidade das curvas ROC para 0s pontos de corte das variaveis do
EFH-RCV, segundo risco cardiovascular.
Curvas ROC para categorizacdo do EFH-RCV

Sensibilidade 1-Especificidade p Ponto de corte Classificagédo
ERF < 10% 0,867 0,232 <0,001 < 78,62 Baixo risco
ERF 10 a 20% - - - 78,62 a 97,24 Moderado
ERF > 20% 0,818 0,233 <0,001 > 07,24 Alto risco

EFH-RCV: escore de funcionalidade da HDL preditor de risco cardiovascular; ERF: escore de risco de
Framingham. Significancia estatistica p<0,05.
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EFH-RCV demonstrou bom desempenho quando testados com os demais algoritmos

de predicéo de risco cardiovascular a partir das categorizacdes pré-estabelecidas (Figura 18).

EFH-RCV X ERF = 10% EFH-RCV X ERR z 10% EFH-RCV X ATP = 7,5%
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Figura 18. Desempenho do EFH-RCV em relacdo aos algoritmos de predigéo de risco cardiovascular, segundo
area sob a curva ROC (AUC). EFH-RCV: escore de funcionalidade da HDL preditor de risco cardiovascular;
ERF: escore de risco de Framingham; ERR: escore de risco de Reynolds; ATP: Adult Treatment Panel 111/2013.

Significancia estatistica p<0,05.

6.2. Validagdo do EFH-RCV

O EFH-RCV foi testado quanto a sua validagdo em prever o risco cardiovascular em
uma amostra semelhante, porém independente, previamente selecionada no inicio do estudo
(n=86). As caracteristicas da amostra em relacdo ao perfil sdcio demografico, historia clinica
e biomarcadores plasmaticos, segundo o risco cardiovascular sdo descritas na Tabela 11.

O maior risco cardiovascular (ERF > 10%) foi associado a doencgas cronicas nao
transmissiveis (DCNT) e uso de medicamentos. A idade e pressao arterial diastolica (PAD)
foram maiores no grupo ERF > 10%, assim como a concentracdo de TAG e glicemia, como
esperado. A amostra de validacdo manteve o perfil semelhante ao da amostra utilizada no

desenvolvimento do EFH-RCV.
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Tabela 11. Caracterizacdo do perfil sociodemogréfico, historia clinica e biomarcadores plasmaticos,
segundo risco cardiovascular, amostra de validacao.

ERF <10% (n=29) ERF > 10% (n=57) p
Sexo (n,%o) 0,136
Masculino 7 24,1 23 40,4
Feminino 22 75,9 34 59,6
Raca (n,%o) 0,703
Branca 21 72,4 39 68,4
N&o branca 8 27,6 18 31,6
Tabagismo (n,%) 0,496
Fumante e ex-fumante 11 37,9 26 45,6
Nao fumante 18 62,1 31 54,4
DCNT (n,%) <0,001
Sim 17 58,6 52 91,2
Nao 12 41,4 5 8,8
Medicamentos (n,%o)
Estatinas/fibratos 5 17,2 18 31,6 0,156
Outros** 12 41,4 42 73, 0,003
Idade (anos) 48 38 -53 56 52 - 62 <0,001
PAD (mm/Hg) 126 118 - 133 136 127 - 150 0,001
PAS (mm/Hg) 80 74 - 83 83 76 -91 0,241
IMC (kg/m?) 30,6 27,3—-25,5 30,7 26,2 — 34,6 0,903
CC (cm) 98,6 87,3 -106,6 100,0 92,6 -111,5 0,261
CT (mg/dL) 196 176 - 218 205 181 - 234 0,078
LDL-C (mg/dL) 142 120 - 155 141 114 - 163 0,805
TAG (mg/dL)* 94 76 - 153 151 113 -215 <0,001
Glicemia (mg/dL)* 96 90-101 101 95-112 0,005
PCR (mg/L)* 2,5 1,0-4,3 2,8 1,2-6,0 0,505

Resultados apresentados em mediana e intervalo interquartil (11Q) ou frequéncia absoluta (n) e percentual (%).
Diferencas entre grupos analisadas pelo teste t-Student ou *Mann Whitney. Associa¢do entre as variaveis
categoricas pelo teste y°. Significancia estatistica p<0,05. ERF: escore de risco de Framingham; PAD: pressio
arterial diastélica e PAS: pressdo arterial sistolica; IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura;
CT: colesterol total; LDL-C: colesterol associado a lipoproteina de baixa densidade; TAG: triacilgliceréis; PCR:
proteina C-reativa; DCNT: doencas crbnicas ndo transmissiveis (diabetes, hipertenséo e dislipidemias); **anti-
hipertensivos e hipoglicemiantes; IAM: infarto agudo do miocérdio (pai ou mée).

Os parametros de funcionalidade da HDL na amostra ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos de risco cardiovascular (Tabela 12). Na amostra de
desenvolvimento foram observadas sutis diferencas em relacéo as subfragdes da HDL, que se

perderam na amostra de validacéo, provavelmente pela reducdo do tamanho da amostra.
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Tabela 12. Pardmetros de funcionalidade da HDL, segundo risco cardiovascular, amostra de
validacao.

ERF <10% (n=29) ERF > 10% (n=57)
Mediana 1HQ Mediana HQ p
HDL-C (mg/dL) 36 30-43 36 32-42 0,516
APOAI (mg/dL) 120 114 - 153 134 119 - 145 0,896
HDL grande (mg/dL)* 10,0 75-16,5 9,0 7,5-10,0 0,512
HDL pequena (mg/dL 7,0 6,0-95 7,0 6,0 —10,0 0,962
HDL grande (%) 28,3 24,5-37,1 26,9 22,4-319 0,363
HDL pequena (%) 21,8 155-25,3 21,2 16,2 - 27,8 0,429
CETP (pmol/min) 51,9 35,6 — 63,7 50,9 39,4 -68,3 0,548
PONL1 (pmol/min) 67,0 92,0-275 55,9 23,4-90,1 0,953
Lag time (min) 69,2 65,0-71,7 68,3 64,2 -73,3 0,390
Pico méaximo (abs) 0,6 05-0,7 0,6 05-0,7 0,298
Area sob a curva 58,9 50,8 -71,1 61,1 54,6 - 70,8 0,332
Velocidade méaxima 1,9 15-21 1,9 16-2.2 0,232
Tempo maximo 170 160 — 180 170 155 - 180 0,767

Resultados apresentados em mediana e intervalo interquartil (11Q). Diferencgas entre grupos analisadas pelo teste
t-Student ou *Mann Whitney. SignificAncia estatistica p<0,05. HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de
alta densidade; APOAI: apolipoproteina Al; CETP: proteina de transferéncia de ésteres de colesterol; PON1:
paraoxonase 1. DO: densidade optica.

A amostra de validacéo foi classificada quanto aos pressupostos do EFH-RCV e a area
sob a curva ROC demonstrou desempenho satisfatorio quando testado com os algoritmos de
risco de predicdo de risco cardiovascular, em uma amostra semelhante, porém independente,
equivalente ao da amostra de desenvolvimento, comprovando assim a sua acuracia, como

demonstrado na Figura 19.

EFH-RCV X ERF = 1D_'5E| ) ERF-RCV X ERR = 10% EFH-RCV X ATP 2 7,5%
i § §
: %,
1 F.ilpttr‘ilﬁdb;i:." 1'.'i:'p“iﬁ'fi'd":‘.:|= . " - 1- !::pfdfuidal;ie
AUC=0,893 p <0,001 AUC=D,788 p <0,001 AUC=0,947 p <0,001

Figura 19. Desempenho do EFH-RCV em relacdo aos algoritmos de predigdo de risco cardiovascular, segundo
area sob a curva ROC (AUC), amostra de validagéo. EFH-RCV: escore funcionalidade da HDL preditor de risco
cardiovascular. ERF: escore de risco de Framingham; ERR: escore de risco de Reynolds; ATP: Adult Treatment
Panel 111/2013. Significancia estatistica p<0,05.
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Os gréficos da Figura 20 ilustram o perfil sociodemografico, historia clinica e risco

cardiovascular da amostra.
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As DCNT foram avaliadas considerando autorrelato da doenca e uso de
medicamentos. A doencga mais prevalente na amostra foi a HAS (52,7%). Os participantes
apresentaram baixo risco cardiovascular avaliado pelo ERF, assim como apenas 7,5% da
amostra relatou eventos cardiovasculares prévios. Os eventos citados foram insuficiéncia
cardiaca e cirurgia cardiaca, IAM e outros eventos coronarianos. A propor¢do de fumantes
foi semelhante com a de ndo fumantes, porém considerou ndo fumantes aqueles que nunca
tiveram o habito de fumar, os ex-fumantes foram incluidos na categoria de fumantes.

A analise descritiva da amostra em relacdo ao perfil sociodemografico, historia clinica
e biomarcadores plasmaticos é descrita na Tabela 13. As variéaveis do perfil lipidico e pressao
arterial sistémica apresentam valores dentro da normalidade. O mesmo foi observado para
glicemia em jejum e concentracdo de PCR, o que corrobora com a estimativa de risco pelo
ERF.

Tabela 13. Analise descritiva do perfil sociodemografico, histéria clinica e biomarcadores
plasméticos.

n Mediana IC (95%) Minimo Maéaximo

Idade (anos) 5061 50 51 -52 34 75
PAD (mm/Hg) 5061 74 75-76 46 132
PAS (mm/Hg) 5061 118 119 -120 80 219
ERF (%) 4677 7,4 10,4-10,9 1,0 30,0
Escore da CAC (total) 4549 0 58 - 74 0 5363
IMC (kg/m?) 5061 26,9 27,3-27,6 15,7 54,7
CC (cm) 4677 89,3 89,7-90,4 57,5 140,9
CT (mg/dL) 4677 193 194 - 196 86 570
LDL-C (mg/dL) 4677 114 115117 20 380
TAG (mg/dL) 4677 111 129 - 135 24 4580
Glicemia (mg/dL) 4677 100 106 - 108 39 408
PCR (mg/L) 4966 1,4 2,7-3,0 0 88,0

Resultados apresentados em frequéncia absoluta (n), mediana e intervalo de confianca (IC 95%), valores minimo
e maximo. PAD: pressdo arterial diastdlica e PAS: pressdo arterial sistolica; ERF: escore de risco de
Framingham; IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura; CT: colesterol total; LDL-C:
colesterol associado a lipoproteina de baixa densidade; TAG: triacilglicerdis; PCR: proteina C-reativa.

A analise descritiva dos parametros de funcionalidade da HDL é demonstrada na
Tabela 14. O método VAP disponibilizou medidas da concentracdo de HDL-C (mg/dL),
APOAI (mg/dL) e subfragdes da HDL (mg/dL) (HDL2 e HDL3). As variaveis analisadas pelo
método de RMN foram HDL-C (mg/dL), APOAI (mg/dL), concentracdo de HDL-P total
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(umol/L), o tamanho da HDL (nm) e suas subfra¢es (umol/L) (HDL-P grande e HDL-P

pequena).

Tabela 14. Analise descritiva dos parametros de funcionalidade da HDL.

n Mediana IC (95%) Minimo  Maximo
HDL-C (mg/dL) 4677 51 53-54 8 148
Vertical Automatic Profile (VAP)
HDL-C (mg/dL) 4978 53 54 - 55 21 135
APOAI (mg/dL) 4938 154 156 — 157 91 286
HDL2 (mg/dL) 4978 13,0 14,6 — 15,0 3,0 67,0
HDL3 (mg/dL) 4978 39,0 39,8-40,3 16,0 87,0
Ressonancia magnética nuclear (RMN)
HDL-C (mg/dL) 5024 51 52 -53 22 122
APOAI (mg/dL) 5024 136 138 - 139 65 269
HDL tamanho (nm) 5035 8,8 8,8-89 8,1 10,1
HDL-P total (umol/L) 5035 22,0 22,1-223 12,0 38,0
HDL-P grande (umol/L) 5035 1,6 19-20 0 12,0
HDL-P pequena (umol/L)* 5035 14,8 14,7-149 2,9 30,7

Resultados apresentados em frequéncia absoluta (n), mediana e intervalo de confianga (IC 95%), valores minimo
e méximo. HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de alta densidade; APOAI: apolipoproteina Al; HDL2:
colesterol associado as particulas grandes da HDL; HDL3: colesterol associado as particulas pequenas da HDL;
HDL-P: concentracdo total de particulas da HDL; HDL-P grande: concentra¢do de particulas grandes da HDL;
HDL-P pequena: concentracdo de particulas pequenas da HDL. *distribui¢cdo paramétrica.

7.1. Reprodutibilidade do EFH-RCV na amostra do estudo ELSA-Brasil

A amostra foi classificada segundo os pressupostos do EFH-RCV, desenvolvido na
etapa anterior, utilizando a pontuacdo para HDL grande (mg/dL), idade, sexo e uso de
estatinas e/ou fibratos. Os dados do estudo ELSA-Brasil possibilitaram a classificacdo da
amostra a partir da HDL2 (mg/dL), derivada do método VAP e da HDL-P grande (umol/L),
do método de RMN. O primeiro escore que utilizou a HDL-P grande (umol/L) da RMN foi
denominado EFH-RMN e o segundo escore com a HDL2 (mg/dL) avaliada pelo método VAP
foi denominado EFH-VAP. As variaveis foram pontuadas e somadas e a reprodutibilidade dos
EFH-RMN/EFH-VAP foi testada, quanto ao desempenho em uma amostra diferente.

O EFH-VAP e o0 EFH-RMN demonstraram boa reprodutibilidade em prever o risco
cardiovascular (ERF > 10%) na amostra do estudo ELSA-Brasil, mesmo quando pontuados

com variaveis derivadas de métodos diferentes (Figura 21).
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Figura 21. Reprodutibilidade do EFH-RCV em prever o
risco cardiovascular, segundo &rea sob a curva ROC (AUC).
Referéncia ERF = 10%. Significncia estatistica p<0,05.

7.2. Concordancia e Reclassificacdo do EFH-RCV

O EFH-VAP e 0 EFH-RMN foram categorizados de acordo com 0s pontos de corte
pré-determinados na etapa anterior e a concordancia e reclassificacdo das categorias foram

testadas em relagdo ao ERF (Tabela 15).

Tabela 15. Concordéncia e reclassificacdo entre as categorias do EFH-RCV e ERF.

ERF
EFH-VAP <10% 10% a 20% >20% Total IR
n % n % n % n %
Baixorisco 1653 35,9 158 3,4 54 1,2 1865 40,5 0,12

Moderado 799 17,4 398 8,7 124 2,7 1321 28,7 0,69
Alto risco 301 6,5 453 9,8 660 14,3 1414 30,7 0,53

Total 2753 59,8 1009 21,9 838 18,2 4600 100 -
indice de Reclassificacdo Liquido: 0,41; indice Kappa: 0,357 - p <0,001
ERF
EFH-RMN <10% 10% a 20% >20% Total IR
n % n % n % n %

Baixo Risco 721 15,5 23 0,5 2 0 746 16,1 0,03
Moderado 1014 21,8 152 3,3 29 0,6 1195 25,7 0,87
Alto risco 1053 22,7 840 18,1 812 17,5 2705 58,2 0,69
Total 2788 60,0 1015 21,8 843 18,1 4646 100 -

indice de Reclassificacdo Liquido: 0,64; indice Kappa: 0,141 - p <0,001

ERF: escore de risco de Framingham; EFH-RCV: escore de funcionalidade da HDL preditor de risco
cardiovascular; IR: indice de reclassificacdo. Significancia estatistica p<0,05.
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O EFH-VAP apresentou melhor concordancia com o ERF, segundo o indice Kappa,
com 58,9% de casos concordantes, enquanto que o EFH-RMN apresentou maior Indice de

Reclassificacdo.

7.3. Associacao e desempenho do EFH-RCV em relagéo a aterosclerose subclinica

Para as analises utilizando a aterosclerose subclinica foram excluidos 512
participantes, totalizando 4549 que realizaram tomografia computadorizada e apresentaram
dados completos sobre as medidas do escore da CAC.

A aterosclerose subclinica foi avaliada a partir das medidas da CAC e as correlacdes
entre o escore da CAC (total), o EFH-RMN, o EFH-VAP e 0 ERF (%) foram testadas. As
correlagbes entre os escores e 0s parametros de funcionalidade da HDL também foram
testadas. Os resultados s&o demonstrados na Tabela 16.

Tabela 16. Correlagéo entre o escore da CAC, 0 ERF (%), o EFH-VAP, 0 EFH-RMN e os parametros
de funcionalidade da HDL.

ECAC (total) ERF (%) EFH-VAP EFH-RMN

r p r p r p r p
ECAC (total) - - 0,286 <0,001 0,252 <0,001 0,277 <0,001
ERF (%) - - - - 0,663 <0,001 0,730 <0,001
EFH-VAP - - - - - - 0,896 <0,001
HDL-C (mg/dL) -0,071 <0,001 -0,286 <0,001 -0,287 <0,001 -0,297 <0,001

Vertical Automatic Profile (VAP)
HDL-C (mg/dL) -0,055 <0,001 -0,272 <0,001 -0,338 <0,001 -0,338 <0,001
APOAI (mg/dL) -0,045 0,003 -0,197 <0,001 -0,260 <0,001 -0,251 <0,001
HDL2 (mg/dL) -0,055 <0,001 -0,278 <0,001 -0,368 <0,001 -0,383 <0,001
HDL3 (mg/dL) -0,050 0,001 -0,245 <0,001 -0,285 <0,001 -0,273 <0,001
Ressonéncia magnética nuclear (RMN)

HDL-C (mg/dL) -0,039 0,010 -0,242 <0,001 -0,312 <0,001 -0,335 <0,001
APOAI (mg/dL) -0024 0,114 -0,177 <0,001 -0,249 <0,001 -0,254 <0,001
HDL tamanho (nm) -0,053 <0,001 -0,321 <0,001 -0,367 <0,001 -0,423 <0,001
HDL-P total (umol/L) 0,018 0,215 0,000 0996 -0,024 0,091 0,011 0,431

HDL-P grande (umol/L) -0,041 0,006 -0,261 <0,001 -0,327 <0,001 -0,409 <0,001
HDL-P pequena (umol/L) 0,179 <0,001 0,343 <0,001 0,332 <0,001 0,355 <0,001

Resultados apresentados em coeficiente de correlagdo (r) de Spearman. Significancia estatistica p<0,05. ECAC:
escore da CAC; HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de alta densidade; APOAI: apolipoproteina Al;
HDL2: colesterol associado as particulas grandes da HDL; HDL3: colesterol associado as particulas pequenas da
HDL; HDL-P: concentracdo total de particulas da HDL; HDL-P grande: concentracdo de particulas grandes da
HDL; HDL-P pequena: concentragdo de particulas pequenas da HDL.
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Apenas a variavel HDL-P total (umol/L), avaliada pelo método RMN néo apresentou
correlagbes significativas com nenhum dos escores, além da APOAI (mg/dL) avaliada pelo
método de RNM, que ndo se correlacionou com o escore da CAC. As concentracdes de HDL-
C (mg/dL) e APOAI (mg/dL) avaliadas pelo método VAP e as subfracbes da HDL, HDL-2
(mg/dL) e HDL-P grande (umol/L), apresentaram associa¢do negativa com todos os escores.
Entretanto, a HDL-P pequena (umol/L) avaliada pela RMN apresentou correlagdo positiva,
sugerindo maior risco, enquanto que a HDL3 (mg/dL) avaliada pelo método VAP apresentou
correlacdo negativa, sugerindo protecdo cardiovascular.

Para testar o desempenho do EFH-RCV em relacdo a aterosclerose subclinica na
amostra do estudo ELSA-Brasil, o desfecho foi o escore da CAC (total) categorizado. Visto
gue ainda ndo existe um consenso em relacdo ao ponto de corte, 0 EFH-RMN e 0 EFH-VAP
foram avaliados a partir da area sob a curva ROC (AUC), utilizando como referéncia as
principias categorizagdes para o escore da CAC encontradas na literatura cientifica: escore da
CAC > 0 e escore da CAC > 100, como medidas de aterosclerose subclinica. O desempenho
do EFH-RMN e do EFH-VAP foi satisfatorio, destacando o melhor resultado do EFH-RMN,

que demonstrou AUC superior ao ERF em ambas as categorizacdes (Figura 22).
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Figura 22. Desempenho do EFH-VAP e EFH-RMN em prever a aterosclerose subclinica, segundo é&reas sob a
curva ROC (AUC). Referéncia CAC > 0 e CAC > 100. SignificAncia estatistica p<0,05.
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7.4. Desenvolvimento do EFH-AS

O desfecho para o desenvolvimento do EFH preditor de aterosclerose subclinica -
EFH-AS - foi o escore da CAC > 0, como medida de aterosclerose subclinica. A
categorizacdo escolhida considerou a melhor homogeneidade na distribuicdo da amostra,
sendo mais adequada na construcao de Modelos de Regressdo Logistica.

Da amostra total (n=5061), foram excluidos 512 participantes sem dados do escore da
CAC, totalizando 4549 participantes, divididos de maneira aleatéria com o auxilio do
software SPSS versdo 20.0 para as etapas de desenvolvimento, com aproximadamente 3/4
(n=3637) da amostra e 1/4 (n=912) para a validacdo do EFH-AS.

Os parametros de funcionalidade da HDL avaliadas pelo método VAP e pela RMN na
amostra de desenvolvimento do EFH-AS foram submetidos a testes de correlacdo e de
concordancia. O objetivo da andlise de concordancia € descobrir se as medidas sao
equivalentes e se uma medida poderia substituir a outra como parametro de funcionalidade da
HDL no desenvolvimento do EFH-AS. O que se busca entdo é estabelecer um consenso sobre
a questdo de se usar ou nao o método mais simples.

As variaveis apresentaram 6timas correlacfes, demonstrando que existe harmonia nos
dados avaliados por ambos os métodos, com excecdo da HDL-P pequena avaliada pelo
método RMN e a HDL3, avaliada pelo método VAP, que apresentaram correlacdo negativa
(Figura 23). Porém, os dados ja apresentados demonstram o0s resultados controversos
observados na correlacdo entre as subfracbes da HDL pequena entre os dois métodos.
Enquanto a HDL-P pequena foi associada ao risco cardiovascular quando avaliada pela RMN,
a HDL3 avaliada pelo método VAP foi associada a protecédo cardiovascular.

As variaveis apresentam Otima concordancia, exceto entre HDL-P pequena e HDL3,
indicando que as demais medidas podem ser substituidas sem prejuizos nos resultados finais.
A andlise visual dos gréaficos demonstra que a distribuicdo das médias foi homogénea com
menos de 5% dos pontos ultrapassando as margens de normalidade, sem viés significativo. O
ICC foi calculado entre as variaveis e foi possivel concluir que ndo existe boa concordancia
entre a HDL-P pequena e a HDL3. O coeficiente acima de 0,8 indica boa concordancia, sendo
observado ICC de 0,419 entre HDL-P pequena e HDL3, mesmo com valor de p <0,001 e boa
distribuicdo dos pontos quanto a anélise visual do grafico Bland Altman.

Na Figura 24 sdo ilustrados os graficos com as analises de concordancia dos

parametros de funcionalidade da HDL segundo método RMN versus método VAP.
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Correlacdes de Spearman. Significancia estatistica p<0,05.
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Figura 24. Concordancia entre os parametros de funcionalidade da HDL, segundo métodos VAP e RMN
Gréficos Bland Altman. ICC: intraclass correlation coeficient. Significancia estatistica p<0,05.
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Apesar da fraca correlacdo e falta de concordancia, a HDL-P pequena e a HDL3 foram
testadas nos modelos univariados e mdltiplos para o desenvolvimento do EFH-AS,
juntamente com as outras variaveis.

A caracterizacdo do perfil sociodemografico, historia clinica e biomarcadores

plasméticos da amostra segundo CAC > 0 é demonstrada na Tabela 17.

Tabela 17. Caracterizacao do perfil sociodemogréfico, historia clinica e biomarcadores plasmaticos da
amostra, segundo aterosclerose subclinica.

CAC =0 (n=2583) CAC >0 (n=1054) p
Sexo (n,%o) <0,001
Masculino 989 38,3 656 62,0
Feminino 1594 61,7 398 37,8
Raca (n,%) <0,001
Branca 1446 56,0 665 63,1
N&o branca 1137 44,0 389 39,9
Tabagismo (n,%o) <0,001
Fumante e ex-fumante 1136 44,0 605 57,4
N&o fumante 1447 56,0 449 42,6
DCNT (n,%)
Diabetes Mellitus 411 15,9 332 31,5 <0,001
Hipertensdo Arterial 868 33,6 617 58,5 <0,001
Hipercolesterolemia 762 29,5 514 49,1 <0,001
Medicamentos (n,%o)
Estatinas/fibratos 230 8,9 256 24,3 <0,001
Outros** 775 30,0 603 57,2 <0,001
ECV (n,%) 115 4,5 138 13,2 <0,001
ERF = 10% (n,%) 663 26,6 681 67,0 <0,001
Idade (anos) 48 43-53 75 51-63 <0,001
PAD (mm/Hg) 74 67-81 77 70-84 <0,001
PAS (mm/Hg) 115 106-126 123 113-135 <0,001
IMC (kg/m?) 26,7 23,9-29,8 21,7 24,7-30,5 <0,001
CC (cm) 87,4 79,8-96,5 93,0 85,4-101,4 <0,001
CT (mg/dL) 194 172-218 191 165-216 0,022
LDL-C (mg/dL) 114 96-136 110 88-134 <0,001
TAG (mg/dL) 109 78-153 120 83-171 <0,001
Glicemia (mg/dL) 98 93-106 104 97-115 <0,001
PCR (mg/L) 15 0,7-3,43 15 0,8-3,4 0,180

Resultados apresentados em mediana e intervalo interquartil (11Q) ou frequéncia absoluta (n) e percentual (%).
Diferencas entre grupos analisadas pelo teste Mann Whitney. Associagéo entre as variaveis categéricas pelo teste
¥%. Significancia estatistica p<0,05. Escore da CAC: escore de calcificacdo da artéria coronaria; DCNT:
autorrelato de doengas cronicas ndo transmissiveis e uso de medicamentos; ECV: eventos cardiovasculares;
ERF: escore de risco de Framingham; PAD: pressdo arterial diastélica e PAS: pressdo arterial sistélica; IMC:
indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura; CT: colesterol total; LDL-C: colesterol associado a
lipoproteina de baixa densidade; TAG: triacilglicerois; PCR: proteina C-reativa; **anti-hipertensivos e
hipoglicemiantes.
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As variaveis apresentaram diferencas entre 0s grupos, como ja esperando, 0 grupo
CAC > 0 apresentou maior proporcéo de doencas cronicas e uso de medicamentos, idade mais
avancada, pressdo arterial sisttmica mais elevada, perfil lipidico e glicémico mais
aterogénico. Entretanto, a PCR, novamente ndo apresentou diferencas entre 0s grupos.

Os parametros de funcionalidade da HDL foram avaliados segundo CAC > 0. As
subfragcdes da HDL grande apresentaram menores concentragdes no grupo CAC > 0, enquanto
as subfracbes da HDL pequena mantiveram o mesmo perfil apresentado nas analises
anteriores, sendo observadas menores concentragdes de HDL3 (mg/dL) no grupo CAC >0
quando avaliadas pelo método VAP e maiores concentragdes de HDL-P pequena (umol/L) no
grupo CAC > 0 quando avaliadas pelo método RMN. As concentracbes de APOIA (mg/dL)
ndo foram diferentes entre os grupos quando as medidas foram avaliadas pelo método VAP
ou RMN. O tamanho da HDL (nm) e a concentracao total de HDL-P (umol/dL), avaliado pelo
método RMN, assim como o0 HDL-C (mg/dL) de ambos os métodos, foram menores no grupo

CAC > 0. Os resultados sao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Parametros de funcionalidade da HDL, segundo aterosclerose subclinica.

CAC =0 (n=2583) CAC >0 (n=1054)
Mediana 1HQ Mediana 1HQ p
HDL-C (mg/dL) 52 44 - 61 50 42 -60  <0,001
Vertical Automatic Profile (VAP)
HDL-C (mg/dL) 54 45 - 64 51 42 -61  <0,001
APOAI (mg/dL) 154 141 - 170 152 140-168 0,052
HDL2 (mg/dL) 14 10-19 12 9-17 <0,001
HDL3 (mg/dL) 39 34-145 38 33-44  <0,001
Ressonancia magnética nuclear (RMN)
HDL-C (mg/dL) 52 45 - 60 50 44 -58  <0,001
APOAI (mg/dL) 136 122 - 152 134 120-151 0,055
HDL tamanho (nm) 8,9 8,6-9,2 8,8 85-9,0 0,003
HDL-P total (umol/L) 21,8 20,1 -23,7 22,30 20,6 - 24,2 <0,001
HDL-P grande (umol/L) 1,7 09-28 1,4 09-24 <0,001
HDL-P pequena (umol/L)* 14,4 12,2-16,5 15,7 138-17,6 <0,001

Resultados apresentados em mediana e intervalo interquartil (11Q). Diferencgas entre grupos analisadas pelo teste
*t-Student ou Mann Whitney. Significancia estatistica p<0,05. HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de
alta densidade; APOAI: apolipoproteina Al; HDL2: colesterol associado as particulas grandes da HDL; HDL3:
colesterol associado as particulas pequenas da HDL; HDL-P: concentracdo total de particulas da HDL; HDL-P
grande: concentracdo de particulas grandes da HDL; HDL-P pequena: concentracdo de particulas pequenas da
HDL.
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Modelos de Regressdo Logistica Univariados foram testados para avaliar a associacao
entre os parametros de funcionalidade da HDL e o escore da CAC > 0. Todas as variaveis
apresentaram p <0,20 e foram selecionadas para compor os Modelos de Regressdo Logistica
Multiplos, testado para pontuar e desenvolver o EFH-AS. Os resultados sdo demonstrados na
Tabela 19.

Tabela 19. Modelos de Regressdo Logistica Univariados entre os parametros de funcionalidade da
HDL e o escore da CAC > 0.

Modelos de Regressao Logistica Univariados

OR Erro Padréao IC (95%) p
HDL-C (mg/dL) 0,990 0,003 0,984 — 0,995 <0,001
Vertical Automatic Profile (VAP)
HDL-C (mg/dL) 0,988 0,003 0,983 -0,993 <0,001
APOAI (mg/dL) 0,997 0,002 0,993 - 1,000 0,052
HDL2 (mg/dL) 0,960 0,006 0,960 — 0,983 <0,001
HDL3 (mg/dL) 0,984 0,005 0,975 - 0,993 <0,001
Ressonéncia magnética nuclear (RMN)
HDL-C (mg/dL) 0,987 0,003 0,981 -0,994 <0,001
APOAI (mg/dL) 0,997 0,002 0,994 — 1,000 0,055
HDL tamanho (nm) 0,497 0,099 0,410 - 0,604 <0,001
HDL-P total (umol/L) 1,037 0,012 1,012 — 1,062 0,003
HDL-P grande (umol/L) 0,883 0,027 0,838 - 0,931 <0,001
HDL-P pequena (pumol/L) 1,119 0,012 1,093 - 1,145 <0,001

Resultados apresentados em OR: odds ratio e IC 95%: intervalo de confianca. Significancia estatistica p<0,20.
HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de alta densidade; HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de alta
densidade; APOAI: apolipoproteina Al; HDL2: colesterol associado as particulas grandes da HDL; HDL3:
colesterol associado as particulas pequenas da HDL; HDL-P: concentracdo total de particulas da HDL; HDL-P
grande: concentragdo de particulas grandes da HDL; HDL-P pequena: concentragdo de particulas pequenas da
HDL.

As variaveis mantidas nos modelos mdltiplos foram selecionadas pelo método
Stepwise e aquelas que apresentaram colinearidade ndo foram testadas nos mesmos modelos.
Na Figura 25 o gréfico com as ORA e seus respectivos IC representa os resultados dos
modelos que apresentaram maiores associa¢es entre os parametros de funcionalidade da
HDL e o escore da CAC > 0. Apesar dos resultados significativos com HDL-C, de ambos 0s
métodos, e APOAI pelo método RMN, o valor da ORA ficou muito proximo de 1, portanto 0s
dados ndo foram incluidos no grafico. Os modelos séo apresentados no Apéndice 3 (Tabela
A3). O Modelo 1 foi testado com a amostra total. O Modelo 2 foi testado apds a exclusdo de
pontos de influéncia e/ou alavancas e valores aberrantes detectados a partir da analise visual

de graficos de diagnostico e o ajuste dos modelos por analise visual de graficos envelope
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(Apéndice 4). Nos modelos com dados da RMN, foram excluidos 13 individuos para o
modelo com a varidvel HDL tamanho (nm), 7 individuos para o modelo com a HDL-P
pequena (umol/L) e 8 individuos para o modelo com a variavel HDL-P grande (umol/L). Nos
modelos com dados do método VAP foram excluidos 7 individuos no modelo com a variavel
HDL2 (mg/dL) e 8 individuos no modelo com HDL3 (mg/dL). Os modelos foram ajustados
por idade, sexo e uso de estatinas e/ou fibratos.

Modelos RMN
HDL tamanho {(nm)
Modelo 1
Modelo 2
HDL-P peguena (umol/L)
Modelo 1
Modelo 2
HDL-P grande (umol/L)

Modelo 1 —

Modelo 2 —_—

Modelos VAP

HDL-2 (mg/dL)

Modelo 1 -
Modelo 2 -
HDL-3 (mg/dL)

Modelo 1

Modelo 2

ORA {IC 95%
( ) 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1 1,2

Figura 25. Modelos de Regressdo Logistica Mdaltiplos entre os pardmetros de funcionalidade da HDL
avaliados pelo método VAP e RMN e o escore da CAC > 0. Modelo 1: amostra total. Modelo 2: amostra sem
0s pontos aberrantes. ORA: odds ratio ajustada por idade, sexo e uso de estatinas e/ou fibratos.

O modelo que apresentou maior forca da associagdo com o escore da CAC > 0 foi o
que utilizou as medidas de tamanho da HDL (nm) avaliadas pelo método de RMN. A
capacidade discriminatéria do modelo foi testada pela estatistica C, que demonstra a

probabilidade do modelo prever a aterosclerose subclinica. A estatistica C do modelo com a
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amostra total e com a exclusdo dos valores aberrantes foi comparada a estatistica C de um
modelo padréo, projetado apenas com as varidveis de ajuste. A mudanga na estatistica C foi
de 0,3% com a inclusdo do tamanho da HDL (nm) (Figura 26). Os demais modelos nédo

apresentaram mudanca na estatistica C.

Modelo 1 - HDL tamanho (nm) Modelo 2 - HDL tamanho (nm)
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AUC=0,805 p <0,001 AUC=0,803 p <0,001 AUC=0,808 p <0,001

Figura 26. Capacidade discriminatoria do tamanho da HDL em prever a aterosclerose subclinica, segundo
estatistica C na &rea sob a curva ROC (AUC). Referéncia escores da CAC > 0. Significancia estatistica p<0,05.

O tamanho da HDL (nm) foi o escolhido para construcdo do nomograma e pontuacao
do EFH-AS por demonstrar maior associacdo e capacidade discriminatoria em relacdo a
aterosclerose subclinica. Os resultados do modelo final com tamanho de HDL (nm) e
variaveis de ajuste sdo ilustrados na Tabela 20. O tamanho da HDL apresentou uma
associacdo inversa com o risco cardiovascular, independente da idade, sexo e uso estatinas
e/ou fibratos. O modelo final ajustado por HDL-C (mg/dL) e TAG (mg/dL) para testar a
associacao independente do tamanho da HDL (nm) com o escore da CAC > 0 é apresentado
no Apéndice 3 (Tabela A4).
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Tabela 20. Modelo de Regressdo Logistica Mdltiplo, entre o tamanho da HDL (nm) e o escore da
CAC >0.

Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%0) p OR IC (95%0) p
HDL tamanho (nm) 0,589 0,466 — 0,744  <0,001 0,549 0,432-0,697 <0,001
Sexo (feminino) 0,344 0,287 — 0,412 <0,001 0,346 0,289-0,415 <0,001
Idade (anos) 1,132 1,120 — 1,145 <0,001 1,135 1,122-1,147 <0,001
Medicamentos* 1,820 1,450 — 2,285 <0,001 1,780 1,416-2,238 <0,001

Resultados apresentados ORA: odds ratio ajustada e 1C95%: intervalo de confianca; Modelo 1: incluiu toda a
amostra. Modelo 2: excluiu pontos de influéncia e/ou alavanca. Significancia estatistica p<0,05. *estatinas e/ou
fibratos.

O nomograma para a pontuacdo das variaveis no desenvolvimento do EFH-AS foi
projetado a partir do modelo final com o tamanho da HDL como parametro de funcionalidade

da HDL e as suas variaveis de confusdo como fatores de ajuste (Figura 27).

mascuiind
J

femnino

rev—— - v - B R

Figura 27. Nomograma projetado a partir do modelo final com tamanho de HDL e aterosclerose
subclinica para pontuacdo do EFH-AS. *estatina e/ou fibratos.

Na Tabela 21 sdo demonstrados os pontos para 0 EFH-AS. A pontuacédo atribuida ao
tamanho da HDL e proporcional a reducdo do tamanho da particula e da idade € proporcional
ao aumento. O uso de estatinas melhora o perfil das particulas assim como o sexo feminino

apresenta melhor perfil da HDL.
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Tabela 21. Pontuacdo do escore de funcionalidade da HDL preditor de aterosclerose
subclinica de acordo com 0 Modelo Multiplo final e 0 Nomograma.

Pontos HDL grande (mg/dL) Idade Sexo Medicamentos
0 >10,8 <30 Feminino Sim
2 10,7 -10,5
4 10,4 -10,3
6 10,2 -10,1
8 10,0-9,9
9 9,8-9,7
11 9,6-95 30-35 Né&o
13 9,4-93
15 92-9,1
17 9,0-89
19 8,8-8,7 Masculino
21 8,6 -85
22 36 - 40
23 8,4-8,3
25 8,2-8,1
26 <8,0
33 41 - 45
44 46 - 50
56 51 -55
67 56 - 60
78 61-65
89 66 -70

100 >71

Pontuacdo baseada no nomograma gerado a partir do Modelo Multiplo final utilizando o tamanho da
HDL (hm) como parametro de funcionalidade da HDL.

A partir dos pontos atribuidos as variaveis, a amostra foi classificada quanto ao EFH-
AS. O EFH-AS foi testado quanto ao seu desempenho em diagnosticar a aterosclerose
subclinica utilizando o CAC > 0 como referéncia. A area sob a curva ROC (AUC)
demonstrou desempenho satisfatério do EFH-AS em prever a aterosclerose subclinica
(Figura 28).
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Figura 28. Desempenho do EFH-AS na predicdo da aterosclerose
subclinica, segundo a area sob a curva ROC (AUC). Referéncia escore
da CAC > 0. EFH-AS: escore de funcionalidade da HDL preditor de
aterosclerose subclinica. SignificAncia estatistica p<0,05.

7.5. Validacdo do EFH-AS

O EFH-AS foi associado ao escore da CA como preditor da aterosclerose subclinica.
A validacdo do EFH-AS foi testada na amostra selecionada no inicio do desenvolvimento do
escore (n=912). A caracterizacdo do perfil sociodemografico, histdria clinica e pardmetros
bioquimicos da amostra de validacao, segundo CAC > 0 € descrita na Tabela 22. A raca, 0
IMC e as concentracGes de CT e LDL-C, além da PCR néo foram diferentes entre os grupos,
porém, todos os outros parametros foram diferentes, demonstrando um perfil mais aterogénico
no grupo CAC > 0. Os resultados sdo condizentes com os resultados da amostra de

desenvolvimento do EFH-AS.
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Tabela 22. Caracterizacao do perfil sociodemogréfico, historia clinica e biomarcadores plasmaticos da
amostra, segundo aterosclerose subclinica, amostra de validacéo.

CAC =0 (n=611) CAC >0 (n=301) p
Sexo (n,%o) <0,001
Masculino 236 38,6 221 73,4
Feminino 375 61,4 80 26,6
Raca (n,%o) 0,954
Branca 354 57,9 175 58,1
N&o branca 257 421 126 41,9
Tabagismo (n,%o) 0,149
Fumante e ex-fumante 452 74,0 209 69,4
Nao fumante 159 26,0 92 30,6
DCNT (n,%)
Diabetes Mellitus 89 14,6 106 35,2 <0,001
Hipertensdo Arterial 224 36,7 184 61,1 <0,001
Hipercolesterolemia 162 26,6 156 52,0 <0,001
Medicamentos (n,%o)
Estatinas/fibratos 39 6,4 71 23,6 <0,001
Outros** 207 33,9 183 60,8 <0,001
ECV (n,%) 33 5,4 38 12,7 <0,001
ERF = 10% (n,%) 58 9,8 127 44,3 <0,001
Idade (anos)* 48 43 -53 57 51-63 <0,001
PAD (mm/Hg) 74 67 — 80 77 70-85 <0,001
PAS (mm/Hg)* 115 107 - 126 123 113-136  <0,001
IMC (kg/m?)* 26,8 24,0 -30.3 27,7 245-30,6 0,084
CC (cm) 88,3 80,3 - 96,7 94,6 86,9 -102,5 <0,001
CT (mg/dL) 193 173 - 215 196 166 — 220 0,450
LDL-C (mg/dL) 114 94 - 133 116 94 - 140 0,269
TAG (mg/dL)* 107 74 — 152 125 89 - 175 <0,001
Glicemia (mg/dL)* 98 93 - 106 105 97 - 114 <0,001
PCR (mg/L)* 14 0,7-3,2 14 0,7-3,1 0,958

Resultados apresentados em mediana e intervalo interquartil (11Q) ou frequéncia absoluta (n) e percentual (%).
Diferencgas entre grupos analisadas pelo teste t-Student ou *Mann Whitney. Associacdo entre as varidveis
categoricas pelo teste x°. SignificAncia estatistica p<0,05. Escore da CAC: escore de calcificacdo da artéria
corondria; DCNT: autorrelato de doengas cronicas ndo transmissiveis e uso de medicamentos; ECV: eventos
cardiovasculares; ERF: escore de risco de Framingham; PAD: pressao arterial diastolica e PAS: pressdo arterial
sistolica; IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura; CT: colesterol total; LDL-C: colesterol
associado a lipoproteina de baixa densidade; TAG: triacilglicerois; PCR: proteina C-reativa; **anti-hipertensivos
e hipoglicemiantes.

Na Tabela 23 sdo demonstrados os resultados dos parametros de funcionalidade da
HDL, segundo risco CAC > 0. Os resultados foram semelhantes aos da amostra de
desenvolvimento, com diferengas entre os grupos, exceto para APOAI avaliada por ambos 0s

métodos.
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O grupo CAC > 0 apresentou menores concentracdes de HDL-C, HDL-P grande,
HDL2 e HDL3 e menor tamanho da HDL, além de maior concentracdo de HDL-P total e

HDL-P pequena, seguindo o padrdo dos resultados anteriores.

Tabela 23. Pardmetros de funcionalidade da HDL, segundo aterosclerose subclinica, amostra de
validacao.

CAC =0 (n=611) CAC >0 (n=301)
Mediana 1HQ Mediana 1HQ p
HDL-C (mg/dL) 52 45— 62 48 41-56  <0,001
Vertical Automatic Profile (VAP)
HDL-C (mg/dL) 54 46 — 63 49 42-60  <0,001
APOAI (mg/dL) 155 142 — 169 151 139-168 0,247
HDL2 (mg/dL) 14,0 10,5-18,0 12,0 9,0-16,0 <0,001
HDL3 (mg/dL) 39,0 34,0-45,0 37,0 33,0-44,0 0,006
Ressonéncia magnética nuclear (RMN)
HDL-C (mg/dL) 52 45-59 50 44 — 57 0,016
APOAI (mg/dL) 136 123 -151 135 123-149 0,485
HDL tamanho (nm) 8,9 8,6-9,2 8,7 85-9,0 <0,001
HDL-P total (umol/L)* 21,9 20,3-23,7 22,4 20,8-24,1 0,016
HDL-P grande (umol/L) 1,6 1,0-2,8 1.3 08-24 <0,001
HDL pequena (umol/L)* 14,4 12,3-16,9 16,0 13,5-17,7 <0,001

Diferencas intergrupos analisadas pelo teste *t-Student ou Mann Whitney. Valores apresentados em mediana e
intervalo interquartil. Significancia estatistica p<0,05. HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de alta
densidade; APOAI: apolipoproteina Al; CETP: proteina de transferéncia de ésteres de colesterol; PONI:
paraoxonase 1. Pico méaximo: méaximo atingido durante a producio de dienos. Area: area sob a curva na
producéo de dienos.

A amostra de validagdo foi classificada de acordo com os pressupostos do EFH-AS,
desenvolvido na etapa anterior e que pontua as variaveis: idade, sexo, uso de estatinas e/ou
fibratos e o tamanho da HDL. O desempenho do EFH-AS foi testado a partir da area sob a
curva ROC, utilizando o CAC > 0 como referéncia no diagnostico da aterosclerose subclinica.
O desempenho foi satisfatorio e semelhante ao do EFH-AS da amostra de desenvolvimento,

com AUC: 0,835 p <0,001, como ilustrado na Figura 29.
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Figura 29. Desempenho do EFH-AS em prever a aterosclerose
subclinica, segundo a area sob a curva ROC (AUC), na amostra de
validacdo. Referéncia CAC > 0. Significancia estatistica p<0,05.

8. DISCUSSAO

No presente estudo foram desenvolvidos e validados dois escores, incorporando a
intensidade das alteracbes de um conjunto de dados relacionados aos parametros de
funcionalidade da HDL associados ao risco cardiovascular e a aterosclerose subclinica,
ampliando o atual estado da arte relativo ao tema.

O escore de funcionalidade da HDL preditor de risco cardiovascular (EFH-RCV) com
dados do estudo CARDIONUTRI e o escore de funcionalidade da HDL preditor de
aterosclerose subclinica (EFH-AS) com dados do estudo ELSA-Brasil.

Para o desenvolvimento do EFH-RCV, o risco cardiovascular da amostra foi estimado
por diferentes algoritmos: ERF, ERR e ATPII11/2013 e o ERF apresentou melhor abrangéncia
pela simplicidade na classificagdo da amostra em relagdo aos outros.

O ERR ndo pontua os individuos diabéticos, pois segundo os pressupostos do
algoritmo, a presenca de DM é requisito independente para a classificacdo de alto risco
(>20%), a ndo ser que as medidas de hemoglobina glicada sejam adicionadas a estimativa
(RIDKER et al. 2007; RIDKER et al, 2008). O ATPII1/2013 prevé o risco para 10 anos ou
mais, portanto, os participantes com risco estimado para mais 10 anos ndo preencheram o0s
requisitos e foram excluidos das analises de concordancia (STONE et al. 2014).

A concordancia dos algoritmos foi entdo avaliada pelo método Kappa para variaveis
categoricas, devido a maior homogeneidade dos resultados apos a categorizacgao do risco. Os
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algoritmos apresentaram boa correlagdo e concordancia razoavel, apesar das tendéncias em
superestimar ou subestimar o risco entre eles. Os resultados corroboram com o que é
demonstrado em estudos anteriores (ARTS et al. 2015; BAZO-ALVEZ et al. 2015; MASSON
et. al., 2017).

Portanto, a equivaléncia das medidas na estimativa do risco cardiovascular da amostra
no presente estudo foi assumida e o ERF foi escolhido como “padrio ouro”, a partir do
pressuposto de que a escolha pelo método mais simples néo iria influenciar os resultado.

De acordo com a literatura cientifica, ndo existe um consenso sobre qual algoritmo de
risco € o mais adequado, entretanto, segundo a maioria das diretrizes clinicas para prevencdo
priméaria das doencas cardiovasculares, a estimativa do risco cardiovascular deve incluir
idade, sexo, CT, DM, HDL-C e pressdo arterial sistémica, e os algoritmos devem ser
validados e calibrados. O ERF € citado em diversos estudos como o algoritmo mais validado
na predicdo do risco absoluto de eventos coronarianos em populacGes livres de doencas
cardiovasculares (HELFAND et al. 2009; MATHENY et a. 2011).

Os modelos de risco mais conhecidos e usados sdo aqueles desenvolvidos a partir do
seguimento da populacdo do conceituado estudo Framingham, ainda em andamento, que
representa um marco na histéria da epidemiologia das doencas cardiovasculares e na
descoberta de fatores de risco associados ao desenvolvimento de eventos coronarianos. O
ERF foi proposto pela primeira vez por KANNEL et al. em 1976 e descrito por WILSON et
al. em 1998 de maneira mais avancada, quando passou a incluir medidas de HDL-C e DM na
equacdo, e em uma versdo publicada em 2011, MOSCA adaptou o ERF para mulheres
(KANNEL et al. 1964; GREENLAND et al. 2001; D’AGOSTINO et al. 2008; MOSCA et al.
2011).

Ao longo de décadas, novos algoritmos foram desenvolvidos, dentre eles 0 ERR, que
inclui a PCR como biomarcador de inflamacdo subclinica e o ATPIII, atualizado em 2013,
propondo metas mais rigidas para o LDL-C, ambos utilizados nesse estudo para classificar a
amostra quanto ao risco cardiovascular (RIDKER et al. 2007; RIDKER et al. 2008; STONE et
al. 2014).

Os algoritmos tradicionais incluem fatores de risco classicos, que apesar da utilidade
comprovada como marcadores independentes de risco cardiovascular, parecem nédo explicar o
risco global. Essa hipétese surgiu quando estudos demonstraram a ocorréncia de eventos
cardiovasculares em individuos com baixo ou intermediario risco. Provavelmente nesse grupo
de risco, as mudancas ndo foram significativas no que diz respeito aos critérios pré-
estabelecidos pelos algoritmos atuais (ALAGONA e AHMAD, 2015; KARMALI et al. 2017).
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No presente estudo, o grupo ERF > 10% e o grupo com escore da CAC > 0
apresentaram idade mais avancada e perfis mais aterogénicos quanto aos fatores de risco
cardiovascular classicos, incluindo o aumento da pressao arterial sisttémica e niveis elevados
de CT, LDL-C, TAG e glicemia, como esperado.

As concentragdes plasmaticas de PCR foram semelhantes entre os grupos, em ambas
as amostras, apesar de ser uma proteina de fase aguda indicadora de inflamacdo subclinica,
incorporada como biomarcador de risco cardiovascular por diretrizes de cardiologia
(RIDKER et al. 2007; SPOSITO et. al. 2007) e monitorada no ERR como coadjuvante na
estratificacdo de risco cardiovascular (RIDKER et al. 2008).

WILSON et al. (2005) avaliaram a utilidade da PCR em prever o risco cardiovascular
em mais de 4000 participantes do estudo Framingham, acompanhados por 8 anos, e apesar
das associacfes com 0s eventos coronarianos, ndo houve mudanca na estatistica C com o
acréscimo da PCR ao modelo multivariado. Segundo os autores, o nivel elevado de PCR néo
forneceu informagGes progndsticas adicionais aos fatores de risco tradicionais.

Paradoxalmente, a amostra do estudo CARDIONUTRI com ERF > 10% néo
apresentou concentracdes plasmaticas de HDL-C e APOAI reduzidas, quando comparado ao
ERF <10%. Apesar das diferencas observadas entre os grupos em relacdo a aterosclerose
subclinica, na amostra do estudo ELSA-Brasil, o HDL-C e a APOAI de ambos os métodos
foram as variaveis que apresentaram associa¢fes mais fracas com a CAC > 0, quando testadas
em modelos ajustados (Apéndice 3 — Tabela A3). As associa¢bes do HDL-C e APOAI com o
ERF > 10% no estudo CARDIONUTRI também foram fracas. Nos modelos ajustados o
HDL-C apresentou a menor forca de associa¢do (OR = 0,929; p 0,003) dentre os parametros
avaliados e a APOAI néo foi selecionada para ser testada no modelo multiplo pela falta de
associacdo no modelo univariado (OR =0,998; p 0,731) (Apéndice 1 — Tabela Al).

Estudos epidemioldgicos e genéticos recentes sugerem que o aumento da concentracdo
plasmética de HDL-C pode néo ser preditivo independente de saude cardiovascular para todos
os individuos (SILBERNAGEL et al. 2013; VOIGHT et al. 2012; ANGELONI et al. 2013). O
poder preditivo do HDL-C no risco cardiovascular pode estar diminuido, quando existe a
influéncia de outros fatores alterados, como, por exemplo, aumento da LDL-C ou do TAG
(BARLETT et al. 2016).

Ressalta-se que embora muito bem estabelecido o consenso sobre a associacao inversa
entre 0 HDL-C e o risco de doencas cardiovasculares (WILSON et al. 1988; GORDON et al.
1989), a causalidade entre essa associacdo foi questionada quando a intervencao

farmacologica focada no aumento do contetdo de colesterol na HDL ndo comprovou
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beneficios em ensaios clinicos randomizados, além de se associar ao aumento da mortalidade
em outro estudo (KEENE et al. 2014; BARTER et al. 2007).

Resultados de uma coorte com mais de 100 mil participantes demonstraram a
associacdo em U do HDL-C e o aumento da mortalidade por todas as causas em adultos de
ambos 0s sexos, ou seja, a redugdo ou aumento extremo do HDL-C, parecem influenciar a
funcionalidade da lipoproteina (MADSEN et al. 2017).

Contudo, os resultados sdo controversos, 0 HDL-C extremo foi avaliado em 9800
participantes do estudo ELSA-Brasil, quanto a associacdo com a espessura da camada intima
média da carétida, e apesar das evidéncias de que o aumento extremo do colesterol na HDL
pode ter caracteristicas aterogénicas, pelo perfil disfuncional das particulas, nesse estudo, o
grupo com HDL extremo > 90 mg/dL foi associado a menor espessura da camada intima da
artéria (LAURINAVICIUS et al. 2016).

A APOAI ¢ a principal apolipoproteina da HDL, citada pelo seu papel cardioprotetor e
por ser a principal mediadora no transporte reverso do colesterol. Estudos experimentais
demonstraram que a HDL inibe o desenvolvimento da aterosclerose e até mesmo promove a
regressdo da placa aterosclerética, sendo grande parte da funcdo antiaterogénica da
lipoproteina atribuida a APOAI que participa da biogénese, remodelacdo, funcdo antioxidante
e sinalizacdo da HDL (SUC et al. 1997; TANGIRALA et al. 1999; WILHELM et al. 2010).

A partir dos resultados de estudos experimentais que comprovaram o papel da APOAI
na reducdo da progressao da aterosclerose, uma infusdo intravenosa composta por APOAI e
fosfolipideos € investigada desde a década de 90, como uma abordagem na reducdo da placa
aterosclerdtica (DARABI et al. 2016). A infusdo aumentou acentuadamente a capacidade de
efluxo de colesterol da HDL, porém a associacdo com a reducdo de eventos cardiovasculares
ainda ndo foi avaliada (GIBSON et al. 2016)

Segundo dados de uma meta-analise publicada em 2013, entre os pacientes tratados
com estatina, os niveis de APOAI se associaram fortemente com a reducdo do risco
cardiovascular, independente do contetdo de HDL-C, sugerindo que a APOAI seja um
biomarcador de risco cardiovascular independente (BOEKHOLDT et al. 2013).

Em contrapartida, os resultados de uma coorte com mais de 17 mil participantes,
publicados em 2017, demonstraram que a concentracdo de APOAI ndo oferece informacéo
adicional ao conteudo de HDL-C em relagéo ao risco cardiovascular (VAN CAPELLEVEEN
etal. 2017).

Em virtude do cenério atual, torna-se necessario conhecer as caracteristicas funcionais

adicionais da HDL, além do conteudo de colesterol e APOAI na particula. Portanto, no
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presente estudo avaliamos a atividade da CETP e da PONL1, a capacidade antioxidante da
HDL e as subfracbes da lipoproteina, que parecem modular o risco cardiovascular e a
progressdo da aterosclerose, conforme descrito previamente (KAJANI, et al. 2018; PIRILLO
etal. 2013; CAMONT et al. 2011).

A CETP participa da interagdo entre as lipoproteinas circulantes, transferindo TAG
para a HDL em troca de ésteres de colesterol, que sdo transferidos para lipoproteinas
aterogénicas. O aumento do conteudo de TAG plasmatico aumenta a atividade da CETP e a
atividade da lipase lipoproteica o que acelera a hidrélise da HDL grande com consequente
reducdo do HDL-C. Diante do papel deletério da CETP no transporte reverso do colesterol,
acreditava-se que o aumento da atividade da proteina poderia estar associado ao aumento do
risco cardiovascular (BRUCE et al. 1998; TALL, 1993).

A mutacdo genética que inibe a atividade da CETP foi associada ao aumento de HDL-
C, a reducdo do LDL-C e menor risco de doenca coronaria, em uma coorte com mais de 10
mil participantes, sugerindo que a inibicdo farmacoldgica da CETP poderia ser benéfica
(AGERHOLM-LARSEN et al. 2000).

Os estudos iniciais testando o farmaco Torcetrapib como inibidor da CETP
demonstraram que a reducdo da atividade da proteina poderia estar associada ao aumento do
risco cardiovascular e da mortalidade (BARTER et al. 2007). Em um estudo publicado em
2012, a deficiéncia genética da atividade da CETP foi associada a redugdo do risco
cardiovascular (JOHANNSEN et al. 2012).

No estudo REVEAL, com aproximadamente 31 mil participantes, o Anacetrapib, mais
recente inibidor da CETP, reduziu em 9% os eventos cardiovasculares em relacdo ao placebo
tratado com atorvastatina (BOWMAN et al. 2017).

Os resultados controversos dos estudos que avaliam as mutacdes genéticas na CETP e
0 uso de farmacos inibidores da proteina sdo abordados em recentes revisdes bibliograficas e
os autores concluem que apesar da considerdvel promessa inicial, o beneficio do uso dos
farmacos permanece inconclusivo e os resultados sdo insuficientes na tomada de decisdes
sobre a sua indicacdo na pratica clinica (HU e WALKER, 2017; BARTER e RYE et al. 2018;
ARMITAGE et al. 2019).

A PONL1 é uma enzima antioxidante presente na HDL que hidrolisa perdxidos de
lipideos, protegendo a LDL de modificagbes oxidativas que tornam a particula mais
aterogénica. Estudos experimentais e ensaios clinicos descreveram que os efeitos
antiaterogénicos e cardioprotetores da fragdo HDL parecem estar relacionados & atividade
antioxidante da PON1 (KARABINA et al. 2005). No entanto, apesar da reducdo da atividade
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da PON1 observada em pacientes com eventos cardiovasculares, hipercolesterolemia e
alteracbes metabdlicas, em uma meta-analise publicada recentemente os autores concluem
que a associacdo inversa entre atividade da PON1 e as doencgas cardiovasculares é
parcialmente dependente dos niveis de HDL-C (KUNUTSOR et al. 2016).

Ressalta-se que o método Lag time utilizado no presente estudo para avaliar a
capacidade da HDL em retardar a oxidacdo da LDL é pouco explorado para esse fim. Os
estudos sdo escassos e ndo avaliam a associacdo da capacidade antioxidante da HDL com o
risco cardiovascular.

Entretanto, um estudo experimental utilizou o método Lag time para avaliar a
capacidade antioxidante da HDL em placas car6tidas humanas in vitro e demonstrou que a
lipoproteina nédo retardou a oxidacéo acelerada da LDL (COHEN et al. 2015).

Em um estudo multicéntrico a capacidade antioxidante da HDL foi calculada pelo
indice inflamatdrio como indicador da capacidade antioxidante, e o indice foi menor entre o0s
pacientes que apresentaram IAM quando comparado aos seus controles que foram pareados
por sexo e idade (DISTELMAIER et al. 2015).

A atividade da CETP e a atividade da PON1, ndo foram associadas ao risco
cardiovascular no presente estudo, assim como os parametros do método Lag time que
mensurou a capacidade antioxidante da HDL. No estudo ELSA-Brasil, essas variaveis ndo
foram avaliadas, portanto ndo foi possivel estabelecer uma associacdo com a aterosclerose
subclinica. Apesar do papel biologico desses parametros no metabolismo e funcionalidade da
HDL, a relacdo com o risco cardiovascular permanece inconclusiva e 0s resultados
disponiveis na literatura cientifica sdo controversos, assim como no presente estudo.

Contudo, as subfracbes da HDL foram associadas ao risco cardiovascular e a
aterosclerose subclinica. No estudo CARDIONUTRI as subfracGes da HDL foram avaliadas
pelo método padronizado Lipoporint® baseado na eletroforese em gel de poliacrilamida 3D e
0 grupo com maior risco apresentou associa¢ao positiva com a HDL pequena e associagao
inversa com a HDL grande. No estudo ELSA-Brasil, os resultados foram semelhantes, exceto
para HDL-3, avaliada pelo método VAP, que apresentou associacdo inversa com a
aterosclerose subclinica.

No estudo ELSA-Brasil as subfragdes da HDL foram analisadas por dois métodos, o
VAP e a RMN, e o teste de concordancia foi aplicado para avaliar se as medidas eram
equivalentes. Os métodos apresentaram otima correlacéo (r = 0,873; p<0,001) e concordancia
(ICC = 0,845; p<0,001) em relacdo a HDL2 e HDL-P grande. Porém, as medidas da HDL3 e
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HDL-P pequena apresentaram correlagfes negativas e fracas (r = -0,356; p<0,001) e
discordancia (ICC = 0,419; p<0,001).

Existem varios metodos para separar as subfracdes das lipoproteinas, e a incorporagdo
dessas medidas podera melhorar a previsdo de risco cardiovascular, porém poucos artigos
comparam a concordancia entre os métodos. Segundo CHUNG et al. (2009), o intervalo entre
as concordancias das medidas das subfracdes avaliadas por metodologias distintas ainda é
muito grande (7% a 94%), e a falta de um “padrdo ouro”, referéncia na anélise das subfragdes
das lipoproteinas, impossibilita a validacdo dos métodos atuais.

MATERA et al. (2017) avaliaram a concordancia das subfragdes da HDL analisadas
por cinco métodos distintos, dentre eles 0 método VAP, o método de RMN, um método de
eletroforese com gel bidimensional (2D-PAGE), mobilidade idnica e ELISA pré-f1 HDL, em
98 amostras. Os pesquisadores concluiram que as medidas derivadas do método de RMN
apresentaram baixa concordancia com as medidas dos outros métodos, principalmente em
relacdo as subfracdes da HDL-P grande, assim como houve forte discordancia entre as pré-f1
HDL avaliadas pela eletroforese e pelo método ELISA.

Os resultados do presente estudo ndo corroboram com os achados descritos por
MATERA et al. (2017), a HDL-P grande e HDL-2 foram as subfragfes que apresentaram
maior concordancia entre RMN e VAP.

Além disso, a HDL grande (mg/dL ou %) demonstrou maior for¢a da associagdo com
o risco cardiovascular (OR = 0,797; p <0,001 ou OR = 0,878; p <0,001) no estudo
CARDIONUTRI, em relacdo a HDL pequena (%) (OR = 1,034; p 0,002), nos modelos
ajustados. No estudo ELSA-Brasil o padrédo foi mantido, as subfragdes da HDL grande
demonstram associa¢es mais fortes com a aterosclerose subclinica. A HDL-P grande
apresentou maior forca de associacdo (OR = 0,822; p <0,001) em relacdo a HDL-P pequena
(OR = 1,058; p <0,001), assim como a HDL2 (OR = 0,961; p <0,001) em relacdo a HDL-3
(OR =0,977; p 0,017), nos modelos ajustados.

Diversos estudos demonstram que as subfracbes da HDL se associam a eventos
cardiovasculares, independente do conteido de HDL-C, contudo, os resultados permanecerem
controversos em relacdo a qual subfracdo é mais associada & protecdo ou ao risco
cardiovascular (PIRILLO et al. 2013; SUPERKO et al. 2012).

Em uma coorte com 591 participantes, a analise de sobrevida demonstrou a associagdo
inversa entre a HDL grande, avaliada pelo método Lipoprint®, e a ocorréncia de eventos
coronarianos, sem diferengas nas concentragdes plasmaticas de HDL-C e HDL pequena (LI et
al. 2016).
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TOTH et al. (2018) avaliaram a relagdo entre o colesterol das subfragdes das
lipoproteinas, avaliadas pelo método VAP, e o risco residual de desfechos cardiovasculares na
populacédo do estudo AIM-HIGH (Atherothrombosis Intervention in Metabolic Syndrome
with Low HDL/High Triglyceridesand Impact on Global Health Outcomes). De acordo com
resultados anteriores, a redugéo dos eventos cardiovasculares em pacientes com aterosclerose
estavel, apos a inclusdo da niacina de liberagdo prolongada ao tratamento com sinvastatina foi
obervada em pacientes com niveis elevados de TAG e muito baixos de HDL-C. Segundo os
autores, nesse subgrupo (n=169), os participantes que apresentaram maiores concentracdes de
colesterol na HDL2 demonstraram risco cardiovascular reduzido, independente do contetido
de HDL-C.

Na coorte de CATHGEN as subfracdes da HDL foram avaliadas pelo método de RMN
em mais de 7000 participantes e a concentracdo de HDL-P pequena foi associada inversa e
independentemente com o de risco cardiovascular e mortalidade (MCGARRAH et al. 2016).

Alguns fatores podem influenciar a associagdo das subfragcdes da HDL com o risco
cardiovascular, portanto devem ser avaliadas como varidveis de ajuste. Na etapa no
desenvolvimento do EFH-RCV e do EFH-AS, os modelos foram ajustados por sexo, idade e
uso de medicamentos hipolipemiantes, devido a comprovada influéncia que esses fatores
exercem no metabolismo da HDL. O peso das varidveis de ajuste avaliadas nos modelos
maltiplos em conjunto com os pardmetros de funcionalidade da HDL foi adicionado na
pontuacgao dos escores.

De acordo com resultados de estudos anteriores, mulheres em idade mais avancada, no
periodo pds-menopausa, apresentam distlrbios metabdlicos devido a alteragdes hormonais
que interferem o conteido de HDL-C e o tamanho das particulas (CIFKOVA e
KRAJCOVIECHOVA, 2015; ANAGNOSTIS et al. 2015).

Ainda, de acordo com alguns autores, o0 uso de estatinas parece melhorar o perfil das
subfragbes da HDL. Segundo XU et al. (2014), o uso de estatinas ndo alterou
significativamente o contelldo de HDL-C em individuos com aterosclerose, porém, aumentou
o contetdo de colesterol nas particulas, melhorando o fenétipo das subfrages da HDL (XU et
al. 2014). Segundo DEGOMA et al. (2012), o uso de estatinas melhorou a capacidade
antioxidante e anti-inflamatéria da HDL em individuos com aterosclerose e doencas
cardiovasculares.

A partir das varidveis de ajuste, um modelo padrdo foi desenvolvido e usado como
base para avaliar as mudancas na estatistica C. A inclusdo da HDL grande ao modelo padréo

melhorou em mais de 4% a estatistica C, enquanto que a HDL-C melhorou 2,2% e a HDL
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pequena 1,8%. Ou seja, o poder discriminatério da HDL grande na predigdo do risco
cardiovascular, quando somada as suas variaveis de ajuste, foi superior ao HDL-C e a HDL
pequena, também ajustadas, utilizando o ERF > 10% como referéncia na construcéo das areas
sob a curva ROC.

No estudo CARDIONUTRI, embora a HDL pequena e 0 HDL-C tenham se associado
ao risco cardiovascular nos modelos ajustados, a HDL grande manteve maior forgca de
associacdo ap0s os ajustes, portanto, foi o parametro de funcionalidade escolhido para o
desenvolvimento do EFH-RCV. A associacdo independente da HDL grande com 0 risco
cardiovascular foi mantida quando o modelo final foi ajustado pela concentracdo de HDL-C e
TAG (OR =0,792; p 0,003), porém essas variaveis ndo foram incluidas no desenvolvimento
do EFH-RCV. A finalidade do teste foi garantir que 0 HDL-C e o TAG ndo iriam exercer
influéncia nos resultados do modelo final.

O EFH-RCV foi desenvolvido utilizando a HDL grande como variavel de
funcionalidade e o seu desempenho foi avaliado por meio da area sob a curva ROC, tendo
como referéncia o ERF > 10%. A area sob a curva ROC (AUC = 0,899; p <0,001) comprovou
0 desempenho discriminatorio satisfatorio do EFH-ECV em prever o risco cardiovascular na
amostra do estudo CARDIONUTRI.

Os resultados demonstrados no presente estudo estdo de acordo com os dados
apresentados na literatura cientifica, que descrevem a capacidade antioxidante da HDL como
uma funcdo promissora da HDL pequena, porém, estabelecem fatos mais concretos no que se
refere a eficadcia da HDL grande no efluxo do colesterol, descrito como o mecanismo
cardioprotetor mais tradicional da particula em diversos estudos (KONTUSH et al. 2006;
CUCHEL et al. 2006; KONTUSH 2015).

As particulas pequenas da HDL sdo citadas na literatura por sua potencial capacidade
antioxidante, devido a disposicdo das enzimas presentes na particula que promovem o efluxo
de produtos de oxidacéo lipidica dos macrofagos via ABCGL, prevenindo a oxidacdo da LDL.
O efluxo dos produtos de oxidagdo lipidica inibe a producdo das espécies reativas de oxigénio
pelas células endoteliais das artérias, inibindo a disfuncdo endotelial (TERASAKA et al.
2008).

A afinidade da HDL grande com os receptores de colesterol ABCALl e SRB1
conferem a essa subfracdo maior eficacia no transporte reverso do colesterol. Os receptores
ABCA1 sdo mediadores do efluxo do colesterol de células periféricas e macréfagos, e 0s
receptores SRB1, recebem o colesterol transportado pela HDL no figado para sintese de sais

biliares, ou excrecdo, evitando o acimulo nos tecidos, inclusive nos macrofagos presentes na
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parede das artérias, contribuindo com a reducdo da progresséo das placas ateroscleréticas (DE
LA LLERA-MOYA et al. 2010).

Segundo KONTUSH (2015), a relacdo inversa entre a HDL grande e a doenca
cardiovascular é mais consistente quando as subfracdes sdo separadas por eletroforese. A
HDL grande circulante avaliada pelo método de eletroforese foi associada a redugédo do risco
cardiovascular em diversos estudos, assim como o0s niveis plasmaticos de HDL pequenas sao
frequentemente elevadas em pacientes com doencas cardiovasculares. Os estudos ainda
ressaltam o poder discriminatorio superior da HDL grande em prever o risco cardiovascular
quando comparada ao HDL-C.

Em um estudo transversal com 431 participantes, que avaliou as subfra¢cdes da HDL
utilizando o método Lipoprint®, as concentracdes de HDL pequena foram maiores no grupo
com doenca cardiovascular, quando comparado aos seus controles (XU et al. 2015). Em outro
estudo transversal que avaliou a influéncia da DM no perfil das subfracdes das lipoproteinas,
pelo método Lipoprint®, em 126 pacientes com sindromes coronarianas agudas, 0s autores
demonstraram a maior circulacdo de particulas de HDL pequenas e intermediarias entre 0s
diabéticos (KIDAWA et al. 2018).

ASZTALOS et al. (2004) avaliaram o perfil da HDL, analisado por eletroforese em
gel bidimensional, em cerca de 1800 homens participantes do estudo Framingham Offspring
Study e demonstraram que cada mg/dL no aumento na concentra¢ao de al HDL (HDL
grande) foi associada a reducdo de 26% no risco de doenca cardiovascular, enquanto que cada
mg/dL no aumento do HDL-C foi associada a apenas 2% na reducdo do risco, em modelos
ajustados para outros fatores de risco pré-estabelecidos.

A associacdo entre as subfracdes da HDL e aterosclerose em 256 mulheres na pos-
menopausa com eventos cardiovasculares, participantes da coorte Estrogen Replacement and
Atherosclerosis (ERA) em relacdo a 126 mulheres saudaveis. As subfracdes foram analisadas
pelo método de eletroforese e os autores demonstraram que as concentracdes plasmaticas de
pré-B1 HDL (HDL pequena) foram maiores e as concentragdes de ol HDL ¢ a2 HDL (HDL
intermediaria e HDL grande) foram menores nas mulheres com doencas cardiovascular,
quando comparado aqueles livres de doencas cardiovasculares. Assim como 0 aumento de
pré-p1 HDL e a redug¢do de 02 HDL foram associadas maior extensdo da aterosclerose,
avaliada pelo diametro da artéria cardtida, e as analises foram ajustadas por outros fatores de
risco (LAMON-FAVA et al. 2008).

Em um estudo transversal, com cerca de 6500 participantes da famosa coorte MESA

(The Multi Ethnic Study of Atherosclerosis), os pesquisadores avaliaram a associacdo das
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particulas maiores de HDL, avaliadas pelo método de RMN, e a espessura da camada intima
da artéria. Os autores avaliaram a HDL-P pequena e a HDL-P intermediaria em conjunto,
assumindo como as menores particulas da HDL. As duas subfracbes em conjunto foram
inversamente associadas com ao aumento da espessura da camada intima da artéria, assim
como a HDL-P grande. Porém a HDL-P grande ndo manteve a associacdo ap0s 0s ajustes
(KIM et al. 2016).

Embora diversos estudos apresentem resultados relacionados as particulas
intermediarias da HDL, em testes de concordancia elas sdo as subfracbes da HDL que
apresentam maiores discordancias entre os métodos e em relacdo ao risco cardiovascular
(CHUNG et al. 2009). Aléem disso, os mecanismos cardioprotetores apresentados na literatura
cientifica em diversas revisdes abordam apenas o papel das particulas pequenas e grandes da
HDL (CAMONT et al. 2011; PIRILLO et al. 2013; KONTUSH et al. 2015; KAJANI et al.
2018). Diante dessa problematica, no presente estudo as particulas intermediérias ndo foram
incluidas nas anélises, visto que os resultados a partir dessas subfracfes estariam sujeitos a
interpretacdes equivocadas.

O EFH-RCV foi associado ao risco cardiovascular, demonstrando a importancia de
pardmetros de funcionalidade da HDL, além do HDL-C na estimativa do risco. Além disso, 0
EFH-RCV também se associou aos algoritmos de risco ERR e ATPIII/2013 no estudo
CARDIONUTRI, sugerindo que a sua aplicabilidade em amostras classificadas a partir de
algoritmos distintos seja eficaz.

Apds os resultados satisfatorios na etapa de desenvolvimento, o desempenho do EFH-
RCV foi confirmado na amostra de validagdo (AUC = 0,893; p <0,001).

Entretanto, a eficacia de um método diagnostico deve ser observada em outras
amostras, para garantir a sua reprodutibilidade, entdo o EFH-RCV foi aplicado a amostra do
estudo ELSA-Brasil, classificado quanto aos pontos de corte pré-estabelecidos na etapa de
desenvolvimento, incluindo HDL grande, idade, sexo e uso de estatinas e/ou fibratos.

O estudo ELSA-Brasil avaliou as subfracdes da HDL por dois métodos distintos,
portanto, o calculo do escore foi realizado e 0 seu desempenho testado com as medidas de
ambos 0s métodos. Na préatica clinica, a hipotese de que, independente da origem das
medidas, as ferramentas diagnosticas devem manter o bom desempenho discriminatério é
fundamental para garantir a classificacdo correta dos individuos.

O EFH-RCYV foi calculado com as medidas da HDL2 derivadas do método VAP
(EFH-VAP) e apresentou desempenho satisfatorio (AUC = 0,864; p<0,001), assim como foi
calculado com as medidas da HDL-P grande, derivadas do método de RMN (EFH-RMN),
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porém ajustadas para concentracdo de colesterol nas particulas, e também apresentou
desempenho satisfatério (AUC = 0,876; p<0,001). O EFH-VAP e o EFH-RMN foram
avaliados a partir da construcdo de areas sob as curvas ROC, utilizando o ERF > 10% como
referéncia de risco cardiovascular.

No presente estudo, o desempenho do EFH-RCV foi mantido na amostra do estudo
ELSA-Brasil, mesmo quando calculado com subfracdes da HDL derivadas de dois métodos
diferentes, supondo que a sua reprodutibilidade seja satisfatéria em outras amostras,
independente da origem dos dados.

Além de apresentar reprodutibilidade satisfatéria, o EFH-RCV (EFH-VAP e EFH-
RMN) apresentou correlagdo com 0 ERF%, com o escore da CAC e com 0s parametros de
funcionalidade da HDL.

O EFH-RCYV foi categorizado a partir da constru¢do de curvas ROC, na etapa de
desenvolvimento realizada com a amostra do estudo CARDIONUTRI. A concordancia e
reclassificacdo foram testadas na amostra do estudo ELSA-Brasil. As categorias de risco do
EFH-VAP apresentaram melhor concordancia com o ERF. Em relacdo a reclassificacdo, a
interpretacdo adequada dos resultados foi prejudicada pela falta de eventos cardiovasculares
para o calculo do indice de reclassificacéo.

O desempenho do EFH-RCV (EFH-VAP e EFH-RMN) em prever a aterosclerose
subclinica também foi testado na amostra do estudo ELSA-Brasil. As areas sob a curva ROC
foram testadas utilizando os pontos de corte do escore da CAC > 0 e CAC > 100 como
referéncia de aterosclerose subclinica.

Ambos o0s EFH-RCV (EFH-VAP e EFH-RMN) apresentaram desempenho
satisfatorio, sendo que o EFH-RMN apresentou maior area sob a curva ROC quando
comparado ao ERF, em ambos os pontos de corte: CAC > 0 (EFH-RMN - AUC = 0,793; p
<0,001 e ERF - AUC = 0,780 e p <0,001) e CAC > 100 (EFH-RMN - AUC = 0,809; p<0,001
e ERF - AUC =0,802; p <0,001).

A eficécia do escore da CAC no diagnoéstico da aterosclerose subclinica é demonstrada
em outros estudos, a partir do pressuposto que suas medidas sdo equivalentes a carga
aterosclerdtica coronariana global, sendo recomendado por diretrizes como marcador
independente de risco cardiovascular (BUDOFF et al. 2006; GREENLAND et al. 2007;
FALUDI et al. 2017).

A American Heart Association recomenda o escore da CAC no monitoramento da
aterosclerose em pacientes assintomaticos com risco intermediario (10% a 20%) de eventos

cardiovasculares em 10 anos, calculado pelo ERF, assim como para individuos assintomaticos



98

com mais de 40 anos ou com DM. Porém para pacientes com baixo risco (<10%) ou alto risco
(>20%) as medidas da CAC néo sdo recomendadas. Nas defini¢Oes propostas para quantificar
as medidas da CAC e a carga aterosclerdtica, o escore da CAC > 0 ja indica a presenca de
aterosclerose subclinica (GREENLAND et al. 2010).

O diagndstico de sinais subclinicos na fase inicial da aterosclerose é de suma
importancia na prevencdo dos eventos coronarianos, pois permite uma classificacdo adequada
do risco cardiovascular e a identificacdo de grupos com necessidade de estratégias preventivas
mais urgentes, visto que a aterosclerose € uma doenca silenciosa que pode ser fatal ou
altamente limitante aos primeiros sintomas (WILSON et al. 1998).

Diante dessa perspectiva, no presente desenvolvemos um EFH preditor de
aterosclerose subclinica, utilizando como referéncia o escore da CAC > 0.

Os parametros de funcionalidade da HDL, derivados do método VAP e do método de
RMN foram testados na etapa de desenvolvimento do EFH-AS quanto a associa¢do com a
aterosclerose subclinica em modelos brutos e ajustados.

O tamanho da HDL e a HDL-P grande apresentaram associacao inversa com 0 risco
cardiovascular, enquanto que o HDL-P total e a HDL-P pequena apresentaram correlacédo
positiva, quando avaliados pelo método de RMN. Em contrapartida, tanto a concentracéo
plasmética de HDL2 quanto a concentracao plasmatica de HDL3, derivadas do método VAP,
foram associadas inversamente com a aterosclerose subclinica.

Nos modelos ajustados, os parametros de funcionalidade da HDL permaneceram
associados ao escore da CAC > 0, porém, o tamanho da HDL foi o que apresentou maior
forca de associagdo (OR = 0,549; p <0,001) e foi escolhido como referéncia no
desenvolvimento do EFH-AS.

O tamanho da HDL pode ser avaliado como parametro de funcionalidade da HDL e
frequentemente apresenta associa¢do inversa com o risco cardiovascular. Essa medida pode
ser analisada pelo método de RMN, como foi o caso no presente estudo, assim como por
mobilidade i6nica (KONTUSH et al. 2015).

Em um estudo caso-controle, o tamanho e a concentracdo de particulas da HDL foram
avaliados, pelos métodos de RMN e eletroforese, como parte dos pardmetros de
funcionalidade em mais de 2000 participantes da coorte European Prospective Investigation
into Cancer and Nutrition. Os autores demonstraram que ambos, o tamanho da HDL e a
concentracdo HDL-P total foram associados a redugdo de doengas cardiovasculares e outros

fatores de risco cardiovascular. Contudo, o tamanho da HDL foi explicado por marcadores
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relacionados a sindrome metabdlica, pois a associacdo ndo se manteve apds os ajustes (EL
HARCHAOQUI et al. 2009).

No estudo caso-controle de ARSENAULT et al. (2009) o tamanho das particulas de
HDL foi avaliado por eletroforese em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante com dados
prospectivos de uma coorte. A associagdo do tamanho da HDL com o risco de doenca
cardiaca coronéria incidente foi avaliada entre os participantes que apresentaram eventos e
que ndo apresentaram eventos apds o periodo de seguimento. Os autores concluiram que a
reducdo no tamanho da HDL foi associada ao maior risco cardiovascular. A concentracdo de
HDL pequena também se associou ao maior risco, porém essa associacdo ndo foi
independente dos fatores de risco tradicionais.

O método de RMN fornece diversas informacdes relacionadas as subfra¢bes da HDL,
dentre elas o tamanho das particulas distribuido em 3 subfra¢es: HDL-P grande, o tamanho
das particulas varia de 9,4 a 14,0 nm, HDL-P média, de 8,3 a 9,3 nm e HDL-P pequena, de
7,3 28,2 nm, além de fornecer o total de HDL-P e o tamanho das particulas (OTVOS, 2002).

O total de HDL-P é descrito em diversos estudos como preditor independente de risco
cardiovascular, mantendo associacdo inversa mais relevante quando comparado ao contetdo
de HDL-C (KONTUSH et al. 2015). No presente estudo o total de HDL-P total foi associado
a aterosclerose subclinica, porém, apresentou associacbes menos consistentes em relagdo as
associac0es observadas entre os demais pardmetros de funcionalidade da HDL e a
aterosclerose subclinica. A HDL-P total foi a Gnica varidvel que ndo se correlacionou com
nenhum dos escores (CAC, ERF e EFH-RCV) na amostra do estudo ELSA-Brasil, todos 0s
outros parametros apresentaram correlagdes significativas.

Segundo CAMONT et al. (2011) as subfracGes especificas da HDL parecem sustentar
associacfes mais forte com o risco cardiovascular, quando comparadas ao total de particulas,
visto que as particulas da HDL sdo muito heterogéneas em sua estrutura e funcionalidade
distintas.

A HDL-P grande, avaliada pelo método de RMN, geralmente apresenta associacao
inversa com o risco cardiovascular em analises univariadas, enquanto que a HDL-P pequena
apresenta correlagdes positivas (KONTUSH et al. 2015). Os resultados sdo consistentes com
0 presente estudo, destacando que a HDL-P grande apresentou associacdo em analises
univariadas e maltiplas.

Em um estudo prospectivo que acompanhou cerca de 2900 participantes a HDL-P total

e a HDL-P pequena, avaliadas pelo método de RMN, foram inversamente associadas as
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doencas cardiovasculares e a mortalidade por doencas cardiovasculares, além de melhorar o
poder preditivo do HDL-C em modelos multiplos (SILBERNAGE et al. 2017).

A associacdo entre a concentracdo de HDP-P total e a aterosclerose foi avaliada pelo
método de RMN, em um estudo de corte transversal, com 402 individuos de idade avancada,
participantes da coorte Chicago Healthy Aging Study. A HDL-P total apresentou correlacéo
inversa com as placas na cardtida, enquanto que o tamanho das particulas da HDL n&o foi
associado (MUTHARASAN et al. 2017).

BASU et al. (2015) avaliaram as subfracGes da HDL, avaliadas pelo método de RMN
em 425 participantes de uma coorte com seguimento de 12 anos para observar a associagao
das particulas com a espessa da camada intima da artéria. Entre os homens, o tamanho das
particulas da HDL e a HDL-P grande apresentaram associacao inversa com o espessamento
da camada intima da artéria, entre as mulheres as associa¢fes ndo foram significativas.

De acordo com o0s estudos apresentados na literatura cientifica, as associa¢@es do
tamanho da HDL e da HDL-P grande com risco cardiovascular se perdem apés 0s ajustes, e a
HDL-P total é descrita como melhor preditor de risco cardiovascular.

No presente estudo, os modelos com o tamanho das particulas de HDL continuaram
associados a aterosclerose subclinica quando ajustados por TAG e HDL-C (OR = 0,597; p
0,011), enquanto que os modelos com HDL-P total perderam a associagdo. Vale ressaltar que
0s ajustes mantidos nos modelos de desenvolvimento do EFH-AS foram idade, sexo e uso de
estatinas e/ou fibratos, os modelos ajustados por TAG e HDL-C foram testados para garantir a
associacdo independente do tamanho da HDL como preditor de aterosclerose subclinica.

As subfracdes da HDL avaliadas pelo método VAP, tanto a HDL2 quanto a HDL 3,
apresentaram associacao inversa com o risco cardiovascular e aterosclerose subclinica, e 0s
resultados corroboram com os resultados de estudos anteriores.

O método VAP ¢ baseado em ultracentrifugacéo e separacdo das lipoproteinas a partir
da densidade, separando 2 subfracbes da HDL. A ultracentrifugacdo analitica foi a
metodologia original utilizada por LINDGREN et al. (1972) para separar as subfracfes da
HDL no plasma em particulas com densidade de aproximadamente 1,075 g/mL (HDL2)
menos densas e 1,12 g/mL (HDL3) com mais contetdo de colesterol. Porém, alguns anos
depois, BLANCHE et al. (1981) mostraram que a particula de HDL €& composta por
subfracOes distintas, adicionais aquelas observadas no método de ultracentrifugagdo, com
diferentes mobilidades eletroforéticas em gel de poliacrilamida com gradiente de separacdo

ndo desnaturante.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silbernagel%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29021325
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SUPERKO et al. (2012) avaliaram 80 artigos que analisaram as subfragfes da HDL
por diversos métodos e concluiram que a ultracentrifugacdo apresenta capacidade inferior de
diferenciar o potencial cardioprotetor entre HDL3 e a HDL2, em relacdo aos diversos
métodos disponiveis. Os autores destacam que a caracterizacdo mais detalhada das particulas
de HDL por métodos de eletroforese em gel de uma ou duas dimensdes ou pelo método de
RMN podem fornecer informacgdes mais especificas sobre a associacao das subfragdes com o
risco de doenca coronariana quando comparado a simples dosagem do HDL-C ou da HDL2 e
HDL3.

Em um estudo de prevencdo secundaria, que avaliou as subfracfes das lipoproteinas
de quase 5000 participantes com IAM e angiografia coronariana, provenientes de 2 coortes,
utilizando o método VAP, o risco aumentado de eventos clinicos duradouros a longo prazo foi
associado a reducdo da concentracdo plasmatica da HDL3, porém ndo foi associado as
concentragOes de HDL2 ou HDL-C (MARTIN et al. 2015).

JOSHI et al. (2016) avaliaram a associacdo das subfracbes da HDL2 e HDLS3,
analisadas pelo método VAP, com a incidéncia de doencas cardiovasculares, em mais de 4000
participantes dos estudos The Jackson Heart e Framingham Offspring Cohort Stuides e
descrevem a associacdo inversa entre as concentragdes plasmaticas de HDL3 e os eventos
coronarianos.

Alguns artigos que j& avaliaram as subfragBes das lipoproteinas na amostra do estudo
ELSA-Brasil demonstraram resultados consistentes com os do presente estudo e com os dados
da literatura. Na amostra do estudo ELSA-Brasil, as duas subfracbes da HDL analisadas pelo
método VAP (HDL2 e HDL3) apresentaram associagdo inversa com fatores relacionados a
sindrome metabdlica, espessura da camada média intima da artéria, principalmente entre os
diabéticos, e com o aumento da circunferéncia do pescoco (GENEROSO et al. 2018;
ALMEIDA-PITITTO et al. 2018).

Estudos epidemiolégicos e ensaios clinicos sugerem que as diferencas metodoldgicas
parecem explicar as discordancias observadas em relacdo a associagdo das subfracfes da HDL
com as doencas cardiovasculares. Enquanto algumas metodologias avaliam as concentracdes
das subfragdes, outras descrevem o percentual de distribuicio em relacdo ao total de
particulas ou a distribuicdo das subfracbes a partir do tamanho. A densidade ¢é avaliada por
alguns métodos, as proteinas em outros, assim como os sinais dos grupos metila dos lipideos.
A diversidade dos resultados disponiveis, em conjunto com a heterogeneidade da HDL, pode

dificultar a avaliagdo especifica da sua composicdo e a relacdo de cada componente com o
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risco cardiovascular ocasionando interpretagdes equivocadas e resultados controversos
(CAMONT et al. 2011; KONTUSH et al. 2015; MATERA et al. 2017).

Avaliar um conjunto de variaveis, elaborar um escore e comprovar o seu desempenho
demanda diversas etapas. No presente estudo o processo de desenvolvimento e validacdo dos
escores seguiram pressupostos descritos em outros artigos que desenvolveram instrumentos e
métodos diagndsticos. Dentre as etapas, os testes de desempenho dos escores foram
fundamentais para comprovar o poder discriminatorio dos instrumentos em relagdo aos seus
desfechos, no caso o risco cardiovascular e a aterosclerose subclinica. Os testes utilizados
seguiram o padrdo observado dos testes escolhidos por diversos autores que avaliam modelos
de risco cardiovascular. A éarea sob a curva ROC foi utilizada para avaliar o desempenho dos
escores e a estatistica C, para avaliar o impacto em relacdo a modelos padrbes, ou seja, a
probabilidade do novo escore em prever o risco cardiovascular ou a aterosclerose subclinica
ser maior do que os modelos anteriores quanto a incluséo das variaveis de interesse, no caso, a
HDL grande e o tamanho da HDL.

A curva ROC plotou graficos onde os valores de sensibilidade (ou taxa de verdadeiro-
positivos) e de especificidade (taxa de falso-positivos) permitiram a comparagédo dos escores.
A érea sob a curva ROC varia de 0,5 a 1, onde valores acima de 0,5 sdo validos, porém néo
demonstram bom desempenho dos testes, valores abaixo de 0,5 s&o desconsiderados e valores
acima de 0,7 demonstram desempenho satisfatério em relacdo ao teste de referéncia. A
estatistica C calculou a probabilidade EFH-RCV prever o risco cardiovascular em relacdo ao
ERF >10% e a probabilidade do EFH-AS diagnosticar a aterosclerose subclinica em relacdo
ao escore da CAC > 0.

Estudos anteriores compararam métodos de predicdo de risco cardiovascular
utilizando curvas ROC. NEVES et al. (2017), em sua revisdo, descrevem a comparacao entre
0 escore da CAC e o ERF em prever eventos cardiovasculares apds seguimento em estudos
prospectivos utilizando a curva ROC. No geral, o escore da CAC demonstrou desempenho
superior, com diferenca na estatistica C maior que 0,05 na maioria dos estudos, quando
comparado ao ERF, assim como melhorou o desempenho do ERF quando suas medidas foram

analisadas em conjunto.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A hipotese inicial do estudo de que os parametros de funcionalidade da HDL iriam
apresentar associa¢do com o risco cardiovascular e aterosclerose subclinica foi comprovada.

Os dois escores desenvolvidos no presente estudo apresentaram desempenho
satisfatorio em prever o risco cardiovascular e aterosclerose subclinica, além de calibracdo
satisfatoria quando testados em uma amostra semelhante, porém independente, garantindo a
validacdo dos métodos.

A reprodutibilidade do EFH-RCYV foi garantida quando o seu desempenho foi testado
em uma amostra diferente.

A diferenca na metodologia de analise das subfraces ndo afetou o desempenho do
EFH-RCV. Os resultados em relacdo as subfragdes da HDL grande foram reproduzidos em
ambos os métodos, apesar da discordancia em relacdo a HDL3, avaliado pelo método VAP,
gue apresentou associa¢do inversa com o risco cardiovascular, enquanto que a HDL-P
pequena avaliada pelo método de RNM, apresentou associagdo positiva.

O EFH-RCV manteve sua reprodutibilidade e desempenho, mesmo quando pontuado
com variaveis derivadas de métodos diferentes. Ainda, a boa concordéncia e correlacdo entre
a HDL grande de ambos os métodos permitiu assumir a equivaléncia das medidas e
desenvolver o EFH-AS.

A discordancia entre as medidas da HDL pequena e a sua associacdo com a
aterosclerose subclinica foi pouco consistente, portanto ndo foi incorporada na elaboracéo do
escore e ndo alterou os resultados.

A primeira limitacdo do estudo foi a falta de dados sobre desfechos clinicos, que
possibilitariam a padronizacéo da escala em percentual do EFH-RCV e a homogeneizagédo da
categorizacdo do risco, tornando a interpretacdo do indice de reclassificacdo mais consistente,
assim como seria possivel observar a associacdo dos desfechos clinicos com o EFH-RCV e
também com o EFH-AS.

A segunda limitagdo do estudo foi a impossibilidade de testar a reprodutibilidade do
EFH-AS em uma amostra distinta com dados sobre aterosclerose subclinica.

A terceira limitagdo foi a falta de um método “padrio ouro” na avaliagdo das
subfracdes da HDL, o que permitiria a inclusdo dessa medida como novo fator na estimativa

do risco cardiovascular.
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Novos estudos devem ser desenvolvidos testando a reprodutibilidade do EFH-RCV e
EFH-AS e a validagéo externa dos novos instrumentos de predicdo de risco cardiovascular.
As subfracdes do estudo ELSA poderiam ser avaliadas pelo método Lipoprint para

testar a concordancia entre as variaveis de ambos os métodos e possivel validagéo.

10. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o EFH foi superior ao HDL-C como
preditor independente de risco cardiovascular. As particulas grandes da HDL foram mais
eficazes em prever o risco cardiovascular e aterosclerose subclinica, em relacdo ao HDL-C e
aos demais parametros de funcionalidade da particula, provavelmente por sua contribuicdo no
efluxo do colesterol, que deve ser foco para o planejamento de metas terapéuticas
individualizadas e para o manejo de medicamentos. A incluséo das subfra¢des da HDL como
novo biomarcador de risco cardiovascular deve ser estrategicamente avaliada em estudos
futuros como parte das equacdes na predicdo de eventos coronarianos. A avaliacdo de fatores
de risco tradicionais em conjunto com parametros de funcionalidade foi superior, em vista do
desempenho e reprodutibilidade do EFH, portanto a incorporacdo desse pardmetro na préatica
clinica deve ser otimizado como ferramenta adjuvante na estratificacdo de grupos de risco
com necessidades de estratégias para prevencdo primaria e secundaria mais urgentes. Os
métodos disponiveis para avaliar as subfracbes devem ser validados a partir de um padrédo
ouro, para a padronizacao e introducdo das medidas na préatica clinica.
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Anexo 1.
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Sao Paulo, 6 de agosto de 2011,
; Inm(a) Sfl«)

Dra. Ndgila Raquel Teixeira Damasceno
Servi¢o de Nutrigdo e Dietética do Hospital Umversxtano
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

REFERENTE: Projeto de Pesquisa “Propriedade fisico-quimicas da LDL e da HDL,

marcadores cardiometabalicos e oxidativos podem ser modulados pelo consumo de

25

omega-3, omega-6 e 6mega-9 em individuos com risco cardiovascular intermediario?
Pesquisador(a) responsiavel: Dra. Ndgila Raguel Teixeira Damasceno — Co-Autor(es):
Dr. Antonio Figueiredo, Dr. Magnus Ake Gidlund. Dra. Sayuri Miyamoto, Dr. Raul

Cavalcante Maranhfio, Dra,; Dulcineia S. P. Abdalla, Dr. Rodrigo Diaz Olmos, Marlene"

Nufiez Aldin, Adriane Bueno Marangoni, Caroline Pappiane, Claudia Assef Sanibal -
Registro CEP-HU/USP: 1126/11 — SISNEP CAAE: 0063.0.207.198-11.

Prezado(a) Senhor(a)

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da' Universidade de
Sao Paulo, em reunido ordindria realizada no dia 5'de agosto de 2011, analisou o Projeto
de Pesquisa acima citado. considerando-o como APROVADO, bem como o seu Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido.

Lembramos que cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a este Comité.
relatérios anuais (parciais ou final,-em funcio da duracdo da pesquisa), de acordo com a
Resolugdo n® 196/96 do Conselho Nacional de Satide. inciso IX.2, letra “c”.

O primeiro relatério esta previsto p 5 de agosto de 2012,

Atenciosamente,

Dr. Mauricio Se¢kler :
Coordenador do Comité de Etica ém Pesquisa
Hospital Universitdario da USP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA USE

Aveaida Professor Lineu Prestes, 2365 — Cudade Universithrin ~ 05505-000  Sio Pavlo - SP
Tels: (1) 30919457 — Fax: (11} 3091-9479 - E-mail: ggp;@_[mmm.
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ANEexo 2.
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Faculdade de Satude Publica
Universidade de Sao Paulo

OF.COEP/208/12

27 de novembro de 2012.

Prezada pesquisadora,

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saide Pablica da Universidade de Sdo
Paulo, em sua 10.2/12 Sessdo Extraordinaria, realizada em 23/11/2012, analisou de acordo
com a Resolugdo n.° 196/96 do Conselho Nacional de Saide e suas complementares, o
protocolo de pesquisa n.° 2264, intitulado “PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA LDL E DA
HDL, MARCADORES CARDIOMETABOLICOS E OXIDATIVOS PODEM SER MODULADOS PELO
CONSUMO DE OMEGA-3, OMEGA6 E OMEGA9 EM INDIVIDUOS COM RISCO
CARDIOVASCULAR INTERMEDIARIO?", do grupo I, sob responsabilidade da pesquisadora
Nagila Raquel Teixeira Damasceno, considerando APROVADO a inclusao de novas analises no
projeto.

Cabe lembrar que, de acordo com a Res. CNS 196/96, sdo deveres do(a) pesquisador(a):
1) Comunicar de imediato qualquer alteracdo no projeto e aguardar manifestacao deste Comité
de Etica em Pesquisa para dar continuidade a pesquisa; 2) Manter sob sua guarda e em local
seguro, pelo prazo de 5 (cinco) anos, os dados da pesquisa, contendo fichas individuais e todos
os demais documentos recomendados pelo COEP, no caso eventual auditoria; 3) Comunicar
formalmente a este Comité por ocasiao do encerramento da pesquisa; 4) Elaborar e apresentar
relatorios parciais e final; 5) Justificar perante o COEP interrupcdo do projeto ou a nado
publicacdo dos resultados.

Atenciosamente,

Prof. Tit. Claud ne
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa - FSP/USP

lImA*Sr.?®

Prof.* Dr.* Nagila Raquel Teixeira Damasceno
Departamento de Nutricao

Faculdade de Saude Pablica/USP

Av. Dr. Arnaldo, 715 — Cerqueira César — CEP 01246-904 — Sdo Paulo - SP
Contato: (55 11) 3061 7779 | coep@fsp.usp.br | www.fsp.usp.br
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Anexo 3.

Universidade de Sdo Paulo

Faculdade de Saide Publica
Av. Dr. Arnaldo, 715 — CEP 01246-904 — S&o Paulo- Brasil
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa: Propriedades fisico-
quimicas da LDL e da HDL, marcadores cardiometabdlicos e oxidativos podem ser modulados pelo
consumo de 6mega-3, 6mega-6 e dmega-9 em individuos com risco cardiovascular intermediario?

O motivo que nos leva a estudar esses pacientes € o fato de que as doencas do corac@o e das veias
sdo um dos principais problemas de Saude Publica no mundo, sendo provavel que os habitos alimentares
mudem a ocorréncia dessas doengas. A pesquisa se justifica pela necessidade de avaliar o efeito do consumo
de diferentes tipos de gordura sobre os fatores de risco (colesterol alto, press&o e outros parametros clinicos
e laboratoriais). Portanto, o objetivo desse projeto é avaliar o efeito do consumo de capsulas de dmega-3,
émega-6 ou 6mega-9 sobre fatores de risco cardiacos de individuos sob atendimento ambulatorial. O
procedimento de coleta de material sera da seguinte forma: sera coletada uma amostra de sangue e também
serao aplicados questionarios para avaliar seu nivel socioecondémico, clinico, nivel de atividade fisica habitual
e sua dieta. Esses questionarios serdo aplicados em trés momentos (Basal, 4 semanas e 8 semanas). Apos a
coleta dos dados basais, cada individuo sera incluido aleatoriamente num dos quatro grupos de intervencdo
(Omega-3, Omega-6, Omega-9, Placebo).

DESCONFORTOS, RISCOS E BENEFiCIOS: Existem desconfortos e riscos minimos que envolvem
mudancas no halito, coceira e eventualmente pequeno aumento no tempo necessario para parar um
sangramento. Além disso, pequenas manchas no local de puncdo, relacionada a coleta de sangue.
Entretanto, esses desconfortos se justificam pelo beneficio que essa pesquisa trara se identificarmos o papel
desses acidos graxos nos fatores de risco para doenca do coracédo. O risco com a intervencéo € considerado
minimo, pois as gorduras a serem fornecidas ja fazem parte do habito alimentar da populacio brasileira. Além
da disponibilizacdo de meios de contato 24h com a equipe de pesquisadores, ao término do estudo, vocé
recebera os resultados de todos os exames, assim como sera oferecida orientagcao nutricional verbal e
documentada de modo a permitir que vocé incorpore a melhor intervenc&do ao seu habito alimentar.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA: Em caso de algum efeito adverso a sua saude, os
pesquisadores devem ser avisados imediatamente e esses dardo orientacao e assisténcia clinica e nutricional
a voce.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE SIGILO: Vocé sera
esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé € livre para recusar-se a participar,
retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participacdo & voluntaria e
arecusa em participar nao ird acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.

O(s) pesquisador(es) ira(do) tratar a sua identidade com padrdes éticos de sigilo. Os resultados dos
exames clinicos e laboratoriais nao serdo revelados. Seu nome ou o material que indique a sua participacao
ndo sera liberado sem a sua permissao. Vocé ndo sera identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa
resultar deste estudo. Uma codpia deste consentimento informado sera arquivada no Departamento de
Nutricdo da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo e outra sera fornecida a vocé.

RESSARCIMENTO: A participacdo no estudo nio acarretara custos para vocé e n&o sera oferecida
nenhuma compensacao financeira adicional. Os eventuais gastos com transporte seréo ressarcidos a vocé e
ao término de cada etapa sera oferecido gratuitamente um lanche, pois em todos os dias de coleta vocé
precisara vir ao hospital em jejum.

DECLARAGAO DA(O) PARTICIPANTE:

Eu, , CPF n° , fui informada(o) dos
objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer
momento poderei solicitar novas informacdes ou desistir de participar desta pesquisa se assim o desejar. A
professora coordenadora do estudo Profa. Dra. Nagila Raquel Teixeira Damasceno ou um dos membros da
equipe certificou-me de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Em caso de duvidas poderei chamar qualguer membro da equipe ou a coordenadora do estudo Profa.
Dra. Nagila Raquel Teixeira Damasceno nos telefones (11) 3061-7865, 3091 9538, ou entrar em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude Publica (telefones 3061 7779 ou 3061 7742) ou o
Comité de Etica do Hospital Universitario (telefones 3091 9457 3091 9479) da Universidade de S&o Paulo.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre
e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data

Nome Assinatura da Testemunha Data




Anexo 4.

QUESTIONARIO SOCIO-ECONOMICO E CLINICO

A00 () N° Cardionuin ]

AQD Data: ! !

Al MNome: AlData de nascimenio: / !
Enderepo:

Banrro: CEP:

Cudade: Telefone Res:

Telefone Recado: Telefone Celular:

&b Sexor 10 M 20 JF & Idade:

ASFRaga: 1( )Branco 2 ) MNegro  3( ) Pardo 40 ) Amarelo

3( ) Indigena

AG Estado Crnl: 10 ) Solterrn 20 )Casado 3( ) Vimve 40 ) Dworciado 50 ) Outros

AEB Profissio:

AT Trabalha amealmente: 1( JSIM 20 JNAOQ 3 ) Aposentado 4 ) Outros:

A9 Escolandads: 1 ) Analfabeto
20 ) Ensino Fundamental Inconpleto
3( ) Ensino Fundamental Complato
4( ) Ensino Médio Incompleto

3( ) Ensmno Madio Complato

a0 ) Ensino Supenor Incompleto
I( ) Ensino Superior Complato
a3 Outros:

ALD Quantas pessoas morn na sua casa?

All Cuantas cnangas?

AlZ Renda fanuliar mensal:

20 JEntre 1e535M

1 )Menosque 1 SM 3 ) Entre 6 e 10 5M

40 3 Mais que 10 M

Ali Fumante: J{ )SIM 2( INAO3 )EX-FUMANTE

Al4Consome bebida aleodlica: 1{ ) SIM I INAD
AlSTipos de bebidas aleodhioas mais consumidas: 1 ) Cerveja
40 )Cachaca 5 ) Outras:

20 3 Vinho 3 ) Vodka

AlT0uantdzde de bebida alcodlca ngenda no mtervalo acima?

AlgFreqiéneia de Consumo: 10 ) Dodrio 20 ) Semanal:

3 ) Mensal:

A19Qual (5):

AldCensume de outros tpes de deogas: 10 JSIM 2( I NAOD
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A20Possui alpguma doenca? 10 ) SIM 20 INAO
A210ual doenca:
10 Y Dnabetes Mellitus G ) Insuficiéncia Renal Cromica
2{ ) Hipertensho Arterial I ) Daslipadeinia
30 ) Hipotirondismo 80 ) Doenca Auto-Imune
4( ) Doenga Hepdtica () Doenga Coronarnana

5( )Outras  Qual (is)?

A2 Dhagndshico Climeo de DAC ou equavalente:  1( ) SDM 2 INAD
AZ30ual diagmostico:

10 ) Historia de Infarto do Miocardio 7 ) Revasculanzagio do Miocardio
2( ) Angmna

3( ) Anmoplastia
30 ) Alteragdes eletrocardiograficas isquémicas2( ) Aterosclerose
40 Yy Doenca Arterial Periferica 100 ) Anevnisma de Aorfa Abdomunal
3 ) Doenca Arferial Carotidea (atague 1squénueo transitorio ou Acydente Vaseular Cerebral de orygem
carofidea ou obstruc@o da cardtida =50%)

G ) Diabetes Mellitus L1{ ) Outros:
A24 Fez alpum fipo de canorga? L )SIM (0 JNAO
A25 Qual (15)7
A26 Quando?
AT Esta usando alpum Medicamento afou Suplemento? 10 ) SIM I INAD
AZE Oual:
1( ) Estatinas 4( ) Ferro/Zinco
20 ) Anti-lupertensivo A ) Vitanuna
3( ) Hipoglicemiante &0 ) Fibrato
I( ) Outro:
A29 Qual(is)?
A30 Posologia:
A3 Indicagio:
A32 Vocd tem alpuma alergia on intolerincta alimentar? 10 ) SIM 2 INAD
A33 Qual (15);
A34 Antecedentes familiares de doencas erdnicas? (1 SIM [ ) NAQ
1( )P

1 }Obesidade 40 ) AVEC
20 VHipertensio  5( ) Dnabetes
3( ) Infarto &0 ) Doenga vascular periférica () Outro:

2{ ) Mie
1{ YObesidade  4( ) AVC
20 )Hipertensio  3( ) Diabefes

30 ) Infarto 6 ) Doenga vascular penférica 70 ) Outro:
A3S Gestante ou Lactante? 1( ) SIM 2( I NAO i
A6 Esta recendn algum tipo de orientagdio Nutricional?  1( ) SIM 20 INAD

A37 Qual frequéneia? 1( ) Esporadica  2( ) Mensal 3( ) Trimestral 4( ) Semestral 5( ) Outras
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Anexo 5.

Calculo de estimativa de risco de desenvolvimento de DAC em 10 anos para homens:

Escore de Risco de Framingham — ERF

Pontos Idade HDL Colesterol Pressdo Pressao Fumo Diabetes
total Sist6lica Sistolica
ndo tratada tratada
-2 60+ <120
-1 50-59
0 30-34 45-49 <160 120-129 <120 Né&o N&o
1 35-44 160-199 130-139
2 35-39 <35 200-239 140-159 120-129
3 240-279 160+ 130-139 Sim
4 280+ 140-159 Sim
5 40-44 160+
6 45-49
7
8 50-54
9
10 55-59
11 60-64
12 65-69
13
14 70-74
15 75+
Escore de Risco de Framingham — ERF
Pontos % risco
< -3 0u menos <1
-2 1.1
-1 1.4
0 1.6
1 1.9
2 2.3
3 2.8
4 3.3
5 3.9
6 4.7
7 5.6
8 6.7
9 7.9
10 9.4
11 11.2
12 13.2
13 15.6
14 18.4
15 21.6
16 25.3
17 29.4
18 + >30
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D’AGOSTINO R.B; VASAN R.S.; et al., General cardiovascular risk profile for use in primiary care: The

Framingham Heart Study. Circulation, v.117, p. 743-753, 2008.

Calculo de estimativa de risco de desenvolvimento de DAC em 10 anos para Mulheres:



Pontos Idade HDL Colesterol Pressao Pressao Fumo Diabetes
total Sistolica Sistolica
nao tratada tratada
<-3 <120
-2 60+
-1 50-59 <120
0 30-34 45-49 <160 120-129 Né&o N&o
1 35-44 160-199 130-139
2 35-39 <35 140-149 120-129
3 200-239 130-139 Sim
4 40-44 240-279 150-159 Sim
5 45-49 208+ 160+ 140-149
6 150-159
7 50-54 160+
8 55-59
9 60-64
10 65-69
11 70-74
12 75+
Escore de Risco de Framingham — ERF
Pontos % risco
-2 0U menos Abaixo de 1
-1 1.00
0 1.10
1 1.50
2 1.80
3 2.10
4 2.50
5 2.90
6 3.40
7 3.90
8 4.60
9 5.40
10 6.30
11 7.40
12 8.60
13 10.00
14 11.60
15 13.50
16 15.60
17 18.10
18 20.90
19 24
20 27.50
21 + Acima de 30
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MOSCA, L.; BENJAMIN E.J. Effectiveness-Based Guidelines for the Prevention of Cardiovascular Disease in
Women 2011 Update: A Guideline From the American Heart Association. Circulation, v.123, n. 11, p. 1243-
1262, Dec 2011.



Calculo de estimativa de risco de desenvolvimento de DAC em 10 anos para homens:

Escore de Risco de Framingham — ERF

Pontos Idade HDL Colesterol Pressdo Pressao Fumo Diabetes
total Sist6lica Sistolica
ndo tratada tratada
-2 60+ <120
-1 50-59
0 30-34 45-49 <160 120-129 <120 Né&o N&o
1 35-44 160-199 130-139
2 35-39 <35 200-239 140-159 120-129
3 240-279 160+ 130-139 Sim
4 280+ 140-159 Sim
5 40-44 160+
6 45-49
7
8 50-54
9
10 55-59
11 60-64
12 65-69
13
14 70-74
15 75+
Escore de Risco de Framingham — ERF
Pontos % risco
< -3 0u menos <1
-2 1.1
-1 1.4
0 1.6
1 1.9
2 2.3
3 2.8
4 3.3
5 3.9
6 4.7
7 5.6
8 6.7
9 7.9
10 9.4
11 11.2
12 13.2
13 15.6
14 18.4
15 21.6
16 25.3
17 29.4
18 + >30
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D’AGOSTINO R.B; VASAN R.S.; et al. General cardiovascular risk profile for use in primiary care: The

Framingham Heart Study. Circulation, v.117, p. 743-753, 2008.

Calculo de estimativa de risco de desenvolvimento de DAC em 10 anos para Mulheres:



Pontos Idade HDL Colesterol Pressao Pressao Fumo Diabetes
total Sistolica Sistolica
nao tratada tratada
<-3 <120
-2 60+
-1 50-59 <120
0 30-34 45-49 <160 120-129 Né&o N&o
1 35-44 160-199 130-139
2 35-39 <35 140-149 120-129
3 200-239 130-139 Sim
4 40-44 240-279 150-159 Sim
5 45-49 208+ 160+ 140-149
6 150-159
7 50-54 160+
8 55-59
9 60-64
10 65-69
11 70-74
12 75+
Escore de Risco de Framingham — ERF
Pontos % risco
-2 0U menos Abaixo de 1
-1 1.00
0 1.10
1 1.50
2 1.80
3 2.10
4 2.50
5 2.90
6 3.40
7 3.90
8 4.60
9 5.40
10 6.30
11 7.40
12 8.60
13 10.00
14 11.60
15 13.50
16 15.60
17 18.10
18 20.90
19 24
20 27.50
21 + Acima de 30
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Tabela Al. Modelos de Regressao Logistica Mdltiplos, segundo entre ERF = 10%.
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HDL grande (%)
Sexo (feminino)
Idade (anos)

Medicamentos*

HDL pequena (%)
Sexo (feminino)
Idade (anos)
Medicamentos*

HDL-C (mg/dL)
Sexo (feminino)
Idade (anos)

Medicamentos*

Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%0) p ORA IC (95%0) p
0,904 0,861-0,949  <0,001 0,878 0,830 -0,930 <0,001
0,077 0,028 - 0,208 <0,001 0,065 0,022 -0,191 <0,001
1,292 1,211 -1,377  <0,001 1,347 1,250 - 1,453 <0,001
0,435 0,192 - 0,985 0,046 0,328 0,133-0,804 0,015
Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%0) p ORA IC (95%0) p
1,070 1,017 -1,125 0,010 1,094 1,034 -1,158 0,002
0,075 0,028-0,201  <0,001 0,059 0,020-0,173 <0,001
1,263 1,190 -1,340  <0,001 1,317 1,227 -1,414 <0,001
0,511 0,235-1,109 0,089 0,398 0,170-0,929 0,033
Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%0) p ORA IC (95%0) p
0,937 0,900 - 0,975 0,002 0,929 0,885-0,976 0,003
0,091 0,033-0,249  <0,001 0,075 0,024 - 0,231 <0,001
1,290 1,208 - 1,378 <0,001 1,357 1,253 -1,469 <0,001
0,585 0,270 - 1,267 0,174 0,369 0,158 -0,860 0,021

Resultados apresentados em ORA: odds ratio ajustada e 1C95%: intervalo de confianca. Significancia estatistica
p<0,05. Modelo 1: incluiu a amostra total. Modelo 2: excluiu pontos de influéncia e/ou alavanca. HDL-C:
colesterol associado a lipoproteina de alta densidade *estatinas e/ou fibratos.

Tabela A2. Modelo de Regressdo Logistica Mdltiplo, entre HDL grande (mg/dL) e ERF = 10%,
ajustado por HDL-C e TAG.

HDL grande (mg/dL)

Sexo (feminino)
Idade (anos)
Medicamentos*
TAG (mg/dL)
HDL-C (mg/dL)

Modelo 1 Modelo 2

ORA IC (95%0) p ORA IC (95%0) p

0,866 0,763 - 0,982 0,025 0,792 0,678-0,926 0,003
0,099 0,034-0,282 <0,001 0,074 0,024-0,234 <0,001
1,318 1,228—-1,414 <0,001 1,374 1,266 1,491 <0,001
0,435 0,186 - 1,018 0,065 0,359 0,144-0,896 0,028
1,008 1,003 -1,013 0,003 1,007 1,002-1,013 0,006
1,016 0,949 — 1,087 0,649 1,049 0,973-1,132 0,210

Resultados apresentados em ORA: odds ratio ajustada e 1C95%: intervalo de confianca. Significancia estatistica
p<0,05. Modelo 1: incluiu toda a amostra. Modelo 2: excluiu pontos de influéncia e/ou alavanca. *estatinas e/ou
fibratos. TAG: triacilglicerois; HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de alta densidade.
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Tabela A3. Modelos de Regressdo Logistica Multiplos, segundo CAC > 0.
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Kit comercial

HDL-C (mg/dL)
Sexo (feminino)
Idade (anos)

Medicamentos*

RMN

HDL-C (mg/dL)
Sexo (feminino)

Idade (anos)
Medicamentos*

RMN

APOAI (mg/dL)
Sexo (feminino)

Idade (anos)
Medicamentos*

RMN

HDL-P grande (umol/L)

Sexo (feminino)
Idade (anos)
Medicamentos*

RMN

HDL-P pequena (umol/L)

Sexo (feminino)
Idade (anos)
Medicamentos*

VAP

HDL-C (mg/dL)
Sexo (feminino)
Idade (anos)

Medicamentos*

VAP

HDL2 (mg/dL)
Sexo (feminino)
Idade (anos)
Medicamentos*

Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%) p ORA IC (95%) p
0,993 0,986 — 1,000 0,038 0,992 0,986 -0,999 0,021
0,310 0,258 -0,374  <0,001 0,311 0,258 - 0,374 <0,001
1,132 1,119-1,144  <0,001 1,133 1,121 -1,146 <0,001
1,934 1,537 -2,434  <0,001 1,947 1,546 — 2,452 <0,001
Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%) p ORA IC (95%) p
0,988 0,980 - 0,995 0,002 0,986 0,979-0,994 0,001
0,327 0,273-0,391  <0,001 0,324 0,270 -0,387 <0,001
1,132 1,120-1,144  <0,001 1,135 1,123 -1,148 <0,001
1,912 1,524 -2,400  <0,001 1,920 1,528 -2,413 <0,001
Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%) p ORA IC (95%) p
0,996 0,992 - 0,999 0,019 0,995 0,991-0,999 0,014
0,317 0,266 -0,379  <0,001 0,311 0,260 - 0,371 <0,001
1,131 1,119-1,144  <0,001 1,134 1,122 - 1,147 <0,001
1,931 1,538 -2,424  <0,001 1,928 1,533-2,424 <0,001
Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%0) p ORA IC (95%0) p
0,887 0,834 -0,945 <0,001 0,877 0,822 -0,936 <0,001
0,328 0,275-0,392  <0,001 0,326 0,273 -0,390 <0,001
1,132 1,120-1,145  <0,001 1,135 1,122 — 1,147 <0,001
1,872 1,492 -2,349  <0,001 1,856 1,478 - 2,332 <0,001
Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%0) p ORA IC (95%0) p
1,046 1,019 - 1,075 0,001 1,058 1,029 -1,087 <0,001
0,321 0,269 -0,383  <0,001 0,325 0,273 -0,388 <0,001
1,128 1,116 - 1,141  <0,001 1,129 1,117 -1,142 <0,001
1,805 1,436 -2,268  <0,001 1,796 1,428 - 2,259 <0,001
Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%0) p ORA IC (95%0) p
0,991 0,984 — 0,997 0,004 0,990 0,984 -0,996 0,002
0,326 0,272 -0,391  <0,001 0,325 0,271 -0,390 <0,001
1,130 1,118 -1,143  <0,001 1,132 1,120-1,145 <0,001
1,871 1,491 -2,349  <0,001 1,886 1,502 -2,370 <0,001
Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%) p ORA IC (95%) p
0,978 0,965 - 0,992 0,002 0,975 0,961 -0,989 0,001
0,329 0,274 -0,394  <0,001 0,328 0,273-0,394 <0,001
1,131 1,118 - 1,143 <0,001 1,133 1,120 -1,145 <0,001
1,857 1,479-2,332  <0,001 1,854 1,476 — 2,330 <0,001

Continua




VAP

HDL3 (mg/dL)
Sexo (feminino)
Idade (anos)
Medicamentos*
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Modelo 1 Modelo 2
ORA IC (95%) p ORA IC (95%) p
0,986 0,976 — 0,997 0,011 0,987 0,977-0,998 0,019
0,320 0,267 -0,382  <0,001 0,314 0,262 -0,376 <0,001
1,130 1,118 -1,142  <0,001 1,132 1,120 - 1,145 <0,001
1,885 1,118 -1,142  <0,001 1,918 1,526 -2,411 <0,001

Resultados apresentados em ORA: odds ratio ajustada e 1C (95%): intervalo de confianca. Significancia estatistica
p<0,05. Modelo 1: incluiu a amostra total. Modelo 2: excluiu pontos de influéncia e/ou alavanca. *estatinas e/ou
fibratos. HDL-C: colesterol associado a lipoproteina de alta densidade; APOAI: apolipoproteina Al; HDL-P total:
total de particulas da HDL; HDL-P pequena: total de particulas pequenas da HDL: HDL-P grande: total de
particulas grandes da HDL; HDL2: HDL grande; HDL3: HDL pequena.

Tabela A4. Modelo de Regressdo Logistica Mdltiplo, segundo tamanho da HDL e Escore da CAC >
0, ajustado por TAG e HDL-C.

HDL tamanho (nm)
Sexo (feminino)

Idade (anos)

Medicamentos*

TAG (mg/dL)

HDL-C (mg/dL)

Modelo 1 Modelo 2

ORA IC (95%) p ORA IC (95%) p

0,653 0,459 - 0,929 0,018 0,597 0,401-0,889 0,011
0,311 0,264 — 0,367 <0,001 0,352 0,293 -0,422 <0,001
1,135 1,124 -1,146  <0,001 1,135 1,123-1,148 <0,001
0,539 0,438 -0,664 <0,001 0,581 0,461-0,733 <0,001
1,002 1,001 -1,0038 <0,001 1,001 1,000-1,003 0,004
1,003 0,992 - 1,014 0,622 1,002 0,989-1,014 0,803

Resultados apresentados em ORA: odds ratio ajustada e 1C95%: intervalo de confianga. Significancia estatistica
p<0,05. Modelo 1: incluiu toda a amostra. Modelo 2: excluiu pontos de influéncia e/ou alavanca. *estatinas e/ou
fibratos. TAG: triacilglicerol; HDL-C: lipoproteina de alta densidade.
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