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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). Conclusdo: o EFH apresentou maior forga de associacdo com 0 risco
cardiovascular e a aterosclerose subclinica, independente do HDL-C, com destaque para a
HDL grande. Resultados controversos entre a associagdo das subfracbes com o risco
cardiovascular parecem manter uma relacdo com as metodologias distintas utilizadas nas
analises. Portanto, a validacdo dos métodos 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).
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 risk seem to maintain a relation with the
different methodologies used in the 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 é 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 predi¢do 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 é 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 macr6fagos para formar as células

espumosas, dando inicio a progressdo da placa aterosclerotica (Figura 1).

Monécito — (@)
OOO“ LDL
o ®)
Molécula de °
© 0 o
adesdo % 1[_-5&. PCR
P ——— o
L T S B i
O Modificagdo \\Q\ Célula
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. -

= @_@‘/ g
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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).
’W\/\” W\"

\j\n

Sexo

Tabagismo

v

Hipertensao

v

Dislipidemia

FATORES DE RISCO

v

Diabetes

>

RISCO CARDIOVASCULAR

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.
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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).

3.2. Amostra do estudo CARDIONUTRI

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
0mega-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 comunicacgédo 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 doengas agudas ou

crbnicas graves, usuarios de drogas ilicitas e alcoolistas. Individuos desnutridos, gravidas
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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 socioecondémico, demografico e clinico e avaliados
por mensuragdo de pardmetros antropométricos e coleta de sangue.

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.

3.3. Amostra do estudo ELSA-Brasil

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 Saude do Adulto (ELSA-Brasil) foi selecionada.

O estudo ELSA-Brasil é um estudo de coorte em andamento, que investiga
associacOes entre as doengas crbnicas, e seus fatores bioldgicos, comportamentais,
ambientais, ocupacionais e sociais, financiado pelo Ministério da Sadde 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 S&o Paulo (USP) e Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz). Nao foram incluidos no estudo: gravidas, servidores com intencdo de deixar o
emprego num futuro préximo, dificuldade de comunicacdo ou deficiéncia cognitiva severa, ou
dificuldade de locomocdao por residir fora das metropoles onde se localizam os centros de

pesquisa correspondentes.
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Os participantes elegiveis foram selecionados e passaram pelo processo de
esclarecimento do estudo. Apoés 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 antropometricos, 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 saude, e entrevistas e novos exames sdo
realizados a cada 3 ou 4 anos. Todos o0s 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).

4. 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.

Estudos epidemioldgicos e genéticos recentes sugerem gque o0 aumento da concentragao
plasmatica de HDL-C pode nao ser preditivo independente de salde 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
farmacoldgica focada no aumento do conteddo de colesterol na HDL ndo comprovou
beneficios em ensaios clinicos randomizados, além de se associar ao aumento da mortalidade
em outro estudo (KEENE et al. 2014; BARTER et al. 2007).
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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 reducdo 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 associagdo 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 é 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 aterosclerdtica, 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 é investigada desde a década de 90, como uma abordagem na reducédo 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 n&o foi avaliada (GIBSON et al. 2016)

Segundo dados de uma meta-analise publicada em 2013, entre 0s 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 contetdo de HDL-C em relacdo ao risco cardiovascular (VAN CAPELLEVEEN
et al. 2017).

Em virtude do cendrio atual, torna-se necessario conhecer as caracteristicas funcionais
adicionais da HDL, além do conteudo de colesterol e APOAI na particula. Portanto, no
presente estudo avaliamos a atividade da CETP e da PON1, a capacidade antioxidante da

HDL e as subfracdes da lipoproteina, que parecem modular o risco cardiovascular e a
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progressdo da aterosclerose, conforme descrito previamente (KAJANI, et al. 2018; PIRILLO
etal. 2013; CAMONT et al. 2011).

A CETP participa da interacdo entre as lipoproteinas circulantes, transferindo TAG
para a HDL em troca de ésteres de colesterol, que sdo transferidos para lipoproteinas
aterogénicas. O aumento do conteldo de TAG plasmaético aumenta a atividade da CETP e a
atividade da lipase lipoproteica o que acelera a hidrolise 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 mutacgdo 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
0s autores concluem que apesar da consideravel 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 peroxidos de
lipideos, protegendo a LDL de modificagcbes oxidativas que tornam a particula mais
aterogénica. Estudos experimentais e ensaios clinicos descreveram que o0s efeitos
antiaterogénicos e cardioprotetores da fragdo HDL parecem estar relacionados a atividade
antioxidante da PON1 (KARABINA et al. 2005). No entanto, apesar da redugéo da atividade
da PON1 observada em pacientes com eventos cardiovasculares, hipercolesterolemia e

alteracdes metabolicas, em uma meta-analise publicada recentemente os autores concluem
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que a associacdo inversa entre atividade da PON1 e as doencas 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 ndo retardou a oxidacao acelerada da LDL (COHEN et al. 2015).

Em um estudo multicéntrico a capacidade antioxidante da HDL foi calculada pelo
indice inflamatério como indicador da capacidade antioxidante, e o indice foi menor entre 0s
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 o0s parametros do método Lag time que
mensurou a capacidade antioxidante da HDL. No estudo ELSA-Brasil, essas variaveis nao
foram avaliadas, portanto ndo foi possivel estabelecer uma associacdo com a aterosclerose
subclinica. Apesar do papel bioldgico desses parametros no metabolismo e funcionalidade da
HDL, a relagdo com o risco cardiovascular permanece inconclusiva e os resultados
disponiveis na literatura cientifica sdo controversos, assim como no presente estudo.

Contudo, as subfracdes 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 associacdao positiva com a HDL pequena e associacao
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.

Existem varios méetodos para separar as subfracdes das lipoproteinas, e a incorporacao
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 subfracGes avaliadas por metodologias distintas ainda é
muito grande (7% a 94%), e a falta de um “padrdo ouro”, referéncia na analise das subfra¢des

das lipoproteinas, impossibilita a validacdo dos métodos atuais.
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Diversos estudos demonstram que as subfragcbes da HDL se associam a eventos
cardiovasculares, independente do conteudo de HDL-C, contudo, os resultados permanecerem
controversos em relacdo a qual subfracdo € mais associada a protecdo ou ao risco
cardiovascular (PIRILLO et al. 2013; SUPERKO et al. 2012).

Em uma coorte com 591 participantes, a anélise de sobrevida demonstrou a associacéo
inversa entre a HDL grande, avaliada pelo método Lipoprint®, e a ocorréncia de eventos
coronarianos, sem diferencas nas concentracdes plasmaticas de HDL-C e HDL pequena (LI et
al. 2016).

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
populacdo 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 reducdo dos eventos cardiovasculares em pacientes com aterosclerose
estavel, apos a inclusdo da niacina de liberacdo 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 concentracoes de
colesterol na HDL2 demonstraram risco cardiovascular reduzido, independente do conteido
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).

Na amostra do estudo CARDIONUTRI a HDL grande melhorou em mais de 4% a
estatistica C na predicdo do risco cardiovascular, enquanto que a HDL-C melhorou 2,2% e a
HDL pequena 1,8%. Embora a HDL pequena e o HDL-C tenham se associado ao risco
cardiovascular, a HDL grande manteve a associa¢do mais forte, portanto, foi o parametro de
funcionalidade escolhido para o desenvolvimento do EFH-RCV.

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 fungdo promissora da HDL pequena, porém, estabelecem fatos mais concretos no que se
refere a eficacia 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 disposicao das enzimas presentes na particula que promovem o efluxo
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de produtos de oxidacéo lipidica dos macrofagos via ABCGL, prevenindo a oxidacao 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 ABCAl e SRB1
conferem a essa subfragdo maior eficacia no transporte reverso do colesterol. Os receptores
ABCA1 sdo mediadores do efluxo do colesterol de células periféricas e macrofagos, e os
receptores SRB1, recebem o colesterol transportado pela HDL no figado para sintese de sais
biliares, ou excrecéo, evitando o acumulo nos tecidos, inclusive nos macréfagos presentes na
parede das artérias, contribuindo com a reducéo 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 subfracfes sdo separadas por eletroforese. A
HDL grande circulante avaliada pelo método de eletroforese foi associada a reducdo do risco
cardiovascular em diversos estudos, assim como 0s niveis plasmaticos de HDL pequenas sao
frequentemente elevadas em pacientes com doencas cardiovasculares. Os estudos ainda
ressaltam o poder discriminatério 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 concentragdo de ol HDL (HDL
grande) foi associada a reducdo de 26% no risco de doencga 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 subfragdes da HDL e aterosclerose em 256 mulheres na pos-
menopausa com eventos cardiovasculares, participantes da coorte Estrogen Replacement and

Atherosclerosis (ERA) em relagdo a 126 mulheres saudaveis. As subfragdes foram analisadas
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pelo método de eletroforese e os autores demonstraram que as concentracdes plasmaticas de
pré-B1 HDL (HDL pequena) foram maiores ¢ 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 reducdo de o2 HDL foram associadas maior extensdo da aterosclerose,
avaliada pelo didmetro da artéria carétida, 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 associagdo das
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). Além 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).

A amostra do estudo ELSA-Brasil foi classificada quanto aos pontos de corte pré-
estabelecidos na etapa de desenvolvimento do EFH-RCV. 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 os métodos. Na pratica clinica, a hipdtese
de que, independente da origem das medidas, as ferramentas diagndsticas devem manter o
bom desempenho discriminatério ¢ fundamental para garantir a classificacdo correta dos
individuos.

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

independente da origem dos dados.
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O EFH-RCV (EFH-VAP e EFH-RMN) apresentou correlagdo com o ERF%, com o
escore da CAC e com os parametros de funcionalidade da HDL.

A eficacia do escore da CAC no diagnostico da aterosclerose subclinica é demonstrada
em outros estudos, a partir do pressuposto que suas medidas sdo equivalentes a carga
aterosclerética 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
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¢bes propostas para quantificar
as medidas da CAC e a carga aterosclerotica, o escore da CAC > 0 ja indica a presenga de
aterosclerose subclinica (GREENLAND et al. 2010).

O diagnostico de sinais subclinicos na fase inicial da aterosclerose € 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).

O tamanho da HDL apresentou a associacdo mais forte com o escore da CAC > 0,
portanto foi o parametro escolhido como referéncia no desenvolvimento do EFH-AS.

O tamanho da HDL pode ser avaliado como parametro de funcionalidade da HDL e
frequentemente apresenta associagdo inversa com o risco cardiovascular. Essa medida pode
ser analisada pelo método de RMN, como foi 0 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 parametros de
funcionalidade em mais de 2000 participantes da coorte European Prospective Investigation
into Cancer and Nutrition. Os autores demonstraram que ambos, tamanho da HDL e a
concentracdo HDL-P total foram associados a reducdo de doengas cardiovasculares e outros
fatores de risco cardiovascular. Porém o tamanho da HDL foi explicado por marcadores
relacionados a sindrome metabdlica, pois a associacdo ndo se manteve apos os ajustes (EL
HARCHAOQUI et al. 2009).
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No estudo caso-controle de ARSENAULT et al. (2009) o tamanho das particulas de
HDL foi avaliado por eletroforese em gel de poliacrilamida n&o-desnaturante com dados
prospectivos de uma coorte. A associacdo do tamanho da HDL com o risco de doenca
cardiaca coronaria incidente foi avaliada entre os participantes que apresentaram eventos e
que ndo apresentaram eventos ap6s 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 nao foi
independente dos fatores de risco tradicionais.

O método de RMN fornece diversas informagdes relacionadas as subfragdes da HDL,
dentre elas o tamanho das particulas distribuido em 3 subfragGes: 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 a 8,2 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). Porém, no presente estudo, o total de HDL-P total foi
associado a aterosclerose subclinica, apresentando associa¢cdes menos consistentes em relacao
as associacOes observadas entre os demais parametros 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 correlacdes significativas.

Segundo CAMONT et al. (2011) as subfracdes especificas da HDL parecem sustentar
associacGes 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 associacdo
inversa com o risco cardiovascular em andlises univariadas, enquanto que a HDL-P pequena
apresenta correlacdes positivas (KONTUSH et al. 2015). Os resultados sdo consistentes com
o0 presente estudo, entretanto a HDL-P grande apresentou associacdo em analises univariadas
e multiplas.

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
doencas cardiovasculares e a mortalidade por doencas cardiovasculares, além de melhorar o
poder preditivo do HDL-C em modelos multiplos (SILBERNAGE et al. 2017).
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A associagdo 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 carétida, enquanto que o tamanho das particulas da HDL néo foi
associado (MUTHARASAN et al. 2017).

BASU et al. (2015) avaliaram as subfracfes da HDL, avaliadas pelo método de RMN
em 425 participantes de uma coorte com seguimento de 12 anos para observar a associacao
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 associacdo inversa com 0 espessamento
da camada intima da artéria, entre as mulheres as associa¢es ndo foram significativas.

De acordo com os estudos apresentados na literatura cientifica, as associacdes 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.

As subfracdes da HDL avaliadas pelo método VAP no presente estudo apresentaram
resultados consistentes com os resultados apresentados em estudos anteriores, com associacao
inversa da HDL2 e HDL3 com o risco cardiovascular e aterosclerose subclinica.

O método VAP é baseado em ultracentrifugacdo 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 subfracGes 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 é composta por
subfracBes distintas, adicionais aquelas observadas no método de ultracentrifugagdo, com
diferentes mobilidades eletroforéticas em gel de poliacrilamida com gradiente de separagédo
ndo desnaturante.

SUPERKO et al. (2012) avaliaram 80 artigos que analisaram as subfra¢6es 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 caracterizagdo mais detalhada das particulas
de HDL por métodos de eletroforese em gel de uma ou duas dimensdes ou pelo método de
RMN podem fornecer informagdes mais especificas sobre a associagdo das subfracdes com o
risco de doenga coronariana quando comparado a simples dosagem do HDL-C ou da HDL2 e
HDL3.
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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
concentracdes 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 plasméaticas de HDL3 e os eventos
coronarianos.

Alguns artigos que ja avaliaram as subfracGes 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 associacdo inversa com fatores relacionados a
sindrome metabolica, espessura da camada media intima da artéria, principalmente entre 0s
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 associacdo das subfracGes da HDL
com as doencas cardiovasculares. Enguanto algumas metodologias avaliam as concentracfes
das subfracdes, outras descrevem o percentual de distribuicdo em relacdo ao total de
particulas ou a distribuicdo das subfragdes 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 avaliacdo especifica da sua composicdo e a relacdo de cada componente com o
risco cardiovascular ocasionando interpretagdes equivocadas e resultados controversos
(CAMONT etal. 2011; KONTUSH et al. 2015; MATERA et al. 2017).
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4. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o EFH é superior ao HDL-C como
preditor independente de risco cardiovascular. As particulas grandes da HDL sdo mais
eficazes em prever o risco cardiovascular e aterosclerose subclinica, provavelmente por sua
contribuicdo no efluxo do colesterol, que deve ser foco para o planejamento de metas
terapéuticas individualizadas e para 0 manejo de medicamentos. A inclusdo das subfracdes da
HDL como novo biomarcador de risco cardiovascular deve ser estrategicamente avaliada em
estudos futuros como parte das equacOes na predicdo de eventos coronarianos. A avaliagdo 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 parametro na
prética clinica deve ser otimizado como ferramenta adjuvante na estratificacdo de grupos de
risco com necessidades de estratégias para prevencdo priméria e secundaria mais urgentes. Os
métodos disponiveis para avaliar as subfracdes devem ser validados a partir de um padréo

ouro, para a padronizacéo e introducdo das medidas na pratica clinica.
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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
— 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 Maranhiio, Dra; Dulcineia S. P. Abdalia, 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.



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:

AiFaca: U )Branco 2[ }Negro 3 JPardo  4( ) Amarelo 2( ) 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: 10 )Menos que 1 SM 3( ) Entre 6e 10 5M

2 )Entre1e58SM 40 ) Maus que 10 5M

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

63



8. CURRICULO LATTES

Maria Camila Pruper de Freitas

@ Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/6846197955440121

@ Ultima atualizagio do curriculo em 07/02/2019

Doutoranda e Mestre em Ciéncias (2015) pelo Programa de Nutricdo em Satde Publica, Faculdade de Sadde Piblica da Universidade de S&o Paulo (FSP-USP). Graduada
em Nutricdo (2012) pela Universidade Nove de Julho. Experiéncia na drea de pesquisa cientifica com énfase em metabolismo de lipideos, bioquimica da nutriciio e analise de
dados. Os projetos dos quais participo avaliam os efeitos de componentes nutricionais em parémetros lipidices, oxidativos, inflamatorios e imunoldgicos relacionados a
aterosclerose, obesidade e doengas crénicas ndo transmissiveis. (Texto informado pelo autor)

Identificagdo

Nome Maria Camila Pruper de Freitasge

Nome em citagdes bibliograficas FREITAS, M. C. P.;FREITAS, MARIA CAMILA PRUPER DE;Freitas, M. C. P. DE

Endereco

Formacdo académica/titulagdo

2015 Doutorado em andamento em Nutricdo em Salide Publica.
Faculdade de Salide Piblica de 530 Paulo, FSP - USP, Brasil.
Titulo: Desenvaolvimento de um Escere de Funcionalidade da Lipoproteina de Alta Densidade (HDL) e sua Associagio com Algaritmos de Predicdo de
Risco Cardiovascular e Desfechos Clinicos em Individuos Brasileiros,
Orientador: 6 Nagila Raquel Teixeira Damasceno.
Palavras-chave: lipidios; lipoproteinas; HDL; risco cardiovascular; doenca cardiovascular; algoritmos de risco cardiovascular.
Grande érea: Ciéncias da Salde
Setores de atividade: Pesquisa e desenvolvimento cientifico.

2013 - 2015 Mestrado em Nutricio em Salide Pblica.
Faculdade de Salide Publica de Sao Paulo, FSP - USP, Brasil.
Titulo: Papel do 6mega-3 nas propriedades fisico-quimicas da HDL e LDL e possivel associagdo com medidas Z-scan em individuos adultos,Ano de
Obtengdo: 2015.
Orientador: 6 Nagila Raquel Teixeira Damasceno.
Bolsista do(a): Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, Brasil.
Palavras-chave: dmega 3; lipoproteinas; doenga cardiovascular.
Grande &rea: Ciéncias da Salide
Setores de atividade: Outras atividades profissionais, cientificas e técnicas.

2009 - 2012 Graduagdo em Nutri¢go.
Universidade Nove de Julho, UNINOVE, Brasil.
Titulo: Tamanho das lipoproteinas e mobilidade Z-scan da LDL em adolescentes obesos.
Orientador: Fernanda Machado de Carvalho.

Formagao Complementar

2015 - 2015 Andlise de Regressao Mdltipla. (Carga hordria: 40h).
Faculdade de Satde Publica de Sdo Paulo, FSP - USP, Brasil.

2014 - 2014 Introdugdo ao Uso do Software Stata. (Carga horaria: 20h).
Faculdade de Satde Publica de Sdo Paulo, FSP - USP, Brasil.

2011 - 2013 Immediate Conversation Series. (Carga hordria: 200h).
‘Wizard Brasil, WIZARD, Brasil.

2011 - 2013 Espanhol. (Carga hordria: 200h).
People, PEOPLE, Brasil.

2012 - 2012 Como evitar as complicagdes da cirurgia baridtrica. (Carga horaria: 4h).
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, HCFMUSP, Brasil.

2012 - 2012 Atualizagdo de Nutricdo em Cardiologia. (Carga hordria: 12h).
Sociedade de Cardiologia do Estado de S&o Paulo, SOCESP, Brasil.

2011 - 2011 Curso para uso do Banco de Dados Bibiliograficos. (Carga horaria: 2h).
Faculdade de Satide Publica de Sao Paulo, FSP - USP, Brasil.
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Bolsista de Produtividade em Pesquisa do CNPq - Nivel 2

Enderego para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/8729581028001781

-@ Ultima atualizagio do curriculo em 04/03/2019

Professora Associada do Departamento de Nutricdo da Faculdade de Salde Publica (USP) e responsével pelo grupo de pesquisa em Oxidagdes Bioldgicas e Metabolismo
Lipidico. Nos (ltimos anos tem coordenado pesquisas na érea de Nutricdo e Doencas Crénicas (DCV, Obesidade, Cancer, Epilepsia e Doencas Neurodegenerativas), com
&nfase em aspectos lipidicos, oxidativos e inflamatdrios modulados pelos cidos graxos 6mega-3. E diretora da Divisdo de Nutricio e Dietética do Hospital Universitério (HU-
USP), membro da diretoria do Departamento de Nutricio da SOCESP, conselheira cientifica do Conselho Regional de Nutricio (CRN3), membro do Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia de Fluidos Complexos (INCT-FCx) e membro do conselho deliberativo do Nicleo de Apoio a Pesquisa de Fluidos Complexos (NAP-FCx), além de fazer
parte de comissdes da Universidade de S&o Paulo (Biosseguranca, Graduac@o en Nutricdo, Cultura e Extensdo e Residéncia Multiprofissional da FSP). Desde 2014 coordena
o Programa de Cooperacdo Internacional Brasil - Suecia (CAPES-STINT), além de possuir parceria com grupos de pesquisa nacionais (UFPI, UECE, UNIFOR, UFC, UFF) e
estrangeiros (Harvard University e Universidade de Barcelona). Possui Graduacdo em Nutricdo pela Universidade Estadual do Ceard (1995), Mestrado (1997) e Doutorado
(2001) em Ciéncias dos Alimentos pela Universidade de S&o Paulo. Realizou estagios de Pds-doutoramento em Imunologia (USP, 2004) e Nutricdo e Endacrinologia
(Universidade de Barcelona, Espanha, 2010). (Texto informade pelo autor)

Identificagdo

Nome

Nome em citagies bibliograficas

Enderego

Enderego Profissional

Formagdo académica/titulacdo

1997 - 2001

1995 - 1997

Négila Raquel Teixeira Damascena

DAMASCENO, N. R. T.;DAMASCENO, NAGILA RAQUEL TEIXEIRA;DAMASCENO, N.R.T.;DAMASCENO, NAGILA RAQUEL TETXEIRA; DAMASCENO, NAGILA
R;DAMASCENO, NAGILA R.;Damasceno NR;DAMASCENO, NR;Damasceno NRT

Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Salide PUblica
Av. Dr. Amaldo, 715

Pacaembu

01246-904 - Sao Paulo, SP - Brasil

Telefone: (011) 30617865

Fax: (011) 30617701

URL da Homepage: http://www.usp.br

Douterado em Ciéncias dos Alimentos (Conceito CAPES 7).

Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.

Titulo: Influéncia das Isoflavonas Extraidas da Soja na Hipercolesterolemia e na Aterosclerose Experimental Induzida pela Caseina, Ano de cbtencdo:
2001.

Orientador: e Dulcineia Saes Parra Abdalla.

Bolsista do(a): Fundacio de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo, FAPESP, Brasil.

Palavras-chave: Tsoflavonas; Caseina; Oxidacdo; Lipoproteinas; Anticorpos; Aterosclerose.

Grande drea: Ciéncias da Salide

Grande Area: Ciéncias da Salde / Area: Medicina / Subérea: Clinica Médica / Especialidade: Alergologia e Imunologia Clinica.

Grande Area: Ciéncias da Sa(ide / Area: Medicina / Subérea: Clinica Médica / Especialidade: Endocrinologia.

Setores de atividade: Fabricacdo de Produtos Quimicos; Fabricacdo de Produtos Farmacéuticos; Desenvolvimento de Produtos Tecnoldgicos Voltados
Para A Salide Humana.

Mestrado em Ciéncias dos Alimentos (Conceito CAPES 7).

Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.

Titule: Influéncia da Proteina Isclada da Soja € da Caseina ne Desenvolvimento da Aterosclerose Experimental em Coelhos, Induzida pela Dieta Rica em
Colesterol,Ano de Obtengdo: 1997.

Orientador: e Dulcineia Saes Parra Abdalla.

Bolsista do(a): Coordenacso de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, Brasil.

Palavras-chave: Soja; Caseina; Aterosclerose; Colesterol; Anticorpos; hipercolesterclemia

Grande area: Ciéncias da Salde

Grande Area: Ciéncias da Satide / Area: Medicina / Subdrea: Clinica Médica / Especialidade: Alergologia e Imunologia Clinica.

Grande Area: Ciéncias da Satide / Area: Medicina / Subdrea: Clinica Médica / Especialidade: Endocrinologia.

Setores de atividade: Nutrigao e Alimentacgo; Desenvolvimento de Produtes Tecnoldgicos Voltados Para A Salide Humana; Fabricagiio de Produtos
Farmacéuticos.



