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RESUMO

Introducdo: A homeostase de colesterol corporeo se da principalmente pelo balango entre a
sintese corporea e a absorc¢do intestinal de colesterol e desequilibrios nestas vias podem estar
relacionados a progressdo da doenca aterosclerotica. Estudos indicam que o aumento da
absorcéo e a reducdo da sintese de colesterol sdo processos que podem se associar ao risco da
doenca cardiovascular, porém na maioria deles os marcadores foram avaliados em condicGes
clinicas como obesidade, diabetes mellitus e dislipidemias, situacdes que podem ser fatores
confundidores. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar as relagdes entre os
marcadores séricos de sintese (S) e de absorcdo (A) de colesterol e os fatores de risco para
doencas cardiovasculares (DCV), a espessura mediointimal das carétidas (EMIc) e a presenca
de placas aterosclerdticas carotideas em individuos saudaveis. Este trabalho foi aprovado sob
0 parecer 2.617.807/2018 do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Material e métodos: Trata-se de um estudo
transversal, realizado no Hospital de Clinicas da Unicamp, em Campinas, Sdo Paulo, Brasil
envolvendo 270 voluntarios de ambos 0s sexos rigorosamente selecionados a partir de um
convénio com a Secretaria Municipal de Saude de Campinas. Realizaram-se exames clinicos,
avaliacdes antropomeétricas e testes laboratoriais incluindo perfis lipidicos e glicometabolicos
e proteina C reativa de alta sensibilidade analisados por métodos enzimaticos e/ou
colorimétricos, imunoturbidimetria e nefelometria. Os marcadores de sintese desmosterol e
latosterol ¢ de absor¢do campesterol e [-sitosterol foram determinados através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. A espessura mediointimal da
carotida (EMIc) e a presenca de placas ateroscleréticas foram acessadas por ultrassonografia
de modo B de alta resolugdo. Analises estatisticas descritivas, comparativas, de correlagédo e
associativas foram realizadas. Resultados: A idade dos voluntarios variou de 19 a 75 anos
(mediana =43) sendo 51% do sexo feminino. Placas ateroscleréticas estavam presentes em
19% dos individuos. A idade, indice de massa corpérea (IMC), pressdo arterial sistélica e
diastdlica, colesterol total, NHDL- colestero} (colesterol ndo HDL), triglicerideos, glicose e
razao de latosterol/B-sitosterol correlacionaram-se positivamente com EMIc (p<0,05). EIMc
ndo foi explicada nem associada aos marcadores S e A nas analises de regressdo linear
multivariada e na de regressdo logistica (EIMc<0,9 vs >0,9mm) (dados ndo mostrados).
Campesterol associou-se de forma direta e individualmente com a ocorréncia de placas
aterosclerdticas, Odds Ratio (OR) = 1,71 (intervalo de confianga (IC) 95% = 1,04-2,82,
p<0,05) e inversamente com ambas as razdes latosterol/campesterol, OR = 0,29 (IC = 0,11-
0,80, p<0,05) e latosterol/p-sitosterol, OR = 0,45 (IC = 0,22-0,95, p<0,05). As analises de
regressao logistica foram ajustadas para sexo, idade, IMC, colesterol total e NHDL-colesterol.
Idade, sexo, IMC, proteina C reativa e triglicérides determinaram os marcadores S e A na
regressdo linear multivariada. Conclusédo: Os resultados indicaram que o campesterol pode
estar associado a placas ateroscleroticas e as relagfes latosterol/campesterol ou B-sitosterol
sugeriram uma associacdo inversa. Uma vez que a sintese e a absorcdo S40 processos
reversos, o campesterol pode refletir alteracdes na homeostase do colesterol corporal com
potencial aterogénico. Estudos subsequentes devem ser realizados para elucidar melhor o



papel dos marcadores de sintese e absorcdo de colesterol na aterosclerose subclinica em
individuos saudaveis.

Palavras-chave: Aterosclerose carotidea. Espessura mediointimal da carotida. Absorcéo
intestinal. Fitoesterois.



ABSTRACT

Introduction: Body cholesterol homeostasis occurs mainly due to the balance between
hepatic synthesis and intestinal cholesterol absorption and imbalances in these pathways may
be related to the progression of atherosclerotic disease. Studies indicate that increased
absorption and reduced cholesterol synthesis are processes that can be associated with the risk
of cardiovascular disease, however in most of them the markers were evaluated in clinical
conditions such as obesity, diabetes mellitus and dyslipidemia, situations that can be
confounding factors. Thus, the present study aimed to investigate the relationships between
serum cholesterol synthesis (S) and absorption (A) markers and risk factors for cardiovascular
diseases (CVD), carotid Intima-media thickness (cIMT) and the presence of atherosclerotic
carotid plaques in healthy individuals. This work was approved under the evaluation
2,617,807 / 2018 of the Ethics Committee of the Faculty of Medical Sciences of the State
University of Campinas (Unicamp). Material and methods: This cross-sectional study
carried out at Hospital de Clinicas - Unicamp, in Campinas, Sdo Paulo, Brazil enrolled 270
volunteers of both sexes strictly selected from an agreement with the Municipal Health
Department of Campinas. Clinical examinations, anthropometric evaluations and laboratory
tests were performed including lipid and glycometabolic profiles and high-sensitivity C-
reactive protein analyzed by enzymatic and/or colorimetric methods, immunoturbidimetry and
nephelometry. Markers of cholesterol synthesis, desmosterol and lathosterol and cholesterol
absorption, campesterol and B-sitosterol, were determined by gas chromatography coupled to
mass spectrometry. cIMT and the presence of atherosclerotic plaques was assessed using the
high-resolution B-mode ultrasound method. Descriptive, comparative, correlation and
associative analyzes were performed. Results: The age of the volunteers ranged from 19 to 75
years (median = 43) with 51% being female. Atherosclerotic plaques were present in 19% of
individuals. Age, body mass index (BMI), systolic and diastolic blood pressure, total
cholesterol, NHDL-cholesterol (non- HDL cholesterol), triglycerides, glucose and
lathosterol/B-sitosterol ratio were significantly and positively correlated with cIMT (p<0.05).
EIMc was neither explained nor associated with S and A markers in both multivariate linear
regression analysis and logistic regression (EIMc<0.9 vs> 0.9mm) (data not shown).
Campesterol was directly and individually associated with the occurrence of atherosclerotic
plaques, odds ratio (OR) = 1.71 (95% confidence interval (Cl) = 1.04-2.82, p< 0.05) and
inverse associations with both lathosterol/campesterol ratios, OR = 0.29 (Cl = 0.11-0.80,
p<0.05) and lathosterol/B-sitosterol, OR = 0.45 (CI = 0.22-0.95, p<0.05) were observed in the
univariate logistic regression analysis, with adjusted for sex, age, BMI, total cholesterol, and
NHDL-cholesterol. Age, sex, BMI, C reactive protein and triglycerides determined S and A
markers in the multivariate linear regression analysis. Conclusion: The findings indicated that
campesterol may be associated with atherosclerotic plaques and the lathosterol/campesterol or
[-sitosterol ratios suggested an inverse association. Since synthesis and absorption are reverse
processes, campesterol, could reflect changes in body cholesterol homeostasis with
atherogenic potential. Subsequent studies should be performed to better elucidate the role of
cholesterol absorption and synthesis markers in sub-clinical atherosclerosis in healthy
individuals.



Keywords: Carotid atherosclerosis. Carotid intima-media thickness. Intestinal Absorption.
Phytosterols
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1 INTRODUCAO
1.1 Metabolismo do colesterol corpdreo

A maioria dos lipidios encontrados no corpo insere-se nas categorias de acidos
graxos, triglicérides, fosfolipideos, esfingolipidios, eicosanoides, colesterol (colesterol livre e
colesterol esterificado), fitoesterdis, sais biliares, horménios esteroides e vitaminas
lipossolUveis. Esses lipideos tém estruturas quimicas e funcdes diversificadas e possuem uma
caracteristica em comum, sua insolubilidade em &gua ou carater apolar (1).

O colesterol é o esteroide mais abundante nos animais (2). E uma molécula
anfipatica que apresenta caracteristicas hidrofilicas, ou seja, soliveis em meio aquoso
decorrente do grupamento hidroxila associado ao carbono 3, e caracteristicas hidrofébicas
(insoltveis em agua) devido ao nucleo esteroide e por uma cadeia de hidrocarboneto ligada ao

carbono 17 na molécula do colesterol (2,3), como mostrado na figura 1.

Figura 1: Estrutura molecular do colesterol. Fonte: Adaptada de (8).

O colesterol € uma molécula que tem funcgdes fisioldgicas variadas e fundamentais
para o funcionamento do organismo, uma vez que é um componente essencial de membranas
celulares, regulando sua fluidez. Ainda, é o precursor da sintese de horménios esteroides,

vitamina D e dos &cidos biliares (4,5).
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A maior parte do colesterol do organismo origina-se da biossintese (via
enddgena), enquanto aproximadamente 30% sdo fornecidos pela dieta (via exdgena)
diariamente (4,5).

Em relacdo ao processo de digestdo dos componentes lipidicos da dieta, €
importante ressaltar que os triglicérides sdo as principais gorduras presentes na alimentacdo
humana e a proporgao de colesterol ingerida diariamente equivale ao consumo de produtos de
natureza animal, o que varia significativamente conforme o tipo de dieta (6).

O processo de digestdo dos triglicérides inicia-se de forma limitada na lingua
(lipase lingual) e no estdmago (lipase gastrica), pois essas lipases hidrolisam
preferencialmente acidos graxos de cadeia curta e média (contendo 12 ou menos dtomos de
carbono), figura 2 (6).

Gorduras |

mgev»da§na amnciiayav
dieta |\ A I

Midcito ou adipdcito

Armazenamento
¢

© 0s cidos
Qraxos s&o
| \ | | €0, oxidados como
| Veskula '\~ ' combustiveis ou
|| bl ATP asterificados
\'/‘q —~ NOVamante para
‘ “,, armazenamento,
= © 0saddos graxos entram
y \ nas célukas,
0 Ossaisbiiares | A _ Lipase lipoproteica
emulsificam as Mucosa '
gorduras da dieta \ “~ intestinal J @ Alipase lipoproteica,
no Intestino delgado, ativada por apoC-ll nos
fo_rmando micelas capllares, converte
mistas.

triacilglicerdis am dcidos
graxos e glicerol

A o /1\/ @ Osqullomicrons movam-se
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degradam os ‘[___ {b \\‘_/ pelo sistema finfitico e pela
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produtos da degradagdo sdo O Ostriacilglicertls sho Incorporados com
absorvidos pela mucosa intestinal @ colesterol e apolipoprotelnas,
convertidos em triacilglicerdis. nos quilomicrons.

Figura 2: Digestdo dos triglicérides. Fonte: Adaptada de (7)

Quando o contetdo alimentar chega ao duodeno, estimulos hormonais favorecem
a contracdo da vesicula biliar e liberagdo do seu contetdo, a bile. Nesta, sdo encontrados 0s
sais biliares, compostos anfipaticos sintetizados no figado (8). Dada esta caracteristica, 0s
lipideos provenientes da alimentagdo sdo emulsificados pela acdo dos sais biliares no intestino
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delgado. A funcdo dos sais biliares € produzir micelas, facilitando assim a digestdo pelas
enzimas pancreéticas e sua posterior absorcéo (1).

Além de estimular as secreces biliares, a chegada do alimento também favorece a
secrecdo do conteudo pancreatico, rico em bicarbonato e enzimas hidroliticas, dentre estes,
destaca-se a lipase pancreatica, que é secretada concomitantemente com outra proteina, a
colipase. Seu papel envolve a hidrdlise dos triglicérides e a partir deste processo sdo
produzidos acidos graxos livres e monoglicerideos (6).

O péancreas também produz e secreta esterases que removem 0s acidos graxos
provenientes de outros compostos (tais como ésteres de colesterol) e a fosfolipase A2 que atua
sobre os fosfolipideos, formando &cido graxo livre e um lisofosfolipideo. Ainda, a colesterol-
éster-hidrolase hidrolisa os ésteres de colesterol originando o colesterol livre (1,6).

As micelas abrigam os produtos da digestdo enzimatica, como acidos graxos
livres, glicerol, lisofosfolipideos e colesterol livre. Ainda, integram sua composi¢do 0s
esterois vegetais e vitaminas lipossoltveis (3). Pela sua natureza fisico-quimica, as micelas
interagem com a membrana do enterdcito, no lumen intestinal, e permitem a difusdo dos
componentes lipidicos pela membrana para dentro da célula (6,8). Os sais biliares ndo sdo
absorvidos pelos enterdcitos nesse momento, eles permanecem no intestino, movendo-se para
a parte mais baixa deste e sdo entdo, reabsorvidos e levados de volta ao figado pela circulagdo
entero-hepatica permitindo assim que estes sejam reprocessados e reutilizados no processo de
digestdo dos lipides da dieta (6,8).

A absorcdo do contetdo de colesterol e de esterdis vegetais contido nas micelas
ocorre principalmente por meio de difusdo controlada ou facilitada pelo transportador
NPC1L1 (do inglés Niemann-Pick C1 Like 1), que esta localizado na membrana apical dos
enterdcitos. Este é expresso no jejuno e ileo proximal e esté localizado tanto na membrana dos
enterécitos quanto no figado (9). O Ezetimibe® é o primeiro farmaco utilizado como inibidor
da absorcao de colesterol e tem como alvo a NPC1L1, impedindo a absor¢éo de colesterol do
lumen intestinal para dentro dos enterécitos, como mostrado na figura 3 (9,10).
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Figura 3: Absor¢do de colesterol mediada pelo transportador de membrana NPC1LI. Fonte: Adaptada de
(11).

Uma vez no enterdcito, a molécula de colesterol é esterificada com um &cido
graxo em um processo mediado pela ACAT1 e ACAT2 (Acilcolesterol Acil Transferase),
enzimas localizadas na membrana do reticulo endoplasmatico (4). J& os acidos graxos e o
monoglicerideos sdo condensados por reagfes enzimaticas no reticulo endoplasmatico liso
para formar os triglicérides (6). Além de colesterol esterificado e triglicérides, os fosfolipides
também sdo reconstituidos dentro do reticulo endoplasmatico. Frente a este processo, cabe a
MTP (proteina de transferéncia microssomal) promover a conjugacao deste conteudo lipidico
a uma apolipoproteina estrutural, a apolipoproteina B-48 (Apo B-48) (12).

Assim, as células intestinais empacotam os triglicérides junto com proteinas e
fosfolipideos bem como o colesterol esterificado e vitaminas lipossollveis em uma
lipoproteina conhecida como quilomicron, cujo centro agrega os lipideos hidrofobicos como
colesterol esterificado e triglicérides e estes ficam envolvidos por uma monocamada de
fosfolipideos, que permitem que uma capa de hidratacdo se forme em volta da lipoproteina
(6).

Além disso, a superficie do quilomicron contém a ApoB-48, que aumenta a
solubilidade desta lipoproteina no meio aquoso (1). Moléculas de colesterol livre estdo
distribuidas por toda a superficie da lipoproteina para estabiliza-la, de modo que permita a

manutenc¢do da sua forma esférica (6).
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Os quilomicrons sdo secretados na linfa e por consequéncia acabam na circulagdo
sanguinea via ducto tordcico, um grande canal linfatico que se estende do abdémen até o
pescoc¢o, onde se conectam com 0S vasos sanguineos venosos e distribuem os lipideos da dieta
para todos os tecidos do corpo (4,6,13).

Ap0s a sua secrecdo nos capilares linfaticos intestinais, os quilomicrons (figura 4)
interagem com outras lipoproteinas presentes na linfa, principalmente a HDL (lipoproteina de
alta densidade), dela adquirem duas apolipoproteinas, a apolipoproteina CIl (ApoC Il) e a

apolipoproteina E (ApoE) e doam Apo A-1 e Apo A-1V, além de perder fosfolipides (4,6,13).

2 Apolipoproteina

Fosfolipidios

Colesterol

Triglicerideos

Figura 4: Estrutura do quilomicron. Fonte: Adaptada de (8).

A ApoC Il do quilomicron permite que ocorra o reconhecimento da particula pela
Lipoproteina lipase (LPL) enzima localizada na superficie das células endoteliais dos
capilares dos musculos esqueléticos e do tecido adiposo. Assim, a LPL atua especificamente
sobre os triglicérides no quilomicron, produzindo acidos graxos livres e glicerol (4,6,13).

Os acidos graxos liberados podem ser difundidos pelas membranas celulares
destes tecidos e serem mobilizados nestas células para a producdo de energia (musculo
esquelético, principalmente) ou para armazenamento na forma de triglicérides nos adipdcitos.
O glicerol liberado é soltvel e captado para metabolizacdo no figado; parte dos &cidos graxos
podem ser transportados para este tecido ligados a albumina (4,6,13).

Como os quilomicrons passam por um processo progressivo de deplecdo em

triglicerideos, sua densidade aumenta, ao passo que seu didmetro diminui e assim, eles se
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tornam quilomicrons remanescentes, os quais sdo captados pelo figado por receptores de
membrana que reconhecem a ApoE (6).

O quilomicron remanescente, que agrega em seu conteudo os triglicerideos
residuais e o colesterol proveniente da dieta é entdo degradado em seus componentes
essenciais, que ficam disponiveis para serem utilizados pelos hepatocitos (1,6).

A gordura ingerida na dieta seré utilizada para gerar energia ao organismo ou sera
armazenada no tecido adiposo, se o individuo consome gorduras em excesso, o figado
transforma o glicerol e o &cido graxo em triglicerideos, estes, por sua vez, sdo agregados a
apolipoproteina B-100 (apo B-100) junto aos fosfolipides, colesterol livre e colesterol
esterificado para formar lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) iniciando a via
hepatica do metabolismo de lipoproteinas plasmaticas (6,14).

As particulas de VLDL produzidas e liberadas na circulacao periférica sdo pouco
mais densas que os quilomicrons, pois contém um percentual menor de triglicerideos, mas
ainda assim bastante representativo: aproximadamente 50% de triglicérides, 40% de colesterol
esterificado e 10% de proteinas como a Apo B100 (6,15). A MTP é necessaria para a
formacéo de quilomicron no intestino, mas também é necessaria para a formacdo de VLDL no
figado, sendo expressa, portanto, nos dois tecidos (6,15).

Ao entrarem na circulagéo as particulas de VLDL interagem com outras classes de
lipoproteinas, especialmente a HDL. Neste processo, atuam como aceptoras de ApoC 1l e Apo
E. A ApoC Il recebida é reconhecida pela LPL, que por sua vez executa 0S mesmos processos
descritos anteriormente em relacdo a hidrolise de ligacGes presentes nos triglicerideos (16,17).

Desta forma, a LPL realiza a hidrélise dos triglicérides de VLDL, liberando
acidos graxos que sao redistribuidos para o tecido adiposo para armazenamento ou podem ser
utilizados principalmente no musculo esquelético como substrato energético (6,16,17).

Este processo de hidrolise reduz significativamente o conteudo em triglicérides de
VLDL, o que diminui seu diametro e conserva o colesterol agregado durante o processo de
sua formacdo. Esta lipoproteina remanescente é conhecida como lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL) (6,18). Grande parte das particulas de IDL sdo reconhecidas por
receptores hepaticos e removidas, sendo degradas e o seu contetdo redistribuido segundo as
necessidades teciduais metabdlicas. Entretanto, parte da IDL é reconhecida e captada por
receptores dos sinusoides hepaticos, favorecendo a atuacdo da lipase hepatica (LH) (6,17).

Esta enzima é responsavel pela hidrélise do contetdo residual de triglicérides

presentes em IDL, e o resultado deste processo € a formacdo de uma lipoproteina menor, que
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conserva a principal apolipoproteina estrutural da VLDL (Apo B-100) e é rica em colesterol
esterificado: a LDL, ou lipoproteina de baixa densidade (6,18).

As particulas de LDL circulantes séo responsaveis pelo fornecimento de colesterol
esterificado aos tecidos periféricos, principalmente as suprarrenais, as gonadas e ao tecido
adiposo, entretanto, quase 80% s&o removidas pelos hepatdcitos via receptor de LDL (LDLR),
também chamado de receptor ApoB-100/ApoE (19).

A captacdo celular de colesterol de LDL ¢ intermediada pela presenca do LDLR
na superficie celular, uma vez que este é capaz de reconhecer a ApoB-100 e promover a
formacdo do complexo LDL-LDLR que é internalizado via endocitose (8,19).

Os LDLRs séo glicoproteinas carregadas negativamente presentes especialmente
em depressdes na membrana celular, sendo estas recobertas com a proteina clatrina, que
estabiliza o formato destas regides especificas na membrana plasmatica (16).

Apos a endocitose do complexo formado, a vesicula contendo LDL-LDLR perde
seu revestimento de clatrina e se funde com outras vesiculas semelhantes, formando vesiculas
maiores chamadas endossomos que sdo compartimentos membranosos formados a partir do
processo de endocitose devido a atividade da ATPase endossomal o pH interno diminui, o que
faz com que a LDL se dissocie de seu receptor (6,16).

Os receptores entdo migram para um lado do endossomo, enquanto as particulas
de LDL permanecem livres dentro do limen da vesicula. O receptor é entdo direcionado para
vesiculas de reciclagem que o retornam a membrana celular para realizar um novo ciclo e as
particulas de LDL sdo degradadas frente a fusdo em lisossomos, responsaveis pela digestao
intracelular. A ApoB-100 é degradada em aminoacidos, os ésteres de colesterol presentes no
nacleo das particulas das LDL sdo também hidrolisados, liberando colesterol livre no
citoplasma, como apresentado na figura 5 (1,19,20).

O LDLR € uma glicoproteina sintetizada no reticulo endoplasmaético e esta
expresso na maioria das células, especialmente no figado. As células captam colesterol do
plasma por meio desses receptores sendo a expressdo do LDLR na superficie da célula
fortemente regulada: se o contetdo de colesterol celular estiver elevado, haverd uma
diminuicdo do numero de receptores a serem sintetizados, porém se a célula precisar de
colesterol, a expressdo dos LDLR aumenta, e consequentemente aumentara 0 numero de

receptores na superficie da célula, como mostrado na figura 5 (17).
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Uma parte do colesterol livre intracelular pode ser oxidado, gerando éxidos de
colesterol. Estas moléculas tém por funcdo primordial controlar e regular a transcricdo de
genes de proteinas e enzimas envolvidas no metabolismo lipidico intracelular; entre os
principais alvos, estdo os genes da ACAT, da HMG-CoA redutase (hidroximetilglutaril
coenzima A redutase), dos receptores de LDL e dos receptores de HDL, estabelecendo assim
um controle constante das concentrac6es de colesterol no meio intracelular (21).

Além disso, o colesterol livre é esterificado pela acdo da ACAT2 no meio
intracelular, sendo o armazenamento feito sob a forma de goticulas no citoplasma. Assim, a
ACAT?2 previne a distribuicdo de colesterol livre irregular nas membranas intracelulares,
processo gue consiste em um importante fator citotoxico (22).

A particula de HDL também atua na homeostase corpdrea de colesterol. Esta

lipoproteina é formada como estruturas discoidais ricas em proteinas, a mais abundante é a
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apolipoproteina A-1 (Apo A-l) que medeia o efluxo de colesterol celular através do ABCA1
(do inglés, ATP-binding cassette transporter Al) atuando principalmente no transporte do
excesso de colesterol dos tecidos periféricos para o figado em um processo chamado
transporte reverso de colesterol (23).

Diversas etapas sdo necessarias para que ocorra o transporte reverso do colesterol
(figura 6), entretanto é essencial o processo mediado pela ABCA1, como a transferéncia de

fosfolipidios e colesterol de membranas celulares para a Apo A-1 pobre em lipidios no espaco

CETP PLTP

extracelular (24).

preB- HDL
Célula periférica Figado

LCAT LH
—
ApoA 1

Figura 6: Principais vias do transporte reverso do colesterol e metabolismo da HDL. Fonte Adaptada de (24).

Este processo permite que a particula nascente de HDL agregue colesterol livre e
fosfolipideos de tecidos extra-hepaticos, incluindo de células espumosas presentes na intima
arterial (16). E importante ressaltar que a enzima LCAT (lecitina-colesterol aciltransferase)
ligada a Apo A-l é responsavel pela esterificagdo do colesterol livre efluxado; este, mais
hidrofébico, migra para o interior da particula, o que altera sua conformacao estrutural. Este
processo resulta na geragédo de particulas de HDL3, bastante densas e esféricas (16,24,25).

As particulas de HDL3 sdo pequenas e pobres em lipidios, mas apresentam maior
capacidade de funcionar como aceptoras de colesterol, inibir a expressdo de moléculas de
adesdo nas células endoteliais in vitro e proteger a LDL do estresse oxidativo, quando
comparadas a HDL2 (25).
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A HDL3 medeia o efluxo de colesterol celular através do ABCAL, mas também
pode remover o colesterol das células por meio da interagdo com o0 ABCG1 (do inglés, ATP-
binding cassette transporter G1) e de fato, aproximadamente 20% da captacdo do colesterol
celular ocorre via ABCG1; ocorre também via interacdo com o SR-BI (do inglés, Scavenger
Receptor Class B Type 1). Por meio da acdo da LCAT sao gerados mais ésteres de colesterol,
garantindo o aumento do didmetro da particula que passa a ser chamada HDL2 (16,24-28).

A remocdo do contetdo de colesterol da HDL pelo SR-BI (23,29) na superficie
dos hepatdcitos leva a remocéo seletiva de ésteres de colesterol das particulas sem internalizar
suas proteinas, os fosfolipidios e as apolipoproteinas (16,23,24,26-29). Assim, HDL pobre
em lipides pode reiniciar o efluxo de colesterol nos tecidos, e consequentemente, o transporte
reverso de colesterol (TRC) (23,24).

E importante ressaltar que o colesterol direcionado aos hepatécitos via HDL sera
utilizado conforme as necessidades metabdlicas do organismo e promovera alteracGes
significativas na sinalizacdo a sintese enddgena e ao efluxo de colesterol. que é uma etapa
primordial do TRC responsavel pela protecdo celular contra o acimulo de colesterol e seus
efeitos deletérios subjacentes (17,23,30).

A HDL atua no espago subendotelial removendo o excesso de colesterol presente
nos macréfagos da camada intima arterial, 0 que caracteriza uma de suas principais fungdes
anti-aterogénicas (23).

Com relacdo ao metabolismo da HDL esta € reconhecida pela importancia da sua
interacdo com as outras classes de lipoproteinas plasmaticas. Ao passo que a HDL é uma
importante doadora de ApoC-l1l e ApoE para VLDL e quilomicrons, ela também pode ser
formada a partir do metabolismo destas lipoproteinas ricas em triglicerideos: isso é possivel
pela presenca de apo A-l, que se desprende junto ao colesterol livre e fosfolipides frente a
remodelacdo exercida pela LPL sobre estas lipoproteinas (16,24).

Ainda, a CETP (proteina de transferéncia de colesterol esterificado) realiza um
intercambio entre HDL, VLDL, LDL e quilomicrons, estabelecendo a transferéncia dos
ésteres de colesterol ou parte deles para as lipoproteinas que contém ApoB e em troca estas
cedem triglicerideos para HDL, que passa a ser substrato que permite a atuacdo da lipase
hepéatica. Este processo € importante, pois, por um lado, permite a formacdo de HDLs
menores e mais densas, aptas a reiniciar o efluxo e por outro, enriqguecem em colesterol

esterificado as fragOes que contem ApoB (16,24).
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Em resumo, o TRC gera um gradiente de retirada do excesso de colesterol dos
tecidos periféricos para o figado, bile e luz intestinal possibilitando sua excrecdo fecal
(16,24).

Na pratica a homeostase do colesterol corpéreo se da pelo balanco entre a via de
absorcdo exdgena, caracterizada pelos processos de transporte e metaboliza¢do do colesterol
proveniente do intestino, as vias de sintese de novo predominantemente hepatica e a excre¢do
fecal. Estas vias variam de acordo com caracteristicas genéticas, bem como o ritmo
circadiano, o peso corporal, fatores terapéuticos e a quantidade colesterol no organismo
proveniente da dieta (4,17,31).

Uma revisdo detalhada sobre as técnicas de mensuracdo dos marcadores de sintese
e absorcdo do colesterol na literatura foi publicada por MacKay e Jones (32).

Os meétodos disponiveis para quantificar a sintese do colesterol in vivo sdo
diversos e baseiam-se no balanco corporeo do colesterol, na conversdo fracional do
esqualeno, na incorporacao de marcadores como o deutério (DI, deuterium incorporation), na
analise da distribuicdo de massa isotopomérica (MIDA, mass isotopomer distribution
analysis) e, ainda, na determinacao de percursores do colesterol (no plasma ou soro) utilizada
e descrita neste trabalho por cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotdmetro de massa
(32).

Para a absorcdo do colesterol os métodos disponiveis foram descritos como
métodos diretos (perfusdo intestinal) e indiretos (balanco do colesterol, utilizacdo de
radioisotopos ou de isOtopos estaveis, niveis séricos de fitoesterois exdgenos) e a
quantificacdo sérica de fitoesterdis, utilizada e descrita neste trabalho por cromatografia
gasosa acoplada a um espectrofotdmetro de massa (32).

As razbes entre os marcadores da sintese e da absorcdo do colesterol, (precursor
metabolito/fitoesterol) foram utilizadas neste trabalho como uma estimativa do metabolismo

versus balango de colesterol (32).
1.2 Marcadores bioguimicos de sintese de colesterol

O colesterol € sintetizado em todas as células, principalmente no figado e intestino
através de um processo complexo que envolve inimeras enzimas e mais de 30 etapas
diferentes. Estes processos ocorrem a partir do sua molécula precursora, o acetil-CoA, que é
proveniente do processo de beta oxidacdo dos acidos graxos, metabolismo da glicose e/ou

aminoéacidos (33).
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A sintese do colesterol pode ser dividida em duas vias bioquimicas diferentes, que
podem ser reguladas de forma independente. Aproximadamente 80% da producdo ocorre pela
via chamada Kandutsch-Russel, onde colesterol é produzido a partir do 7-dehidrocolesterol,
tendo o latosterol como precursor; os 20% restantes podem ser produzidos pela via Bloch,
tendo como precursor direto do colesterol o desmosterol (33,34), como apresentado na figura
1.

Pouco se sabe sobre qual das duas vias é realmente usada nas diferentes células e
tecidos, ou quanto de colesterol exatamente cada via produz. Estas limitacGes ocorrem em
parte porque € dificil distinguir entre as moléculas intermediarias que sdo intimamente
relacionadas e que sdo formadas em cada via. Entretanto, sdéo amplamente aceitas como as

duas vias principais para a sintese do colesterol (34).
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Figura 7: Sintese de colesterol através das vias de Bloch e Kandutsch-Russell, enfatizando os precursores
apresentados desmosterol e latosterol. Fonte: Adaptada de (35).

De forma geral, a biossintese ocorre em quatro grandes etapas. Na primeira,
acontece a converséo do acetil-CoA em mevalonato, onde duas moléculas de acetil-CoA sdo
condensadas, por agdo da enzima tiolase, formando acetoacetil-CoA, o qual agrega uma
terceira molécula de acetil-CoA para formar o B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA (HMG-CoA),
reacdo catalisada pela HMG-CoA sintase. O HMG-CoA é entdo reduzido a mevalonato pela
HMG-CoA redutase (6).
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Na segunda etapa, ocorre a conversdo do mevalonato em isoprenoides, por meio
da adicdo de fosfato (trés grupos) ao mevalonato, derivados de trés moléculas de adenosina
trifosfato (ATP). Na terceira etapa ocorre a formacdo do esqualeno, através da condensacgéo
dos isoprenoides (seis unidades). Finalmente, ocorre a ciclizagdo do esqualeno, processo que
forma os quatro anéis planares do nucleo do colesterol. Todas as rea¢des ocorrem no reticulo
endoplasmatico (6,36).

Na reacdo de ciclizacdo, o esqualeno é transformado em lanosterol, que é o
primeiro esterol navia de biossintese do colesterol, dada a atividade da enzima 24-
Dehydrocholesterol Reductase ou A24-reductase (DHCR24) (33). A partir da formacdo do
lanosterol as etapas subsequentes dependem da via pelo qual o colesterol serd produzido. Na
via de Bloch (figura 7), o lanosterol é convertido a desmosterol, e este serve como substrato
para a enzima DHCR24, que o converte a colesterol. J& na via de Kandutsch-Russel a enzima
DHCR24 catalisa a conversdao do lanosterol a 24, 25-dihidroxilanosterol, substrato para
reacOes subsequentes que levam a formacéo de latosterol. Este, por sua vez, é substrato para a
DHCR7 7-Dehydrocholesterol Reductase, DHCR7 (7-desidrocolesterol), cujo produto final é
o colesterol (33,35).

As enzimas DHCR24 e DHCR7 geram colesterol a partir do desmosterol e
latosterol, respectivamente e localizam-se no citoplasma e reticulo endoplasmético e o
processo corresponde a uma série de reacdes complexas de polimerizagdo e ciclizacdo
(15,36).

Para compreensdo do metabolismo corpéreo do colesterol foram utilizadas ao
longo dos anos abordagens que buscavam avaliar os marcadores bioquimicos que refletissem
a homeostase do colesterol como a sua sintese enddgena e absorcao.

Neste contexto, mostrou-se relevante a utilizacdo de marcadores de sintese de
colesterol como o latosterol e desmosterol, que sdo conhecidos como 0s precursores de
colesterol, pois as concentracOes séricas destes percursores correlacionam-se fortemente com a
estimativa da sintese do colesterol quando sdo normalizados para o nivel de colesterol sérico
(33,37,38).

Esses marcadores estdo estruturalmente relacionados ao colesterol, apesar de
diferirem na complexidade de sua cadeia lateral, que é anexada ao anel esteroide (39). O
latosterol tem ligacdo dupla no carbono 7 e o desmosterol possui uma dupla ligagdo no
carbono 5 e carbono 24, como mostrado na figura 8 (30,40).
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Figura 8: Estrutura molecular de desmosterol e latosterol. Fonte: Adaptada (35).

A razdo pela qual é possivel avaliar estes esterdis como marcadores esta no fato
de que os precursores do colesterol sdo mais hidrofilicos do que o préprio colesterol, o que
garante certa mobilidade nas células e capacidade de penetrar nas membranas; estas
propriedades sdo marcadamente maiores em relacao ao colesterol (33).

Assim, os precursores do colesterol sdo liberados dos tecidos para a circulacdo em
quantidades que se correlacionam positivamente com a atividade da via sintética. Estudos de
base populacional mostram que as concentracfes de latosterol sdo de 10 (2-20) pumol/l e
desmosterol 5 ( 2—7) umol/I (33,40-42).

A regulacdo da biossintese de colesterol é realizada principalmente pela expressao
e funcdo da enzima HMG-CoA redutase, diretamente influenciada pela quantidade de
colesterol presente no meio intracelular (15,36). Entretanto, esta enzima também é fortemente
influenciada por fatores enddgenos hormonais, como por exemplo, a relacdo
insulina/glucagon, e por fatores exdgenos, como o uso de farmacos inibidores da sua atividade
entre outros (6).

A sensibilidade as concentracbes do colesterol intracelular é intermediada por
fatores de transcricdo ligados a membrana pela SREBP-2 (proteina de ligacdo ao elemento de
resposta ao esterol 2) que que ativam genes que codificam enzimas de colesterol e biossintese
de acidos graxos. A SREBP-2 estd ancorada no reticulo endoplasmatico liso e as
concentracdes do colesterol a mantem ligada as proteinas SCAP (proteina ativadora de
clivagem SREBP) e INSIG 1 (gene 1 induzido por insulina); a diminuicdo de colesterol
permite a dissociagdo de INSIG 1 do complexo. Assim, SREBP-2 e SCAP migram para o
complexo de Golgi, onde as proteases S1P e S2P (proteases Site 1 e Site 2) sdo ativadas pela
SCAP e clivam SREBP-2 do complexo. Este processo permite que SREBP-2 exerca o papel
de fator de transcri¢do, migrando para o ndcleo da célula e favorecendo a transcricdo de genes
associados a sintese de colesterol, com destaque para 0 do LDLR (o que levard a maior
captacdo de colesterol transportado pela LDL) e o da HMG-CoA redutase (favorecendo a
sintese endogena) (43,44).
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Quando o colesterol no interior das células esta elevado, ocorre a diminui¢do da
atividade enzimética da HMG-CoA redutase, bem como h& reducdo da expressdo de
receptores de LDL e a producdo de colesterol enddgena. Entretanto, € marcante o aumento da
atividade de ACAT?2, para estocar colesterol esterificado (33,35,44,45).

Assim como SREBP-2, o receptor nuclear X do figado (LXR) também é um
elemento regulador relevante do metabolismo de colesterol. Este fator de transcrigdo ativado
por ligante atua obrigatoriamente por meio da formacdo de heterodimeros com o RXR ou
receptor retinoide X. Juntos, modulam a transcricdo de diversos genes via ligacdo a regioes
especificas do DNA. Em condi¢bes basais h& repressdo do heterodimeros LXR/RXR, e
consequentemente ndo ha estimulo a transcricdo. Entretanto, a presenca de ligantes que
induzem alteracGes conformacionais no complexo permitem a liberacdo dos elementos
repressores e recrutamento de co-ativadores. Fisiologicamente, os esterdis oxidados ou
oxiesterois, derivados de colesterol e formados quando ha acimulo intracelular, sdo estimulos
que levam a ativagdo do complexo LXR/RXR. Uma das respostas mais marcantes deste
processo € a regulacdo positiva da expressao de transportadores de colesterol transmembrana,
como 0 ABCAL e ABCG1 (43,44,46).

Portanto, a determinacdo da concentracdo sérica de precursores do colesterol
como latosterol e desmosterol constitui uma relevante abordagem que reflete a sintese

corpdrea do colesterol (47).

1.3 Marcadores bioquimicos de absorc¢éao de colesterol

Os marcadores de absor¢do de colesterol conhecidos como fitoesterois ou esterdis
vegetais sdo componentes estruturais de células vegetais e a sua forma livre exerce importante
papel na estabilizacdo da bicamada lipidica das membranas, desempenhando funcéo anéaloga a
do colesterol em tecidos animais (39).

Os fitoesterdis mais frequentes presentes na dieta sdo 0 campesterol, B-sitosterol e
o estigmasterol, encontrados em alimentos como 6leos vegetais, especialmente de milho,
girassol, soja e oliva, oleaginosas como améndoas, cereais, gérmen de trigo e farelo de trigo,
além de frutas e hortalicas, como maracuja, laranja e couve-flor (48).

Uma dieta ocidental contém cerca de 300 mg de esterdis (fitoesterdis) e 30 mg de
estandis vegetais (fitoestenois). Estes estanois vegetais apresentam forma saturada, sem

duplas ligagdes, e seus principais representantes sdo o sitostanol e o campestanol que podem
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ser produzidos pela hidrogenacéao dos fitoesterdis. Dietas vegetarianas sdo caracterizadas pela
ingestdo de fitoesterdis de até 500 mg/dia (48).

A estrutura quimica dos fitoesterois (figura 9) é similar a do colesterol, diferindo
pela presenca de um ou dois grupos metil ou etil na cadeia lateral da molécula no carbono 24
(39). Ainda, possuem moléculas mais volumosas e mais hidrofobicas, o que lhes confere uma

maior afinidade pelas micelas intestinais do que o préprio colesterol (49,50).

Figura 9: Estrutura molecular do campesterol e p-sitosterol. Fonte: Adaptada de (35)

O manuseio de esterdis e estandis que entram no limen intestinal via dieta é
essencialmente um processo trifasico. A primeira fase ¢ amplamente de natureza fisico-
quimica, ocorre intraluminalmente culminando na incorporacdo de colesterol e outros esterdis
e estan6is em micelas mistas que servem como veiculos para transportar essas substancias
pouco sollveis em A&gua até a superficie da membrana da borda em escova dos
enterdcitos. Esta etapa de solubilizacdo é essencial para a entrada subsequente de qualquer
tipo de esterol na célula absortiva, de onde podem potencialmente atingir a circulacdo (51).

De fato, durante o processo digestorio ocorre a competicdo entre os fitoesterois e
0 colesterol para a incorporagé@o nas micelas, processo que pode repercutir diretamente na taxa
de absorcéo (52).

O transporte dos fitoesterdis para 0 meio intracelular ocorre via transportador
NPC1L1; como o colesterol utiliza 0 mesmo mecanismo, se reconhece que nesta fase do
processo também pode haver competicdo pelo transportador (10). Entretanto, 0 metabolismo
dos esterdis vegetais é distinto do colesterol pois sdo substratos pobres para a ACAT, o que
explica por que os esterdis vegetais ndo sdo esterificados facilmente e permanecem na forma
livre dentro da célula. Como consequéncia, os esterois vegetais livres, em contraste com 0s
ésteres de colesterol, ndo sdo eficientemente incorporados aos quilomicrons, figura 10
(10,53).
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Figura 10: Absorgao de fitoesterdis. Fonte Adaptado de (11)

A maioria dos esterois intracelulares livres sdo excretados de volta para o lumen
intestinal por meio do transportador ABCG5/G8. Na auséncia ou deficiéncia desses
transportadores, ocorre a sitosterolemia, uma doenca hereditaria autossémica recessiva rara,
na qual mutagdes nos transportadores ABCG5/G8 resultam em concentragbes fortemente
elevadas de esterdis vegetais no soro e nos tecidos (39).

As concentragOes séricas de esterois vegetais, dos quais s3o P-sitosterol
e campesterol os mais abundantes, estdo aproximadamente 50 vezes maiores na sitosterolemia
do que em individuos normais. Esse disturbio hereditario do metabolismo lipidico resulta na
formacdo de xantomas de pele e tenddes, alteracOes estruturais em eritrécitos e trombdcitos,
hemolise e, em alguns pacientes, aumento do risco cardiovascular (33).

Os fitoesterdis esterificados sdo incorporados aos quilomicrons e participam dos
processos metabolicos intrinsecos as lipoproteinas plasmaticas. A distribuicdo quantitativa de
esterdis vegetais nas principais classes de lipoproteinas é semelhante a do colesterol e,
portanto, eles circulam principalmente em particulas de LDL e HDL. Os fitoesterdis séo
excretados pela via biliar, uma vez que os transportadores ABCG5/G8 sdo expressos nos

hepatdcitos e estdo presentes nos canaliculos biliares (53).
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A absorcdo intestinal dos esterois e estanois vegetais € bem menor do que a do
colesterol; com a baixa absor¢do dos fitoesterdis e eficiente excrecdo biliar, apds captacdo
pelo figado, as concentracdes de fitoesterois circulantes sdo baixas, variando de 0,3 a 1,0
mg/dL (48).

Desde a década de 1950 tém-se atribuido aos fitoesterois
seu efeito bioldgico mais conhecido e estudado, que é a capacidade de reduzir a concentragdo
de LDL-C circulante. Varios estudos apontam que as concentracfes plasmaticas dos
fitoesterois refletem a ingestdo do colesterol da dieta (40,52), e que esta taxa tem influéncia na
homeostase do colesterol corpéreo (33,54,55).

Apos a ingestdo dos fitoesterdis estes competem com o colesterol para serem
absorvidos na luz intestinal, e esta competicdo diminui a absorcdo de colesterol; por
consequéncia, diminuem a concentracdo de LDL-C circulante, e alguns estudos relatam a
diminuicdo no risco de doencas cardiovasculares, mas os estudos sdo controversos (56).

Esta reducdo da absorcdo produz um estado de deficiéncia relativa de colesterol
estimula mecanismos contraregulatorios, ou seja, a biossintese de colesterol e a atividade do
LDLR para manter a homeostase do colesterol. Portanto, a modulacdo da absor¢do do
colesterol é, potencialmente, uma forma eficaz de reduzir as concentracdes plasmaticas de
colesterol LDL na populacéo em geral (32,57).

Um estudo publicado em 2014 relatou mecanismos envolvidos na inibi¢cdo da
absorcdo do colesterol mediada pelos fitoesterdis: primeiro, a competicdo entre colesterol e
fitoesterdis pela incorporacdo nas micelas no trato gastrointestinal; segundo, uma vez
internalizados esses esterdis vegetais podem ser destinados de diferentes formas; terceiro a
competicdo pelos transportadores ABCG5/G8, com os fitoesterdis sendo primeiramente
reconhecidos e bombeados para o limen intestinal pelos transportadores e por fim os
fitoesterdis sendo pouco esterificados em comparacdo com o colesterol por ACAT2 e, dessa

forma, a sua menor incorporacdo em quilomicrons (51).

1.4 Homeostase de colesterol e aterosclerose

A doenca cardiovascular (DCV) é uma das principais classes de morbimortalidade
em todo o mundo (45). Estima-se que a cada ano sejam registrados 17,7 milhdes de ébitos no
mundo (58) decorrentes destas doencas. No Brasil cerca de 350 mil pessoas a cada ano
morrem por doencas cardiovasculares, sendo responsaveis por aproximadamente 30% de

todas as mortes (59). Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) a taxa de
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mortalidade atualmente registrada em decorréncia desta doenca varia de 98 a 267 dbitos
notificados para cada 100 mil habitantes (59).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), trés quartos das mortes
por DCV ocorrem em paises de baixa e média renda. Caracteristicas como desnutricdo,
inatividade fisica, consumo de alcool e tabagismo sdo fatores de risco com grande destaque
para o desenvolvimento de DCV (58,60).

A aterosclerose é um processo subjacente a grande parte das manifestacdes
cardiovasculares e o numero elevado de fatores de risco associados pode representar a maior
gravidade da doenca (18,61). Consequentemente, as manifestacfes como infarto agudo do
miocéardio (IAM) e acidente vascular cerebral (AVC) sdo resultantes da interacdo de inimeros
fatores de risco para DCV(18).

Os fatores de risco para aterosclerose podem ser divididos em duas classes: ndo
modificaveis que incluem a hereditariedade (historia familiar de DCV), sexo, idade e/ou
fatores de risco modificaveis, que estdo relacionados aos habitos de vida como tipo de dieta,
obesidade (incluindo depoésito de gordura na regido abdominal), hipertensdo arterial, o
diabetes mellitus, o tabagismo, o uso abusivo de alcool, o sedentarismo, 0 estresse e as
dislipidemias (18).

Os fatores de risco estdo relacionados a elevado risco cardiovascular e quanto
maior o nimero de fatores de risco presente nos individuos maior serd a probabilidade de
apresentar um evento cardiovascular, da mesma forma, quanto melhor o controle dos habitos
de vida, com reducdo do numero de fatores de risco modificaveis associados, maior sera a
reducéo do risco cardiovascular (18,62)

As dislipidemias sdo causadas por alteraces metabolicas que ocorrem em
resposta a distdrbios nas etapas do metabolismo lipidico, e sdo classificadas laboratorialmente
como hipercolesterolemia isolada, com aumento isolado do LDL-C (LDL-C >160 mg/dL);
hipertrigliceridemia isolada, com aumento isolado dos triglicérides (TG >150 mg/dL em
jejum calérico ou >175 mg/dL sem jejum; hiperlipidemia mista com aumento do LDL-C
(LDL-C >160 mg/dL) e dos triglicérides (TG >150 mg/dL em jejum calorico ou >175 mg/dL
sem jejum, se e HDL-C baixo (homens <40 mg/dL e mulheres <50 mg/dL) isolada ou em
associagao ao aumento de LDL-C ou de triglicérides (18,63).

A etiologia das dislipidemias pode ser primaria, ou seja, associada a fatores
genéticos podendo ter natureza monogénica ou poligénica. Dentre as dislipidemias de causa
primaria mais frequentes destaca-se a hipercolesterolemia familiar, provocada por alteracoes

no gene que codifica o receptor de LDL ou de ApoB-100, entre outros (18).
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As dislipidemias secundérias estdo relacionadas a outras doengas como sindrome
metabdlica, obesidade, diabetes mellitus, doencas hepéticas e renais, hipotireoidismo, uso de
medicamentos  (diuréticos,  betabloqueadores, anabolizantes,  corticosteroides e
anticoncepcionais) e relacionadas ao estilo de vida como habito alimentar e sedentarismo
(63).

Os fatores de risco estdo bem estabelecidos e estdo relacionados as questdes
socioeconémicas e ocupacionais, podendo estar presentes em idade precoce e progredir com o
avancar desta, exibindo intensidade diretamente proporcional ao nimero e gravidade dos
fatores de risco do individuo (18,62).

De forma geral, estes contribuem para alteracdes significativas no endotélio
vascular (disfuncdo endotelial) que permitem o facil acesso de lipoproteinas ricas em
colesterol, especialmente a LDL-C, ao espaco subendotelial das artérias de grande e médio
calibre. De forma simplificada, o colesterol total, mas principalmente o LDL-C, é um fator de
risco comumente associado a morte por DCV, podendo ser considerado o elemento chave no
processo aterosclerético (18,58).

A aterosclerose é caracterizada por uma longa fase assintomatica, podendo ter
inicio no estagio de vida intrauterino ou na infancia (64). E uma doenca que progride
assumindo uma natureza inflamatoria cronica, proliferativa, degenerativa e com base
multifatorial, figura 11 (18,65).
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Figura 11: Aterosclerose e oxidacao do LDL. Fonte Adaptada de (66).

O endotélio vascular de uma artéria € constituido por trés camadas distintas,
dentre as quais a tunica interna (ou intima) que forra o vaso internamente; a tinica média, que
é formada por células musculares lisas, envolvidas por colageno e elastina e a tdnica
adventicia que apresenta grande quantidade de fibras colagenas e elésticas, contém
mastocitos, terminacfes nervosas e micro vasos que penetram no tecido conjuntivo adjacente
que faz com que o limite externo do vaso ndo seja definido (15).

O inicio da aterogénese ocorre muitos anos antes das manifestacGes estruturais e
clinicas da doenca o que pode ser atribuido a fenbmenos que geralmente ocorrem
simultaneamente, como a disfuncéo endotelial associada ao acumulo de lipoproteinas ricas em
colesterol esterificado (como o LDL) no espaco subendotelial. Este processo € relevante, pois
esta lipoproteina quando retida neste espago, é suscetivel as modificagdes oxidativas na sua
estrutura ocasionada por produtos metabolicos como radicais livres de oxigénio,
principalmente quando existe a presenga de fatores de risco que favorecem o estresse
oxidativo (18,67).

Fatores de risco como as dislipidemias, a obesidade visceral, hipertenséo arterial e

tabagismo favorecem significativamente a disfuncdo endotelial e, consequentemente,
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aumentam a permeabilidade vascular, interferindo no equilibrio entre a vasoconstricdo e
vasodilatagéo (15).

Este aumento da permeabilidade por si s6 aumenta a expressao de moléculas de
adesdo pelas células endoteliais, como a molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1),
bem como a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e a molécula de adesdo E-selectina
(64,65,68). Ainda, compromete sua capacidade de liberar Oxido nitrico, um importante
vasodilatador, bem como outras substancias que podem auxiliar no controle de aderéncia de
macromoléculas como plaquetas e mondcitos ao endotélio vascular (15,18,64).

Frente a estas alteragdes, especialmente pela retencdo de LDL oxidada (LDLox),
0s mondcitos residentes se diferenciam a macré6fagos e passam a reconhecer e fagocitar estas
particulas, gracas a presenca de receptores do tipo scavenger (69). Estes macréfagos
estabelecem uma resposta local pré-inflamatéria, e iniciam a secrecdo de citocinas e
quimiocinas cujo objetivo é amplificar a resposta mediante o recrutamento de mondcitos para
o local da leséo (18,64).

Estes mediadores pro-inflamatérios amplificam a expressdo de moléculas de
adesdo pelo endotélio vascular, o que favorece significativamente a migracdo de monadcitos
(diapedese) e sua diferenciagdo no espago subendotelial, os tornando aptos a fagocitar as
particulas de LDLox (64,70,71).

Conforme o processo inflamatorio se estabelece com uma natureza crénica, hd um
acumulo de macrofagos repletos de lipides (também chamados de células espumosas) e a
sinalizacdo para proliferacdo e migracdo de células musculares lisas, que tendem a se dispor
proximos ao endotélio vascular e produzem uma série de elementos da matriz extracelular,
especialmente colageno (18,64). Assim, € formada a capa fibrosa da placa aterosclerética, que
dependendo da natureza inflamatoria do tecido e subsequente producdo de metaloproteases,
pode ser resistente e estavel ou altamente propensa a ruptura e exposicao do contetdo rico em
tecido necrdtico e lipides oxidados (64,65,72).

As placas ateroscleréticas estdo associadas a diferentes desfechos clinicos
cardiovasculares, podendo ser consideradas placas estaveis, que tem como caracteristica uma
capa fibrosa e comumente associadas com inclusdes calcificadas e com auséncia ou apenas
pequenas quantidades de lipides extracelulares (73). Ja as placas vulneraveis apresentam
grande conteudo de lipides e possuem uma capa fibrosa fina, elas sdo mais propensas a
rupturas, que podem levar a trombose, a embolizacdo de fragmentos lipidicos, levando a

ocluséo de vasos e os reconhecidos desfechos cardiovasculares (73).
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Durante 0 processo continuo de formacdo da placa, duas forgas principais de
remodelagdo do tecido podem estar operando: por um lado, as células musculares lisas
aumentam a forca estrutural ao produzir a matriz de tecido conjuntivo da placa e por outro
lado, a inflamacdo associada a presenca de LDL-C, estimula a degradacao do tecido; entdo se
uma placa tende a estabilidade ou instabilidade dependera de qual mecanismo domina o seu
curso de formacgdo em um determinado periodo de tempo (73).

A relacdo entre as DCV e as concentracGes de colesterol elevadas estd bem
descrita na literatura (18,63,74). Concentracdes elevadas do colesterol total e LDL-C, reducéo
na concentragdo de HDL-C e elevacdo das triglicérides podem levar a doenga coronariana;
inclusive, a reducdo das concentracfes de LDL-C é a base para a maioria das estratégias de
prevencdo e tratamento de DCV (18,70,74).

Estudos epidemioldgicos observacionais prospectivos usando dados de
participantes individuais e reunido em uma metanalise relatam de forma consistente uma
associacdo continua entre a exposi¢cdo a concentracdo plasmatica de LDL-C, risco de
ocorréncia de DCV e o risco de mortalidade por da doenca cardiovascular (70).

A intima associacdo da aterosclerose com inflamacdo crénica e a gravidade dos
desfechos justifica a busca por um marcador capaz de refletir a fisiopatologia subjacente a
doenca, bem como a delimitacdo do risco individual, mesmo em individuos aparentemente
saudaveis. Assim, este marcador pode se apresentar como uma proteina ou enzima encontrada
em uma amostra biol6gica, como o0 sangue e/ou a urina, ou algo que possa ser detectado
através de imagem tecidual, bem como indicar a presenca da afec¢do ou lesdo a um érgdo
(17,75).

As concentracdes das lipoproteinas plasmaticas sdo utilizadas como fatores de
risco para aterosclerose e a ultrassonografia das artérias carotidas também tem grande
contribuicdo. Esta abordagem consiste em uma das varias modalidades de exames de imagem
que permitem a avaliacdo ndo invasiva da anatomia e fungdo vascular da carétida (76,77).

O uso desta técnica de ultrassom permite a medida de uma variedade de
parametros, incluindo espessura mediointimal (EMIc), diametro arterial, presenca de placas,
fluxo sanguineo e medi¢des de velocidade de fluxo (76,77).

A avaliacdo da EMIc possibilita avaliar a espessura entre a camada intima e
média, 0 que por sua vez representa o desenvolvimento de hipertrofia na parede vascular, bem
como hiperplasia intimal e o desenvolvimento de placas aterosclerdticas (75).

Foi demonstrado que o EMIc da car6tida e a presenca de placa predizem eventos

cardiovasculares (76,78-80). Além disso, em individuos de baixo risco de evento



37

cardiovascular a triagem pela avaliagdo da EMIc e a presenca de placas ateroscleréticas
carotideas fornecem informacGes relevantes para a deteccdo de aterosclerose subclinica
(76,81,82).

Sdo fundamentais para a prevencdo do aparecimento e/ou progressdo da
aterosclerose a identificacdo precoce dos fatores de risco para DCV (62,83). Os fatores de
risco para estenose na artéria carétida, bem como a presenca de placa carotidea s&o
semelhantes aos de outras doencgas vasculares e sua relacdo com dislipidemia s@o bem
conhecidas. Foram encontrados em estudos prévios evidéncias de que a progressdo da
aterosclerose na artéria carétida esta associada a uma concentracéo elevada de colesterol total,
LDL-C ou a uma diminuicdo de HDL-C, ao aumento de fibrinogénio, presséo arterial sistolica
e ptrsrnca de tabagismo na idade adulta. Estes fatores se mostraram independentes para o
desenvolvimento da estenose (73,82).

As doengas das artérias carétidas se desenvolvem de forma significativa com a
progresséo da idade, podendo ser causadas por calcificacGes vasculares na regido da cabeca e
do pescoco que resultam em diminuicdo da luz dos vasos, bem como da ocorréncia da
formacédo de placas aterosclerdticas e seus desfechos resultantes da ruptura (82,84).

A EMiIc e as placas carotideas sdo marcadores de imagem conhecidos bem
estabelecidos na literatura como preditores de eventos coronarianos, e sdo usados para
capturar diferentes estagios do processo de doenca aterosclerética (82).

1.5 Relacdo dos marcadores de sintese e absorcéo de colesterol e a aterosclerose

Na aterosclerose o sistema imune desempenha um papel importante para sua
iniciagdo e progressdo, tendo como causa crucial a desregulagdo da homeostase do colesterol,
devido a elevacdo de colesterol plasmatico que tém sido um alvo priméario na prevencdo e
tratamento da DCV (30). Entretanto, a integridade endotelial é um fator chave que pode
favorecer ou ndo a migracdo das lipoproteinas para o espaco subendotelial.

Ensaios clinicos de prevencéo cardiovascular primaria e secundaria demonstraram
claramente que a inibicdo da sintese de colesterol com tratamentos hipolipemiantes; como
com estatinas, por exemplo, afetam a homeostase de colesterol celular: a inibicdo da HMG-
CoA redutase induz um aumento na expressdo dos receptores de LDL, o que reduz suas
concentracdes plasmaticas e, consequentemente, o risco de eventos e mortalidade por doencas
cardiovasculares decorrentes da aterosclerose (17,47).

O uso de alimentos enriquecidos por fitoester6is, como margarinas e 06leos

vegetais (cerca de 2g/dia), consiste em uma estratégia ndo farmacoldgica para auxiliar na
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reducdo das concentracdes de LDL-C através da redugdo na absor¢do intestinal de colesterol
(48,85). Estes alimentos tem sido estudados ao longo do tempo, e esta reducdo pode ser
mediada por alguns mecanismos como a competicdo com o colesterol pela solubilizacdo nas
micelas no lumen intestinal, diminuindo a quantidade de colesterol disponivel para absorcéo
(48).

O estudo Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health (LURIC) demonstrou
uma associacdo modesta entre a absorcdo de colesterol elevada, medida por concentractes
plasmaticas de campesterol, e a sintese endogena de colesterol diminuida, medida pelas
concentragfes plasmaticas de latosterol, com um aumento da gravidade da doenca arterial
coronariana demonstrando um potencial papel aterogénico dos esterdis vegetais, devido ao
excesso no organismo e sua deposicdo em tecido cardiovascular, entretanto, consideraram
improvavel em individuos sem sitosterolemia (86-88).

No estudo prospectivo EPIC-Norfolk foram observadas evidéncias de que 0s
fitoesterois circulantes ndo estdo relacionados ao risco de doenca cardiovascular, sugerindo
que sitosterol plasmatico moderadamente elevado, mas ndo campesterol, pode sinalizar
individuos com risco reduzido de DCV (50).

Adicionalmente, a sintese elevada de colesterol e absorcdo reduzida foram
observadas em individuos com diabetes mellitus tipo 2, doenga arterial coronariana e
hiperglicemia; ainda, esta relagdo entre sintese e absorcdo de colesterol foi associada a
resisténcia a insulina. Entretanto, o valor progndstico dos marcadores da homeostase do
colesterol em doencas cardiovasculares ainda é inconsistente (36).

A existéncia de uma relacéo reciproca entre a sintese e absorcdo de colesterol e
sugere que nao s6 as concentragdes totais de colesterol sérico, mas também as diferencas na
homeostase do colesterol, como aumento da absorcdo com diminuicdo da sintese ou vice-
versa podem estar associadas ao desenvolvimento da aterosclerose (89).

Entretanto, é importante ressaltar que h& uma grande variabilidade nas
concentracOes destes marcadores de sintese e absorcdo, uma vez que diversos fatores podem
modifica-los e também diferencas significativas podem ocorrer a partir dos métodos de
analise destes marcadores (52).

Ainda existem lacunas acerca da compreensdo da relacdo entre as concentracoes
dos marcadores de sintese e absorcdo de colesterol e o risco cardiovascular. Apesar disso, a
quantificacdo dos biomarcadores circulantes para a homeostase do colesterol &, relevante, pois
pode medir com precisdo o colesterol livre como um componente biologicamente ativo a fim

de estabelecer sua contribuicdo como fator de risco de doencas cardiovasculares (DCV). Estas
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medidas também permitem detectar alteragdes em vérias vias metabolicas que controlam a
homeostase do colesterol, por meio da analise quantitativa do colesterol e seus precursores
metabolitos, bem como os fitoesterdis dietéticos (45).

Desta maneira, € necessario definir o quanto os marcadores de sintese e absorcao

refletem alteraces na homeostase com potencial aterogénico em individuos saudaveis.
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2 OBJETIVOS

i)

Frente ao exposto, os objetivos deste trabalho foram:

Avaliar se componentes do balangco corpéreo de colesterol tais como latosterol e
desmosterol, marcadores de sintese corpOrea ¢ [-sitosterol e campesterol,
marcadores de absorcdo intestinal estdo associados a aterosclerose subclinica,
medida como espessura mediointimal das artérias carotidas e a presenca de placas

ateroscleroticas carotideas em individuos saudaveis.

Avaliar se fatores de risco classicos para doencas cardiovasculares, clinico-
antropométricos (idade, sexo, indice de massa corporea, pressdo arterial) e/ou
metabolicos, tais como componentes do perfil lipidico (colesterol total, NHDL-C,
HDL-C, NHDL-C, LDL-C, VLDL-C, triglicérides), proteina C reativa e perfil
glicometabdlico (glicose serica, insulina e HOMA-IR) se associam aos
marcadores de sintese e absorcao de colesterol.

Analisar quais fatores clinico-antropométricos e/ou metabdlicos modificam estas

possiveis associagoes.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Populagéo do estudo

A populacdo do estudo foi composta por 270 individuos de ambos 0s sexos, com
idade entre 19 e 75 anos, que foram recrutados para a participacdo no Projeto Tematico
FAPESP n°2006/60585-9 “Relacdo da concentragdo de HDL-C com o metabolismo de
colesterol em mondcitos e no plasma humano” (aprovagdo CEP 038/2011) (anexo I). Como a
presente proposta é de um estudo retrospectivo, foi solicitada a dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP (CEP/FCM) (anexo Il). Este trabalho foi aprovado sob o parecer n.
2.617.807/2018, disposto no anexo Il1.

Estes individuos foram selecionados a partir de um convénio estabelecido com a
Secretaria Municipal de Sadde (SMS) de Campinas (SP) em 2008 (anexo 1V), figura 12.
Neste, ficou estabelecido o acesso dos resultados do perfil lipidico de jejum (colesterol total,
LDL-C, HDL-C, NHDL-C (colesterol ndo HDL) e triglicérides) de individuos que

espontaneamente buscaram atendimento nos Unidades Bésicas de Salde da referida cidade.
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Perfil Lipidico
Centros de atencdo primaria (n=598.288)

1° Critério de exclusdo (n=544.797)
« LDL-C> 130 mg/dL
» Triglicérides (TG) > 150mg/dL

Elegiveis para contato telefonico (n=53.491)

Contato telefénico Intervencéo
mal sucedido telefonica o Critério d uso (n=
(n=40.110) (n=13.381) 2° Critério de excluséo (n=11.845)

e IMC >30kg/m%
» Tratamento médico;
¢ Fumantes;

k- Ingestéo de alcool> 14g/dia;

Convidados (n=1.536)

Recusaram a participar (n=617) ]

Atendidos na Fase | / \

(n=919) - x
3° Critério de exclusdo (n=607)
* IMC >30kg/m?
| + LDL-C > 130 mg/dL
\l/ * TG> 150mg/dL

» Tratamento médico;
* Fumantes;

* Ingestédo de alcool > 14g/dia;
. + Patologias
Selecionados para a Fase Il (n=270) \ /

Figura 12: Cronograma do estudo. Fonte: Adaptado de (90).

Os critérios de selecdo foram extensivamente descritos por Parra e colaboradores
(90). Em resumo, a partir do banco de dados bruto enviado pela SMS nos anos de 2008 a
2013, um total de 598.288 perfis lipidicos foram avaliados. A partir destes dados, foi aplicado
um primeiro critério de exclusdo, no qual individuos que apresentavam LDL-C superior a 130
mg/dL, triglicérides maiores que 150mg/dL e idade menor que 18 anos e maior que 79 anos
foram excluidos, restando 53.491 perfis lipidicos (90).

A partir dos dados de pacientes elegiveis, foi realizada a tentativa de contato
telefénico. A partir deste, foi aplicado um questionario, realizado com 13.381 individuos.
Nesta etapa, foi aplicado um segundo critério de exclusdo, no qual os individuos que
relataram IMC23Okg/m2, comorbidades (como hipertensédo, diabetes mellitus, obesidade),
realizavam tratamento farmacologico que reconhecidamente afetaria o perfil lipidico,

tabagistas e os que faziam uma ingestéo de alcool superior a 14g/dia foram excluidos (90).
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O consumo de etanol foi determinado pela quantidade consumida da bebida em
gramas calculada a partir do volume ingerido em mililitros (mL) e o percentual alcodlico do
tipo da bebida consumida (%). Corrigiu-se o volume ingerido (mL) multiplicando-se o valor
estimado por 0,8g/mL, da densidade do alcool, conforme a formula: (mL x % de etanol x 0,8).
(92).

Foram convidados a participar do projeto de pesquisa no Hospital de Clinicas da
UNICAMP 1.536 voluntarios com idade entre 19 e 75 anos, sem relato de uso regular de
medicamentos e sem quaisquer patologias que pudessem interferir no metabolismo lipidico,
tais como doencas infecciosas, enddcrinas, renais, hepéaticas ou cardiovasculares.
Concordaram em participar da pesquisa 919 individuos que compareceram a admissao
(chamada visita 1), processo que consistiu na explicacdo dos termos da pesquisa e assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, além da realizacdo das avaliagdes clinicas e
antropométricas e laboratoriais. Sangue venoso periférico em jejum para as andlises
laboratoriais iniciais incluindo colesterol total, NHDL-C, HDL-C, LDL-C, VLDL-C,
triglicérides, apo A-1 e apoB-100), Lp (a), proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us), glicose
sérica, insulina, funcdo renal (ureia, creatinina, &cido urico), funcdo tireoidiana (TSH,
horménio estimulante da tireoide), funcdo hepética (alanina aminotransferase [ALT],
aspartato aminotransferase [AST], fosfatase alcalina [FAL] e gama-glutamil transferase
[GGT].

O exame clinico, peso corporal, altura, circunferéncia de cintura, quadril e
afericdo da pressao arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD) em tempos pré-determinados
consistiram na avaliacdo clinica e antropométrica dos participantes.

A partir dos resultados clinicos e laboratoriais obtidos na visita 1 foram
selecionados para a chamada visita 2 apenas os voluntarios que ndo divergiram das
informacBes fornecidas durante o questionario telefénico inicial, com indice de massa
corpérea (IMC) igual ou inferior a 30 kg/m? sem uso regular de medicamentos que
reconhecidamente interferem no metabolismo lipidico (como estatinas, contraceptivos e
terapias de reposicdo hormonal), e exames clinico/laboratoriais que porventura evidenciassem
diabetes mellitus, disfuncdo tireoidiana, dislipidemias, doencas renais, hepéticas ou
cardiovasculares. Ainda, foram excluidos todos os individuos com hipertensdo arterial
sistémica, sindrome metabdlica e histérico de tabagismo recente e/ou etilismo, totalizando
270 individuos.

Estes voluntarios foram convidados para a visita 2 quando foram submetidos a

nova coleta de sangue venoso periférico, dos quais soro e plasma EDTA foram armazenados
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em freezer a -80°C para a realizagéo das andlises descritas a seguir. Ainda, estes voluntéarios
foram elegiveis para a avaliacdo da espessura intimo medial (EIM) das artérias carotidas.

3.2 Anélises laboratoriais

O sangue venoso periférico foi coletado apds jejum caldrico de 12 horas para a
separacdo de soro e plasma EDTA por centrifugacdo (4°C, 1000 g, 10 minutos). Parte do soro
foi analisada imediatamente na Se¢do de Bioquimica Clinica e Fisiologia Clinica do Hospital
de Clinicas/Unicamp e parte do soro e do plasma EDTA foram armazenados a -80°C ate as
demais analises.

As medidas das concentragdes de colesterol total, triglicérides, HDL-C, NHDL-C,
LDL-C, VLDL-C, apo A-l e apoB-100), glicose sérica, funcdo renal (ureia, creatinina, acido
arico), funcdo hepatica (alanina aminotransferase [ALT], aspartato aminotransferase [AST],
fosfatase alcalina [FAL] e gama-glutamil transferase [GGT] (métodos cinéticos) foram
determinadas por métodos enzimaticos colorimétricos ou cinéticos em sistema automatizado
modular® Analytics Evo (Roche Diagnostics, Burgess Hill, West Sussex, UK) utilizando
reagentes Roche Diagnostics® (Mannheim, Germany) comercialmente disponiveis  As
dosagens de TSH (hormdnio estimulante da tiredide) e T4 livre (tiroxina livre) foram
realizadas por quimioluminescéncia.

O LDL-C foi calculado pela equacdo de Friedwald e VLDL-C estimado pela
formula triglicérides/5 e o NHDL-C também utilizado como parametro para avaliacdo de
dislipidemias obtido subtraindo-se o valor do colesterol do HDL do valor do colesterol total:
NHDL-C = colesterol total - HDL-C) (17,91).

Apolipoproteinas A-l, B-100 e lipoproteina (a) (Lp(a)) foram quantificadas por
nefelometria em sistema automatizado (BNII/Marburg, Alemanha) usando reagentes
comerciais Dade-Behring® (Manheinn, Alemanha).

A concentracdo de insulina foi determinada usando o ensaio comercial Human
Insulin ELISA (Millipore, Billerica, MA, USA). Além disso, foi calculado através da
Homeostasis Model Assessment (HOMA) Calculator verséo 2.2.2 (University of Oxford, UK)
a resisténcia a insulina (HOMA-IR) cujo célculo é uma estimativa baseada nas concentraces
de glicose e insulina em jejum caldrico (92). A proteina C reativa ultra sensivel (PCR-us) foi
avaliada por imunoturbidimetria utilizando o ensaio ultrassensivel Tina-quant® CRP (Roche

Diagnostics®, Mannheim, Germany).
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3.3 Determinacéo dos marcadores de sintese e absorcao de colesterol

Os marcadores plasmaticos de absor¢ao intestinal de colesterol (campesterol e j3-
sitosterol) e de sintese de colesterol (desmosterol e latosterol) foram medidos por
cromatografia gasosa (GC) acoplada a um espectrofotometro de massa (MS) (marca
Shimadzu GCMS-QP2010 plus, Kioto, Japdo) utilizando a versdo 2.5 do software GCMS
solution. Estas anélises foram realizadas no Laboratério de Lipides (LIM10) da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade de S&o Paulo em colaboragdo com as Dra. Edna
Nakandakare e Dra. Valeria Sutti Nunes.

Resumidamente, as amostras de plasma (200 uL) foi adicionado 5a-colestano
(1pg) como padrao interno, hidrolisado com KOH em etanol (1mol/L, 1 mL) a 60°C (1h) e
extraido com hexana. Apos secagem sob fluxo de nitrogénio, os esterois foram derivatizados
com uma solucdo silanizante composta por 100 pL de piridina e BSTFA (N, O-bis
(trimetilsilil) trifluoroacetamida) + 1% TMCS (trimetilclorosilane) (1:1, v/v) (Supelco 33155-
U) e incubada durante 1 h a 60°C.

Um microlitro da amostra derivatizada foi injetado no cromatdgrafo pelo injetor
automatico em modo de injecdo de split 1:3 e a temperatura do injetor foi mantida a 280°C. A
separacdo eficiente de esterol foi alcancada em uma coluna capilar Restek (100% dimethil
polysiloxane - Rxi13323) 1ms, 30 metros de comprimento, didmetro interno de 0,25 mm, por
30 minutos, usando hélio como gas de arraste e velocidade linear constante de 45,8 cm/s e a
temperatura foi mantida em 280°C. O espectrdmetro de massa operou em modo de elétron de
impacto a uma voltagem de ionizacdo de 70eV com a temperatura da fonte de ions e da
interface a 300°C (93-96).

A anélise foi realizada com o monitoramento de ions selecionados (SIM-selected
ion monitoring), usando um alvo e dois ions qualificadores. Os ions selecionados foram o
primeiro o ion alvo marcador e todos os outros sdo ions qualificadores, utilizados na
identificacdo de esterdis foram: 217, 149 e 109 m/z (mass-to-charge ratio) para Sa-colestano;
119, 351 e 253 m/z para desmosterol, 255, 213 e 458 m/z para latosterol; e 129, 382 e 343
m/z para campesterol e 129, 486 e 357 m/z para B-sitosterol.

A quantificacdo por foi baseada nas razbes da area de pico dos ions alvo do
analito em relagdo ao padrdo interno (5a-colestano) e comparada as concentracbes dos

padrdes de calibracdo correspondentes (94-96).
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As concentracdes de marcadores de esterdis no plasma foram apresentadas como
valores relativos, apds correcdo pela concentracdo de colesterol total no plasma dos
individuos (97).

3.4 Avaliacdo da espessura mediointimal das artérias carétidas (EMIc)

Os voluntarios que atenderam aos critérios de inclusdo descritos acima foram
convidados para medidas de EMIc e deteccdo de placa aterosclerdtica carotidea, cujas
determinac6es foram realizadas por um unico radiologista treinado, cego para os voluntarios
do estudo, realizado no setor de Radiologia do Hospital das Clinicas na UNICAMP.

O ultrassom carotideo de modo B foi realizado usando o sistema de ultrassom
(ATL HDI 1500 e 3500 Ultrasound System, Advanced Technology Laboratories Ultrasound,
Bothell, USA), e um transdutor linear de alta frequéncia (6-9 MHz). A medida da EMIc da
carétida foi obtida das artérias car6tidas comuns direita e esquerda na parede distal e a 1 cm
da bifurcacdo; no procedimento os individuos foram avaliados em decubito dorsal, com a
cabeca elevada cerca de 20 graus e rotacdo de aproximadamente 45 graus (98,99).

A imagem foi obtida inicialmente avaliando a artéria carétida comum com
insonacdo antero-obliqua acima da clavicula e ao longo do bulbo e artéria carétida interna,
conforme descrito anteriormente (75,98). Os resultados correspondem a média aritmética das
espessuras (em milimetros) das carétidas direita e esquerda (98,99).

Os valores da EMIc acima do percentil 75 sdo considerados altos e indicativos de
risco aumentado de DCV (98). Outros estudos apontam que esta relacdo se da a partir do
percentil 90, critério adotado pelo presente estudo dada as caracteristicas do grupo de
voluntarios (75,98). Assim, valores de EMIc superiores a 0,9 mm foram considerados
espessamento carotideo.

Além disso, foi relatada a presenca de placas ateroscleroéticas quando presentes ao
longo do bulbo carotideo ou quando a EMIc era maior que 50% do valor da espessura da
EMIc adjacente, e uma estrutura focal estendendo-se no minimo 0,5 mm para a luz do vaso,

ou quando a EMIc era maior que 1,5mm (75,79).
3.5 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se 0 SAS System for Windows
9.1.3 (Statistical Analysis System/SAS Institute Inc., 2002-2003, NC, EUA) e o SPSS 22.0
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(SPSS Inc., EUA), com apoio do setor de ioestatistica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP.

A distribuicdo de todos os parametros foi avaliada pelo teste de normalidade
Shapiro Wilk, devido a amostra ser < 2000; os dados apresentaram auséncia de normalidade.
Sendo assim, as varidveis foram expressas como mediana e intervalo interquartil (percentis 25
e 75) e os testes estatisticos aplicados foram ndo paramétricos.

A populacao foi estratificada em grupos de acordo com a presenca ou auséncia de
placas aterosclerdticas e os parametros comparados pelo teste U Mann Whitney-Wilcoxon
com as variaveisrespostas transformadas em postos e ajustadas para idade, sexo, IMC,
colesterol total e NHDL-C.

O coeficiente de correlacdo de Spearman (rho/r) que mede a forca e a direcdo da
associacdo entre duas variaveis, foi utilizado para verificar a correlacdo entre a EMI com os
marcadores de sintese e absorcao de colesterol.

Andlises de regressdo linear univariada e multivariada foram utilizadas para
verificar a associacdo entre a EMI e marcadores de sintese e absorcdo de colesterol. As
analises foram ajustadas para idade, sexo, IMC, colesterol total e NHDL-C. O método
stepwise foi utilizado para selecdo das varidveis na analise multivariada (100). . Os resultados
foram expressos como coeficientes de determinagéo (R? parcial e R? total). (101).

Anélises de regressao logistica (para variaveis categoricas) foram utilizadas para
avaliar os riscos relativos por meio do célculo do Odds Ratio (OR), para a presenca de placas
aterosclerdticas carotideas e para (EIMc<0,9 vs >0,9mm). Os modelos foram ajustados para
idade, sexo, IMC, colesterol total e NHDL-C. (101)

Os testes foram considerados significativos no valor de probabilidade (p) < 0,05.



48

4. RESULTADOS
Capitulo 1 — Arquivo submetido ao periddico Journal Clinical Biochemistry (Anexo V).

PLASMA CAMPESTEROL IS POSITIVELY ASSOCIATED WITH CAROTID
PLAQUES IN ASYMPTOMATIC SUBJECTS
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ABSTRACT

Background: Increased cholesterol absorption and reduced synthesis are processes that have
been associated with cardiovascular disease risk in a controversial way. However, most of the
studies in the literature involving markers of cholesterol synthesis and absorption include
clinical conditions like obesity, diabetes mellitus, dyslipidemia, which can be confounding
factors. The present study aimed at investigating the relationships of plasma cholesterol
synthesis and absorption markers with cardiovascular disease (CVD) risk factors, cIMT
(carotid intima-media thickness) and the presence of carotid plaques in asymptomatic
subjects. Methods: A cross-sectional study was carried out at the University Hospital at the

University of Campinas, in the city of Campinas, Sdo Paulo, Brazil. Anthropometrical
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parameters such as fasting plasma lipids, glucometabolic profiles, high-sensitivity C-reactive
protein (hs-CRP), markers of cholesterol synthesis (desmosterol and lathosterol), and
absorption, (campesterol and p-sitosterol) were measured in 270 asymptomatic individuals.
The cIMT and the presence of atherosclerotic plaques were determined. Results: Among the
selected subjects aged between 19 and 75 years, 51% were females. Age, body mass index,
systolic and diastolic blood pressures, total cholesterol, non-HDL-C, triglycerides, glucose,
and lathosterol/B-sitosterol ratios correlated positively with cIMT (p<0.05). Atherosclerotic
plaques were present in 19% of the subjects. A direct association of carotid plaques with
campesterol, OR=1.71 (95% CI=1.04-2.82, p<0.05) and inverse associations with both ratios
lathosterol/campesterol, OR=0.29 (CI=0.11-0.80, p<0.05) and lathosterol/ [-sitosterol,
OR=0.45 (CI=0.22-0.95, p<0.05) were observed in univariate logistic regression analysis.
Conclusion: The findings suggested that campesterol may be associated with atherosclerotic
plaques and the latosterol/campesterol or B-sitosterol ratios suggested an inverse association.
And that synthesis and absorption cholesterol are inverse processes, and the absorption
marker, campesterol, may reflect changes in body cholesterol homeostasis with atherogenic

potential.

KEYWORDS: Carotid atherosclerosis. Intestinal Absorption. Carotid intima-media
thickness. Phytosterols.

1 INTRODUCTION

The dynamics of body cholesterol homeostasis involves several pathways and
play a key role in atherogenesis. Studies indicate that unbalances between its endogenous
synthesis and its intestinal absorption may be associated with the progression of
atherosclerotic disease [1,2].

This can be illustrated by the plasma levels of cholesterol synthesis and absorption
markers [3,4], since they reciprocal relationship strengthens the data on the regulation of
serum cholesterol concentrations, and suggests that not only total serum cholesterol levels, but
also differences in cholesterol homeostasis, may be associated with subclinical atherosclerosis
[5,6].

A recent meta-analysis provided an overview of the levels of cholesterol
absorption and synthesis markers in different metabolic disorders: obesity, type 2 diabetes

mellitus (DM2), metabolic syndrome, and familial hypercholesterolaemia (HF). Interestingly,
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the study reinforces the reciprocal patterns, and highlight that these metabolic disorders are
characterized by higher cholesterol synthesis or higher cholesterol absorption, which could
contribute in different ways to atherosclerosis development [2].

Observational and clinical intervention studies established the measurement of
carotid intima-media thickness (cIMT) as an important and noninvasive marker for subclinical
and asymptomatic atherosclerotic cardiovascular disease. Indeed, cIMT is strongly associated
with classical cardiovascular risk factors such as age, gender, race, hypercholesterolemia,
hyperglycemia, smoking among other factors [7,8].

An advanced stage of atherosclerosis comprises the formation of atherosclerotic
plaques, which is considered to be mainly a process of the intimal layer of arteries. Like
cIMT, carotid plaque has also been shown to be associated with cardiovascular risk, studies
have shown that carotid plaque could be used as a prognostic marker for future cardiovascular
events, however the extent to which the increase in cIMT is related to the future development
of the carotid plaque is not entirely clear [9,10].

The relationship between subclinical atherosclerosis determined by cIMT and
changes in cholesterol homeostasis was previously explored, but the findings are still
controversial [5,11,12].

Clinical trials of primary and secondary cardiovascular prevention have
demonstrated that inhibition of cholesterol synthesis with lipid-lowering treatments reduce
LDL-C in dyslipidemic patients with high cardiovascular risk [13].

However, a higher concentration of absorption markers associated with decreased
synthesis markers in non-diabetic individuals was independently associated with established
cardiovascular disease or carotid stenosis [14,15].

In view of the above, it is necessary to define the contribution of factors that
directly interfere with cholesterol metabolism [15,16] and evaluate whether the serum
markers of cholesterol synthesis and absorption are associated with carotid atherosclerosis in
a population of asymptomatic individuals.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Research design

A cross-sectional study was carried out in the city of Campinas, Sdo Paulo, Brazil,
from 2008 to 2013 as shown in Figure 1. The study was approved by the local institutional
ethical committee of the State University of Campinas (registration number 2.617.807/2018).
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All participants provided written and informed consent forms before taking part in the study
which was in accordance with the Declaration of Helsinki.

A detailed description can be accessed in [17]. Two hundred and seventy
volunteers from both genders were selected through a large sample of individuals who sought
government primary care centers (n=598.288) and assessed their lipid profiles; we then
excluded those who did not meet our study criteria (Figure 1).



Lipid profile*
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Figure 1: Adapted flow-diagram of the study [17]. 1Lipid profile is characterized by plasma levels of total
cholesterol, LDL-C, triglycerides, and HDL-C. 2Medical treatments not eligible were defined as those who
interfere with lipids metabolism, as lipid-lowering drugs, thyroid hormones, oral contraceptives, hormonal
replace therapy, among others. 3Were excluded individuals with thyroid dysfunction, diabetes mellitus,
metabolic syndrome, hypertension, hepatic diseases, kidney diseases, pulmonary diseases, autoimmune and
chronic inflammatory diseases, infectious and parasitic disorders. During the process, exclusions were made
after Phase | based on the revaluation of the values of BMI, LDL-C, triglycerides, medical treatments, smoking,
alcohol intake >14 g/day and evidence (clinical and/or laboratorial) of the presence of diabetes mellitus,
hypertension, and other pathologies. In this last stage, 270 subjects were considered eligible and performed the
cIMT measurements.

2.2 Clinical Protocol

In the admission (phase 1), anthropometric assessment was carried out throughout
measurements of weight, height, and body mass index (BMI, kg/m2). Systolic and diastolic
blood pressure (SBP and DBP, respectively) was indirectly determined by measurements of
the brachial artery, maintaining the same predetermined position and time procedures. Race

was self-reported and answered according to the volunteer's will and criteria.
2.3 Biochemical analysis

Blood samples were collected after 12h fasting, separating serum and plasma by
centrifugation (4°C, 1000 x g, 10 minutes), and stored at -80°C until analysis.

Fresh samples were analyzed in the Modular Analytics EVO P (Roche, Basel,
Switzerland) using Roche (Mannheim, Germany) reagents for total cholesterol (TC), HDL-C
(high-density lipoprotein cholesterol) and triglycerides (TG), uric acid (enzymatic methods),
urea, alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), gamma-
glutamyltransferase (GGT), alkaline phosphatase (AP) and creatinine (kinetic methods).

LDL-C was calculated by the Friedwald equation, and VLDL-C (very low-density
lipoprotein cholesterol) was estimated by the formula TG/5, the use of NHDL-C also serves
as a parameter for the assessment of dyslipidemia, which can be obtained by subtracting the
HDL-C value from the TC value (NHDL-C = TC - HDL-C) [18].

Apolipoproteins A-1, B-100 and lipoprotein (a) (Lp(a)) were quantified by
nephelometry in automated system (BNII/Marburg, Germany) using commercial reagents
Dade-Behring® (Manheinn, Germany).

High-sensitivity C-reactive protein (hsPCR) was assessed by immunoturbidimetry
using the Tina-quant® CRP (Roche Diagnostics®, Mannheim, Germany). Insulin levels was
determined using the Human Insulin ELISA commercial assay (Millipore, Billerica, MA,

USA), and glucose, using Roche reagents (Mannheim, Germany). In addition, the
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Homeostasis Model Assessment (HOMA) index was determined using a Calculator version
2.2.2 (University of Oxford, UK) [19].

Intestinal cholesterol absorption (campesterol and [-sitosterol) and synthesis
markers (desmosterol and lathosterol) were measured by gas chromatography coupled to a
mass spectrophotometer (Shimadzu GCMS-QP 2010 Plus, Kyoto, Japan) with the GC/MS
software solution version 2.5 [20-23]. Concentrations of plasma steroid markers were
presented as relative values, correcting the total plasma cholesterol concentration [20].

The analysis was performed with selected ion monitoring (SIM) using one target
and two qualifier ions. The selected ions, where the first number is the target ion and all
others are qualifiers ions, utilized for sterol identification were: 217, 149 and 109m/z for Sa-
cholestane; 119, 351 and 253m/z for desmosterol, 255, 213 and 458 m/z for lathosterol, 129,
382 and 343m/z for campesterol and 129, 486 and 357m/z for B-sitosterol. Quantitation by
GC-MS/SIM was based on the peak area ratios of the target ions of the analyte to that of the
internal standard (Sa-cholestane) and compared to concentrations of matched calibration
standards [21-23].

2.4 Carotid intima-media thickness measurements and atherosclerotic plaque detection

The volunteers who attended the inclusion criteria described above were invited to
cIMT measurements and atherosclerotic plaque detection, whose determinations were
performed by a single-trained radiologist, blind to the study subjects.

Determinations were performed by high-resolution B-mode ultrasonography using
a 6-9 MHz linear array ultrasound imaging system ATL HDI 3500 Ultrasound System
(Advanced Technology Laboratories Ultrasound, Bothell, USA). All participants were
examined in dorsal decubitus, with the head elevated about 20° and rotated 45°, and were
performed five longitudinal measurements of segments of left and right common carotid
arteries at the distal wall and 1 cm from the bifurcation. The imaging was performed initially
to evaluate the common carotid artery with antero-oblique insonation above the clavicle and
along the bulb and internal carotid artery, as previously described [24-26].

The EMlIc values above the 75th percentile are considered to be high and
indicative of increased risk of CVD [25], as the study participants fall into asymptomatic
individuals, we chose to use the 90th percentile, the reference value of the EMI measure
adopted was <0.90 mm, values equal to or greater than 0.90 mm were considered carotid
thickening [24,25].
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In addition to cIMT, a scan of the extracranial carotid of both sides to plaques
investigation was performed. It was considered as atherosclerotic plaque if observed: the focal
wall thickening with at least 0.5 mm toward the vessel lumen, focal wall thickening that is at
least 50% greater than that of the surrounding vessel wall or focal region with cIMT above 1.5

mm that protrudes into the lumen that is distinct from the adjacent boundary [24,27].
2.5 Statistical analysis

The statistical analyses were performed using SAS System for Windows 9.1.3
(Statistical Analysis System /SAS Institute Inc., 2002-2003, NC, USA) and SPSS 22.0 (SPSS
Inc., USA).

The distribution of all parameters was tested with Shapiro-Wilk normality test.
Due to the absence of normality, the variables were expressed using median and interquartile
ranges (25th and 75th percentiles). Numeric variables transformed in ranks in the absence of
normal distribution.

Correlations were made between cIMT with the classic CVD risk parameters and
with cholesterol synthesis and absorption markers; and between cholesterol synthesis and
absorption markers with clinical and biochemical parameters using Spearman's correlation
coefficients (rho/r), nonparametric test.

The total group was separated according to the presence or absence of
atherosclerotic plaques and compared using the Wilcoxon - Mann Whitney nonparametric
test; the variables responses were transformed into ranks and adjust for age, sex, BMI, total
cholesterol and NHDL-C (non high-density lipoprotein cholesterol).

Univariate and multiple linear regression analysis were used to evaluate the
associations between cIMT with classical CVD risk parameters and with cholesterol synthesis
and absorption markers, where the models were adjusted for sex, age, BMI, total cholesterol
and non-HDL-C. The cholesterol synthesis and absorption markers were associated with
anthropometrical and biochemical parameters. Results of multiple linear regression analysis
are expressed as coefficients of determination (partial and total R2). The stepwise criterion
method was used for through multiple analyses.

Logistic regression analyzes were used to assess the relative risk, through the
calculation of odds ratio (OR) for carotid atherosclerotic plaques, cIMT (<0, vs >0,9mm) and
other variables. Models were adjusted for age, sex, BMI, total cholesterol and non-HDL-C.

The tests were considered significant at the probability value (p) of 0.05 or less.
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3.0 RESULTS
The baseline characteristics of the participants are shown in table 1.

Table 1: Clinical, anthropometrical, and biochemical characteristics of all subjects

Parameters N Medians (P25-P75)
Age (years) 270 44 (33-54)
Sex (F/M) 139/131

Race (White/non-White) 226/44

Plaques (without/with) 219/51

BMI (Kg/m?) 270 23 (21-25)
SBP (mmHg) 270 120 (110-126)
DBP (mmHg) 270 80 (70-80)
Mean cIMT (mm) 270 0.60 (0.50-0.72)
Glucose (mg/dL) 270 83 (78-88)
Insulin (uU/mL) 270 4 (2.4-5.8)
HOMA-IR 270 0.82 (0.46-1.20)
TC (mg/dL) 270 169 (147-194)
HDL-C (mg/dL) 270 58 (37-75)
NHDL-C (mg/dL) 270 114 (94-132)
LDL-C (mg/dL) 270 101 (85-117)
TG (mg/dL) 270 73 (55-96)
VLDL-C (mg/dL) 270 15 (11-19)
hs-CRP (mg/L) 270 0.8 (0.4-1.6)
Cholesterol Synthesis Markers*

Desmosterol 253 0.32 (0.24-0.41)
Lathosterol 255 0.49 (0.35-0.72)
Cholesterol Absorption Markers*

Campesterol 253 1.18 (0.85-1.62)
B-Sitosterol 251 1.27 (0.74-2.06)
Synthesis/absorption ratios*

Desmosterol/Campesterol 253 0.26 (0.16-0.41)
Desmosterol/p-Sitosterol 251 0.21 (0.14-0.43)
Lathosterol/Campesterol 253 0.41 (0.26-0.68)
Lathosterol/p-Sitosterol 251 0.38 (0.22-0.77)

N=absolute number: Data are represented as median (interquartile range: 25th percentile 75th percentile); F=Female;
M=Male; BMI=Body mass index; SBP= systolic blood pressure; DBP=diastolic blood pressure; cIMT=carotid intima-media
thickness; HOMA= homeostasis model assessment; TC = total cholesterol; HDL-C= high-density lipoprotein cholesterol;
NHDL-C= non high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C= low-density lipoprotein cholesterol; TG=triglycerides; VLDL-
C= very low-density lipoprotein cholesterol; hs-CRP = high-sensitivity C-reactive protein;* 10? ug/mL/cholesterol as mg/dL.

The studied population comprised both sexes (51% female), with median age

equal to 44 years old. In addition, the participants were normolipidemic, non-obese (BMI
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23 kg/m?), with cholesterol absorption markers (campesterol, B-sitosterol) higher than the
synthesis markers (lathosterol, desmosterol).

Regarding cIMT, 12% (n = 34) present values above the cut-off level >0.9 mm.
The presence of carotid plaques was reported for 19% (n=51) of the study group.

Table 2 shows Spearman’s correlation test between mean cIMT, clinical and
biochemical parameters related to CVD risk and cholesterol synthesis and absorption markers.

Table 2: Spearman’s correlation coefficients of cIMT with classical CVD risk

parameters and with cholesterol synthesis and absorption markers

Parameters R p- values
Age (years) 0.66 <0.0001
BMI (Kg/m?) 0.16 0.011
SBP (mmHg) 0.34 <0.0001
DBP (mmHg) 0.19 0.001
Glucose (mg/dL) 0.26 <0.0001
Insulin (UU/mL) 0.00 NS
HOMA-IR 0.06 NS
TC (mg/dL) 0.34 <0.0001
HDL-C (mg/dL) 0.09 NS
NHDL-C (mg/dL) 0.37 <0.0001
LDL-C (mg/dL) 0.36 <0.0001
TG (mg/dL) 0.20 0.001
VLDL-C (mg/dL) 0.20 0.001
hs-CRP (mg/L) 0.17 0.006
Cholesterol Synthesis Markers*

Desmosterol -0.01 NS
Lathosterol 0.09 NS
Cholesterol Absorption Markers*

Campesterol -0.10 NS
B-Sitosterol -0.10 NS
Synthesis/absorption ratios*

Desmosterol/Campesterol 0.06 NS
Desmosterol/B-Sitosterol 0.07 NS
Lathosterol/Campesterol 0.11 NS
Lathosterol/p-Sitosterol 0.13 0.041

Number=238-270; r /rho = Spearman’s correlation coefficient: p<0,05 significance; all variables transformed into ranks due
of the absence of normal distribution; BMI=Body mass index; SBP=systolic blood pressure; DBP=diastolic blood pressure;
TC=total cholesterol; HDL-C= high-density lipoprotein cholesterol; NHDL-C= non high-density lipoprotein cholesterol;
LDL-C= low-density lipoprotein cholesterol; TG=triglycerides; VLDL-C= very low-density lipoprotein cholesterol; hs-CRP
= high-sensitivity C-reactive protein; ; * 10 ug/mL/cholesterol as mg/dL.



58

Spearman’s correlations analysis found positives correlations, as expected,
between cIMT and the following variables: age (r=0.66 — p<0.001), BMI (r=0.16 — p=0.01),
SBP (r=0.34 — p<0.001), DBP (r=0.19 — p=0.001), glucose (r=0.25 — p<0.001), TC (r=0.34 —
p<0.001), NHDL-C (r=0.37 — p<0.001), triglycerides (r=0.20 — p=0.001), LDL-C (r=0.36 —
p<0.001), VLDL-C (r=0.20 — p=0.001) and hs-CRP (r=0.17 — p=0.006). There was no
correlation of cIMT with cholesterol synthesis (lathosterol, desmosterol) and absorption

markers (campesterol, B-sitosterol), but a positive however weak correlation was found for the

lathosterol/B-sitosterol ratio (r=0.13 — p=0.041).

The table 3 presents relationships of cholesterol synthesis and absorption markers

with classical CVD risk factors, using univariate and multivariate linear regression analysis.

Table 3: Relationships of markers of cholesterol synthesis and absorption with classical

CVD risk factors

Independent Univariate Multivariate

Variables B p-values B p-values partial Rz Total R2
Desmosterol (n=241)

Sex (F/IM) 32.50 >M 0.001

TG (mg/dL) 0.47 0.004 0.03
hs-CRP (mg/L) -2.27 0.03 -4.29  0.004 0.03
Lathosterol (n=241)

Sex (F/IM) 24.18 >M 0.01

BMI (Kg/m?) 8.95 <0.0001 5.88 0.002 0.04 0.04
TG (mg/dL) 0.70 <0.0001

Campesterol (n= 240)

Age (years) -0.85 0.019 -1.31  0.001 0.03

BMI (Kg/m?) -6.71 0.0003 0.09
TG (mg/dL) -0.74 <0.0001 '
hs-CRP (mg/L) -3.00 0.006 -5.15 0.01 0.06
B-Sitosterol (n=240)

Age (years) -0.71 0.05

BMI (Kg/m?) -7.57 <0.0001 -5.26 0.01 0.04 0.06
TG (mg/dL) -0.57 0.0003 '
hs-CRP (mg/L) -2.12 0.05 -3.22 0.02 0.02
Desmosterol/Campesterol (n=240)

Age (years) 1.03 0.01 0.02

BMI (Kg/m?) 4.10 0.03 0.02
TG (mg/dL) 0.80 <0.0001

Desmosterol/B-Sitosterol (n=241)

BMI (Kg/m?) 5.32 0.004

TG (mg/dL) 0.71 <.0001
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Lathosterol/Campesterol (n=240)

BMI (Kg/m?) 10.31 <0.0001 7.07 0.001 0.06

TG (mg/dL) 0.91 <0.0001 0.08
hs-CRP (mg/L) 2.82 0.04 0.02
Lathosterol/p-Sitosterol (n=238)

BMI (Kg/m?) 10.55 <0.0001 7.6 0.0001 0.09 0.09
TG (mg/dL) 0.75 <0.0001 '

n=number; P=estimated parameter; Linear Regression univariate and multivariate; p<0,05 significance; all variables
transformed into ranks due of the absence of normal distribution; F=female; M= male; TG=triglycerides; BMI=Body mass
index; hs-CRP = high-sensitive C-reactive protein.

For the synthesis markers, the desmosterol, was directly associated with
triglycerides and with hs-CRP the association was inverse and higher values were found in
males, in the multiple analysis hs-CRP inversely associated to desmosterol, relationship
explained in 3% (percent). The lathosterol were directly associated with BMI, triglycerides
and higher values were found in males, in the multiple analysis the there was a direct
association with BMI a relationship explained in 4%.

For the absorption markers, campesterol there was inversely associated with age,
BMI, triglycerides and hs-CRP. In the multivariate analysis the set that best explains plasma
campesterol concentrations were age and hs-CRP inversely, explain at 9%. The B-sitosterol
was inversely associated with age, BMI, triglycerides and hs-PCR, in the multivariate
analysis, the group that best explains the plasma concentrations of B-sitosterol were inversely
associated BMI and hs-CRP, explaining in 6%.

The desmosterol/campesterol ratio was directly associated BMI and triglycerides,
the variable explain that best relates age (direct) in 2%; desmosterol/p-sitosterol was directly
associated BMI and triglycerides, no variables were selected for multivariate analysis;
lathosterol/campesterol was directly associated with BMI, triglycerides and hs-CRP the
variables explain that best relate directly is BMI and hs-CRP in 8%; lathosterol/B-sitosterol
was directly associated BMI and triglycerides, in multivariate the relationship is direct with
BMI in 9%.

The percentages of these relationships in the multiple analysis were low because
the variables presented low relation.

The univariate and multivariate linear regression analyses were performed to
investigate the associations between cIMT and the cholesterol synthesis and absorption
markers. The analysis was adjusted for age, sex, BMI, total cholesterol and NHDL-

cholesterol and no significant associations were found.



60

The subjects were stratified according to the presence or absence of
atherosclerotic plaques. The comparison data are presented according to their clinical,

anthropometrical and biochemical characteristics, as shown in Table 4.

Table 4: Comparative analyses of clinical, anthropometrical, and biochemical

characteristics of subjects according to the presence or absence of atherosclerotic

plaques

Group Without Plaques With Plaques p~
Sex (n, F/IM) 115/104 24/27 0.510
Parameters Medians (P25-P75) Medians (P25-P75) p’
Age (years) 41 (30-50) 55 (49-62) 0.0001
BMI (Kg/m2) 23 (22-25) 23 (21-25) NS
SBP (mmHg) 120(110-120) 130 (120-140) 0.0001
DBP (mmHg) 80(70-80) 80 (80-90) 0.001
Mean cIMT (mm) 0.6 (0.5-0.7) 0.9 (0.7-1.2) 0.0001
Glucose (mg/dL) 83 (78-88) 86 (81-91) 0.020
TC (mg/dL) 166 (144-192) 183 (167-206) 0.0001
HDL-C (mg/dL) 55 (37-75) 66 (39-74) NS
NHDL-C (mg/dL) 111 (92-128) 128 (116-140) 0.0001
LDL-C (mg/dL) 99 (82-114) 113 (100-122) 0.0001
TG (mg/dL) 71 (53-91) 84 (65-102) 0.010
VLDL-C (mg/dL) 14 (11-18) 17 (13-20) 0.001
hs-CRP (mg/L) 0.8 (0.4-1.4) 1.2 (0.7-2.5) 0.002
Cholesterol Synthesis Markers*

Desmosterol 0.32 (0.23-0.41) 0.36 (0.28-0.43) NS
Lathosterol 0.50 (0.35-0.75) 0.48 (0.33-0.64) NS
Cholesterol Absorption Markers*

Campesterol 1.15 (0.83-1.58) 1.38 (0.93-1.76) NS
B-Sitosterol 1.22 (0.73-2.01) 1.50 (0.89-2.17) NS
Synthesis/absorption ratios*

Desmosterol/Campesterol 0.26 (0.16-0.42) 0.26 (0.15-0.37) NS
Desmosterol/B-Sitosterol 0.22 (0.14-0.44) 0.19 (0.15-0.42) NS
Lathosterol/Campesterol 0.43 (0.28-0.75) 0.35 (0.23-0.49) 0.030
Lathosterol/p-Sitosterol 0.39 (0.22-0.81) 0.29 (0.21-0.55) NS

Data are represented as median (interquartile range 25-75th percentiles); Number (n) of subjects: without
plaques 203-219; with plaques 48-51; F=Female; M=Male; BMI=Body mass index; SBP= systolic blood
pressure; DBP=diastolic blood pressure; cIMT = carotid intima-media thickness; TC=total cholesterol; HDL-C=
high-density lipoprotein cholesterol; NHDL-C= non high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C= low-density lipoprotein
cholesterol; TG=triglycerides; VLDL-C= very low-density lipoprotein cholesterol; hs-CRP = high-sensitivity C-
reactive; Chi-square test (X?);" Mann-Whitney Wilcoxon W test, p-values <0,05 significance; NS=non-
significance; * 10? ug/mL/cholesterol as mg/dL.
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Among the 270 individuals who underwent carotid ultrasound, 19% had
atherosclerotic plaques (N = 51), and the median age was 55 years; there was no difference
between sexes in the groups. Mean cIMT among those with plaque was 0.9 mm (0.7-1.2 mm),
and the mean cIMT was 39% higher in subjects with plaque.

Age, blood pressure, atherogenic lipoproteins, glucose and hs-CRP presented
significantly higher values in the group with plaques, but the alterations presented were
among the reference values cited in the literature. Subjects with plaque showed higher
absorption markers, but the data presented were not significant. There was a 20% reduction in
the lathosterol/campesterol ratio. Such proportion provides an overall assessment of
cholesterol homeostasis, as they consider the relative contributions of cholesterol synthesis
and absorption [28].

Table 5 shows univariate logistic regression analysis for the presence of plaques

and cholesterol synthesis and absorption markers.

Table 5: Univariate logistic regression analyses for the presence of plaques.

Variables Unit OR Cl1 95% (OR) p-values
Desmosterol* 1.0 5.39 (0.71-41.03) NS
Lathosterol* 1.0 0.36 (0.10-1.28) NS
Campesterol™ 1.0 1.71 (1.04-2.82) 0.04
B-Sitosterol* 1.0 1.26 (0.93-1.71) NS
Desmosterol/campesterol 1.0 0.46 (0.09-2.36) NS
Desmosterol/p-Sitosterol 1.0 0.70 (0.21-2.35) NS
Lathosterol/campesterol 1.0 0.29 (0.11-0.80) 0.02
Lathosterol/p-Sitosterol 1.0 0.45 (0.22-0.95) 0.04

OR=0dds Ratio; CI= confidence interval; p<0,05; NS=non-significance
Logistic Regression Analysis (univariate model) adjusted by: age, gender, BMI (Body mass index), Total Cholesterol and
NHDL-C= non high-density lipoprotein cholesterol; * 10? ug/mL /cholesterol as mg/dL.

Significant associations were found in the univariate logistic regression analyses,
but none in the multivariate analyses.

There was an increase of 71% (OR 1.71), p=0.04, in the chance of plaques
occurring for the increase of 1 unit of campesterol, and a reduction of 71% (OR = 0.29),
p=0.02, in the chance of plaques occurring with the increase of 1 unit of the
lathosterol/campesterol ratio. There was a 55% reduction (OR 0.45), p=0.04 in the chance of

plaques occurring to increase one unit of the lathosterol/B-sitosterol ratio.
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4.0 DISCUSSION

This work showed important evidence that the increase in plasma concentrations
of campesterol was directly and individually associated with the odds ratio for the occurrence
of atherosclerotic plagues and changes in cholesterol homeostasis, explained by the reasons
for synthesis/absorption of cholesterol (lathosterol/campesterol and lathosterol/p-sitosterol),
were inversely associated with the odds ratio for the occurrence of atherosclerotic plaques,
suggesting that cholesterol homeostasis imbalances are related to subclinical atherosclerosis
and subsequent cardiovascular disease in asymptomatic individuals and not the measure of
cIMT (30).

In the population of this study we did not find associations between cIMT and the
synthesis markers (desmosterol and lathosterol) and absorption (campesterol and b-sitosterol)
cholesterol, similar results were observed in a population of young Finnish men in their usual
diet where they were not observed associations or correlations between cholesterol synthesis
and absorption with a vascular structure, measured by cIMT (102)..

Of the individuals studied, 12% had carotid thickening and 19% of individuals
had carotid plaque, a meta-analysis published in 2019, gathered information from world
populations and estimated a frequency of 28% for EMI and 21% of carotid plaques, however
this frequency was estimated in populations that brought together some risk factors such as
hypertension, diabetes mellitus and old age (103).

When we evaluated other studies with individuals at high cardiovascular risk, that
is, with a diagnosis of established CVD and carotid stenosis associated with cholesterol
homeostasis, we observed high concentrations of absorption markers and decreased synthesis,
suggesting that absorption markers can be highly independent predictors significant CVD
(104), another study published in 2010 involving a population of 583 individuals hospital
employees aged 25-60 years with no prevalent cardiovascular disease, found a correlation
between cholesterol synthesis markers with cIMT, while cholesterol absorption markers
showed a weakly negative correlation (89).

When assessing classic risk factors with cIMT in asymptomatic individuals, we
found a positive association with age, sex, blood pressure, these results have often been
observed in studies involving metabolic syndrome, hypertension, diabetes mellitus or
cardiovascular disease (78,104).

Elevated levels of cholesterol synthesis markers (lathosterol) and ratios

lathosterol/campesterol and lathosterol/B-sitosterol) ratios were positively associated with
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BMI, in this study. It has been observed in other studies with overweight or obese individuals,
suggesting that increased endogenous cholesterol (lathosterol) is associated with increased
resistance to insulin, increased inflammatory activity and, consequently, obesity, being
considered an indicative of high cardiovascular risk, however, these associations are reversed
after diet-induced weight loss(36,105,106). Cholesterol metabolism in patients with
metabolic syndrome, insulin resistance, abdominal obesity and diabetes mellitus generally
exhibits a reduced absorption pattern and high cholesterol synthesis (107).

The cholesterol absorption and synthesis markers showed expected inverse
associations, reflecting an apparent compensatory change in cholesterol metabolism for the
reasons of synthesis markers for absorption markers (lathosterol/campesterol and
lathosterol/B-sitosterol) reflecting the hemostasis of body cholesterol (4,30).

Individuals without atherosclerotic plaque showed higher concentrations of the
synthesis/absorption ratio (lathosterol/campesterol), which could explain a compensatory
mechanism of cholesterol body homeostasis, there is an inverse relationship between
endogenous synthesis and the intake of dietary cholesterol, since the change in one results in a
compensatory and opposite change in the other, keeping the cholesterol content in the entire
body regulated (4,107).

Imbalances in cholesterol homeostasis, as seen in individuals with plaque, may
entail concentrations of phytosterols in the serum and oxidation metabolites of absorption
markers. The accumulation of such factors in atherosclerotic plaques increases inflammatory
reactions and causes cell death, which is believed to promote the formation of the necrotic
plaque nucleus as well as the destabilization of plaques (33,108,109). In a previous study
(110), high levels of plant sterols were associated with increased cardiovascular risk due to
sterol deposition on the cardiovascular tissue, which when compared to cholesterol
concentration, oxidized phytosterols can be pro-atherogenic mediators of cardiovascular
risk(88,111).

Cholesterol absorption (campesterol) appears to be associated with cardiovascular
risk, as measured by the occurrence of carotid plaques. A study published by Luister et al,
evaluated 104 patients with severe aortic stenosis and underwent replacement of the aortic
valve, this valve was analyzed showing that the concentrations of plant sterols in the tissue of
the aortic valve correlate with the extent of coronary disease (88).

Vegetable sterols in atheromatous tissues are entirely of dietary origin, transported
mainly with LDL-C and HDL-C in the circulation(112), including arterial wall without injury
or with atherosclerosis, therefore, the greater the efficiency of intestinal absorption of plant
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sterols the greater its serum level, suggesting that the content of plant sterols in atheromatous
tissues will also be elevated (110).

Since cholesterol was a factor responsible for the formation of atheroma, the
increase in plant sterols first in the serum followed by an increase in arterial walls may have
contributed to the development of atherosclerotic plaque (109).

It is well known that dietary supplementation with plant sterol is associated with
clinically relevant reductions in LDL-C concentrations, and its use in foods is approved by
health professionals as a therapeutic option to control hypercholesterolemia, however, it has
been suggested that the use long-term phytosterols in order to provide cardiovascular
protection remains a knowledge gap (48,51,113).

This work had some limitations. First, being a cross-sectional study, the
cardiovascular risk of individuals in the long term was not evaluated; such limitation could be
solved by a prospective observation study of the research participants, considering the eating
habits that were not controlled before the enrollment in the study. Therefore, we cannot
exclude the possibility that dietary variations have substantially influenced the amount of
plant sterols ingested.

Hence, considering the results presented, it is suggested that cholesterol synthesis
and absorption are interrelated and play an important role in regulating homeostasis and the
cholesterol absorption marker, campesterol, may have reflected changes in body cholesterol

homeostasis with atherogenic potential.
CONCLUSION

In summary, the study suggested a direct association of campesterol with carotid
atherosclerotic plaques and an inverse association with rates of synthesis/absorption, thus
reflecting changes in body cholesterol balance, and a possible increase in absorption and

decreased synthesis may be associated with carotid atherosclerosis.
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5 CONCLUSAO

A aterosclerose subclinica € um indicador precoce da doenca aterosclerotica e seu
reconhecimento oportuno pode retardar ou prevenir a progressdo para a doenca cardiovascular
estabelecida.

Mostramos neste estudo evidéncias sugestivas de associagdes da aterosclerose
subclinica carotidea com marcadores séricos de sintese e absor¢do do colesterol em
individuos saudaveis.

As analises de regressdo logistica univariada apontaram para uma relacédo direta
do campesterol (fitoesterol marcador de absorcdo intestinal de colesterol) com a razdo de
chance de ocorréncia de placas ateroscleréticas carotideas, sugerindo um potencial papel
aterogénico aos esterdis vegetais.

A mesma andlise univariada foi realizada para duas razbes da medida de
sintese/absor¢do de colesterol ou precursor metabdlito/fitoesterol: a latosterol/campesterol e a
latosterol/B-sitosterol. Ambas se associaram inversamente com a razdo de chance de
ocorréncia de placas carotideas, sugerindo um possivel papel ateroprotetor.

A presenca desta relacdo reciproca dos processos metabdlicos entre sintese e
absorcdo de colesterol em individuos saudaveis, indica que ndo s6 as concentragdes de
colesterol sérico, mas também as diferencas na homeostase do colesterol, como o0 aumento da
absorcdo com diminuicdo da sintese ou vice-versa podem estar associadas ao
desenvolvimento da aterosclerose.

A homeostase do colesterol corporeo se da pelo balanco entre a via exdgena,
caracterizada pelos processos de absorcdo, transporte e metabolizacdo do colesterol
proveniente da dieta, a via enddgena caraterizada pela sintese de novo predominantemente
hepéatica e a excrecdo fecal. Esterdis vegetais sdo de origem dietética, transportados no
plasma principalmente através de lipoproteinas ricas em colesterol. Quanto maior a eficiéncia
da absorcao intestinal dos esterois vegetais maior seu nivel sérico.

Né&o foram encontradas associacdes entre a aterosclerose subclinica medida como
espessamento mediointimal de carétidas e os marcadores de sintese e absor¢do de colesterol
na regressao multivariada e na regresséo logistica, mas houve uma correlagdo positiva embora
fraca, com a razdo latosterol/p-Sitosterol.

Ao avaliarmos a relacdo entre a aterosclerose subclinica e os fatores de risco
cardiovasculares classicos encontramos correlagfes positivas com idade, pressdo arterial,

indice de massa corporea, glicose, colesterol total, LDL-Colesterol, NHDL-Colesterol,
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VLDL-Colesterol, triglicérides e proteina C reativa, reiterando a presenca de associa¢des pro-
aterogénicas.

Mostramos também que os marcadores de sintese e absorcao de colesterol foram
determinados por varios fatores de risco cardiovasculares na andlise de regressdo linear
multivariada, a saber: idade, indice de massa corporea, triglicérides e proteina C reativa,
sugerindo a presenca de possiveis outras associa¢des pro- aterogénicas dos marcadores.

Os 270 voluntarios do estudo foram selecionados como normolipidémicos e
normoglicémicos, 19% apresentaram placas ateroscleroticas e 12% apresentaram aumento da
espessura intimomedial de car6tidas. A concentracdo de marcadores de absorcdo em relacdo
aos de sintese foi cerca de 3 vezes maior.

As principais contribui¢fes deste estudo sdo as sugestdes de que a aterosclerose
carotidea se associa diretamente a absorcao intestinal de colesterol e inversamente ao balanco
sintese/absorc¢do de colesterol.

Ressaltamos como fatores limitantes do estudo o fato de que os individuos foram
selecionados de forma rigorosa o que reduziu o tamanho da amostra e a variabilidade e
amplitude dos resultados observados.

Também pelo fato de que os participantes ndo terem sido seguidos
prospectivamente ndo foram avaliados o risco cardiovascular em longo prazo.

Além disso os habitos alimentares ndo foram controlados antes do ingresso no
estudo, portanto ndo podemos excluir a possibilidade de que as variacBes dietéticas tenham
influenciado a quantidade de esterdis vegetais ingeridos.

Sugerimos que novos estudos sejam realizados para melhor caracterizar o
processo aterosclerdtico associado as variacfes séricas de marcadores de sintese e absorcdo

do colesterol em individuos saudaveis e sua prospecc¢ao.
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parametros metabolicos estudados a medida da espessura da camada intima-média de carétides.

III - SUMARIO

Serdo medidos os pardmetros que regulam metabolismo do colesterol em linfo-mondcitos
frescos do sangue e os esterdides plasmaticos marcadores de sintese (latotesrol/desmoterol) e de
absorgdo intestinal, que serfio relacionados com o grau de arterosclerose medido por
ultrassonografia de cardtidas por eco-doppler.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Estudo bastante interessante, tem orgamento, cronograma e estd bem dimensionado. Foi
informado o niimero de sujeitos e a forma de recrutamento. O Termo de Consetimento Livre e
Esclarecido foi readequado, estando de acordo com as normas do CNS/MS.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, ap6s
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
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Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13084-971 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
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Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.
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HUMANO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Eliana Cotta de Faria

II1 - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprova o Regulamento do Biorrepositério de acordo com as diretrizes da
Resolugdo CNS/MS 441/11 de 12/05/11, que regulamenta o armazenamento e utilizagdo de
material biolégico humano no ambito de projetos de pesquisa, referente ao protocolo de
pesquisa supracitado.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

III - DATA DA REUNIAO.
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Profa. Dra. Fatima Aparecida Béttcher Luiz
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7.2 Solicitagéo de Dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Ao

CEP — Comité de Etica em Pesquisa

Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP

Solicitacdo de dispensa — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Solicito a dispensa do uso do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) para o projeto “Influéncia dos marcadores séricos de sintese e absor¢do de
colesterol sobre a aterosclerose subclinica de cardtidas em adultos assintomaticos”. Este
pedido se justifica pelo fato do estudo ser caracterizado por uma analise retrospectiva de
dados obtidos durante o Projeto Teméatico FAPESP n°2006/60585-9 “Rela¢do da
concentracdo de HDL-C com o metabolismo de colesterol em mondcitos e no plasma
humano” (aprovacdo CEP 038/2011) realizado entre os anos de 2008 e 2013 na cidade de
Campinas - SP.

O material biolégico que sera analisado foi obtido durante a vigéncia do projeto
destacado, sendo autorizada a sua utilizagdo em pesquisas associadas pelos termos definidos
no TCLE.

Sendo assim, solicito a dispensa de uso do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. O Laboratdrio de Lipides da FCM/UNICAMP e o setor de Bioquimica Clinica
da Divisdo de Patologia Clinica estdo cientes e adequados a Resolucdo n° 347/2005 sobre o
armazenamento de material bioldgico, e toda nova pesquisa a ser feita com necessidade de
coleta de material bioldgico sera submetida a aprovacao do CEP da instituicdo e, quando for o

caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP.

Atenciosamente,

Campinas, de de 2017.

EDITE VIEIRA SILVA DE CAMPOS
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1. INTRODUGCAO1.1 Epidemiologia das doencas cardiovasculares (DCV)Estimase que a cada ano sejam
registrados 17,1 milh&es de dbitos no mundo decorrentes de doengas cardiovasculares (DCV) [1, 2]. No
Brasil, a aterosclerose & a principal responsavel pela ocorréncia de DCV, e segundo a Sociedade Brasileira
de Cardiologia (SBC) 349.938 de mortes em decorréncia destas doengas foram estimadas no ano de 2016
[3]. Apesar de os dltimos anos apresentarem uma tendé&ncia 4 diminuigdo da mortalidade, elevacées
relativamente rapidas e substanciais tém ocorrido em paises em desenvolvimento como o Brasil, no qual as
DCV sdo responsaveis por aproximadamente 29% de todas as mortes [3-6]. As principais manifestacbes

clinicas da doenga aterosclerdtica que podem se caracterizar por eventos de alta morbimortalidade,

compreendem a sindrome coronariana aguda (angina instavel efou infarto agudo do miocardio), o acidente
vascular cerebral, o aneurisma da aorta e a doenga vascular periférica [7, 8). A manifestacio clinica destas
doencas & resultante da interagao de fatores de risco cardiovasculares genéticos (idade, sexo, historia
familiar de DCV) efou modificaveis (dislipidemias, tabagismo, hipertens&o arterial, diabete melito) gque
podem estar presentes em idade precoce, tendendo a progredir com o avangar desta e exibindo intensidade
diretamente proporcional ao ndmero e gravidade dos fatores de risco apresentados pelo individuo [9].A
aterosclerose acarreta alto custo para o sistema de sadde e da previdéncia social e leva a perdas para a
economia, visto que as doencas cardiovasculares figuram
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como importante elemento no cenario das causas de hospitalizagdo, incapacitago fisica e consequente
afastamento das atividades de trabalho [5, 10].As sindromes coronarianas agudas podem levar a eventos
de alta morbimortalidade como o infarto do miocardio, o acidente vascular cerebral, os aneurismas da aorta
e a doenga vascular periférica, que em muitos casos correspondem as principais consequéncias da
aterosclerose [B].1.2 Fisiopatologia da ateroscleroseQ processo subjacente a grande parte das
manifestagtes cardiovasculares € a aterosclerose. A aterosclerose & uma doenca inflamatéria cronico-
proliferativa, degenerativa, progressiva e de base multifatorial, decorrente de uma desordem do metabolismo
e da deposi¢do lipidica, acometendo a parede das artérias e causando disfungado endotelial vascular com
formacao de placas de aleroma. A presenca e a gravidade destas lesdes correlacionam-se positiva e
significativamente com os fatores de risco cardiovascular & & a causa primaria da doencga aterosclerdtica
coronariana (DAC) e do acidente vascular cerebral (AVC) [8, 11]. A aterosclerose & caracterizada por uma
longa fase assintomatica, podendo ter inicio no estagio intrauterine ou na infancia. Os locais acometidos
geralmente sdo artérias de grande e médio calibre, em regifes de bifurcag@o onde ocorre variabilidade no
cisalhamento laminar, conhecido como shear stress [12].0 endotélio vascular de uma artéria & constituido
por trés camadas distintas, dentre as quais a tdnica interna (ou intima) forra o vaso internamente. Entre a
tinica interna & a média, existe uma membrana chamada limitante elastica interna; a tinica média &
formada basicamente por células musculares lisas, envoltas por colageno e elastina. Entre a tinica media e
a externa (adventicia) existe a membrana limitante elastica externa; na tinica adventicia ha grande
guantidade de fibras colagenas e elasticas, que penetram no tecido conjuntivo adjacente, tornando o limite
externo do vaso ndo muito definido [2, 7, 13).0 inicio da aterogénese ocorre muitos anos antes das
manifestacdes estruturais e clinicas da doenga, verificandose, portanto, a existéncia de um longo periodo
assintomatico. Este pode ser atribuido a dois fendmenos que geralmente ocorrem simultaneamente: a
disfungao endotelial somada ao acdmulo de lipoproteinas ricas em colesterol esterificade no espaco
subendotelial. Estas particulas sdo representadas especialmente pela lipoproteina de baixa densidade, ou
LDL-C que guando retida & suscetivel a modificagdes em sua estrutura, principalmente quando ha presenca
de fatores de risco que favorecem o estresse oxidative e consequentemente a produgio exacerbada de
espécies reativas de oxigénio. Sendo assim, o LDL-C pode passar por modificages estruturais
determinantes, como a oxidagao, permitindo que este seja reconhecido e internalizado por macréfagos
residentes via receplores do tipo scavenger [14].0 inicio do processo inflamatdrio & marcado pela intensa
produgdo de mediadores pelos macrdfagos, como citocinas, quimiocinas e proteinases. Desta forma, ocorre
a
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sinalizag3o para o aumento da expressdo de moléculas de adesao endoteliais, como ICAM-1 (do inglés

intercellular adhesion molecule 1, VCAM-1 (do inglés vascular cell adhesion molecule 1) e selectinas (P e E).

Estas moléculas favorecem a diapedese, isto &, a migragdo de mondcitos (que foram atraidos pelas
guimiocinas) até a camada intima arterial, local onde se diferenciam a macréfagos e amplificam o processo
[15]. O acdamulo de lipides no interior dos macréfagos permite que estes adquiram aspecto de células
espumosas (foam cells) que continuamente liberam citocinas pré-inflamatérias. De fato, as células efetoras
do sistema imune se proliferam ativamente no local da les3o e secretam citocinas & enzimas que degradam
o colageno e outros componentes teciduais, contribuindo para o desenvolvimento do processo inflamatorio
global. Em consequéncia ha o aumento de células espumosas, formando as estrias gordurosas, que
configuram as lesdes macroscdpicas iniciais da aterosclerose [16]. Fatores de crescimento como o PDGF
(do inglés, platelet-derived growth factor), FGF (do inglés, fibroblast growth factor) e IGF (do inglés, insulin-

like growth factor) estimulam a proliferacio e migracio das células da musculatura lisa para o local da lesao,

onde passam a produzir citocinas, fatores de crescimento e matriz extracelular cuja composicio em tecido
conjuntivo dense, proteoglicanos, fibras colagenas e células musculares lisas constituem a capa fibrosa das

placas aterosclerdticas. Na placa estabelecida & comum a presenga de um ndcleo lipidico necrético,
principalmente devido a apoptose e necrose das células espumosas e das células musculares lisas [16, 17].

As placas aterosclerdticas aumentam a espessura da camada intima e o processo fibrotico torna as artérias
enrijecidas e resistentes em muitos casos. Inclusive, com o tempo pode ocorrer a precipitagdo de sais de
calcio na placa, levando a calcificacbes pétreas ocasionando o endurecimento das artérias e distensibilidade
devido as dreas degenerativas na parede arterial que facilmente podem se romper, levando a formacgao de
coagulos, com resultante formagdo de trombos ou émbolos onde ocorre um blogueio sibito do fluxo de
sangue para a artéria [7, 8, 18].Sendo assim, a estabilidade da capa fibrosa que protege o nlcleo necrdtico
& critica para a manutengo da integridade da lesdo. As placas vulneraveis sdo instaveis e apresentam uma
diminuigio na quantidade de células musculares lisas e de colageno na matriz extracelular, formando assim
uma fina capa fibrosa sobre um grande nicleo necrdtico com atividade inflamatdria local significativa. Estas
caracteristicas levam a ruptura da capa fibrosa e estio presentes em até 75% de casos de morte sibita
[19].0Outros fatores contribuem para o rompimento da capa fibrosa; entre eles, o enfraquecimento mecanico
& um passo importante que precede a ruptura da placa e os eventos trombdéticos secundarios. As mudangas
estruturais na capa fibrosa so caracterizadas pela intensa a¢do de metaloproteinases que degradam a
matriz extracelular e estéo diretamente correlacionadas & instabilidade da placa e risco de eventos
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coronarianes agudos [20]. Outro fator que pode contribuir para o enfraquecimento da placa & o processo de

neovascularizagdo, que geralmente resulta em hemorragias e formacgio de trombos dentro da placa [21, 22).

Os eventos agudos coronarianos sdo em sua maioria causados pela formagao de trombos, em

consaquéncia & ruptura da placa ou por hemorragias locais. A magnitude da resposta ao trombo & variavel,

dependendo principalmente da trombogeneicidade do material exposto, das forgas hemodinamicas locais e
da propensdo sistémica a eventos trombdticos [23). Estudos epidemioldgicos realizados nos dltimos anos
revelaram numerosos fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose; entre eles, destacam-se
fatores comportamentais como o tabagismo, a inatividade fisica, a dieta inadequada rica em sodio e
gorduras e o consumo abusivo de bebidas alcodlicas, entre outros. Além disso, a idade, o sexo e o histdrico
familiar positivo de DAC prematura sdo considerados fatores classicos e independentes na predigdo clinica
e subclinica de risco cardiovascular [24, 25].Parte do risco aterosclerdtico esta diretamente ligado &
pandemia mundial de doencas metabdlicas, como a hipertensao arterial sistémica, o diabetes meliitus tipo 2

e a sindrome metabolica, condicdes intimamente ligadas ao sobrepeso e obesidade [24].A obesidade,

independentemente do sexo, figura entre os principais fatores de risco para DAC, tendo especial importancia
devido a sua alta preval&éncia em diferentes populagdes. Segundo Ferreira 2016, ha evidéncias de que a

elevacao da pressdo arterial esta fortemente associada a adiposidade central efou resisténcia & insulina,

representando um fator de risco independente para o desenvolvimento clinico desfavoravel da sindrome
metabdlica (SM). Além disso, o excesso de gordura corporal ndo s6 conduz s alteragdes metabdlicas do
tecido adiposo e a indugo de resisténcia insulinica, mas também a disfun¢do endotelial, por meio de efeitos
pré-inflamatérios e pro-trombdticos decorrentes da agao das citocinas inflamatdrias e adipocinas [26]).Muitos
destes estados fisiologicos sdo associados a alteragdes lipidicas, ou dislipidemias, caracterizadas pelo

aumento ou redugio das concentragdes de colesterol circulante na forma de lipoproteinas. As dislipidemias,

de fato, sdo proeminentes fatores de risco, sendo que o papel do colesterol plasmatico na iniciag3o da lesao
foi sugerido em 1913 por Nikolai Anitschkow [27]. Posteriormente, os conceitos foram refinados com a
descoberta da prevaléncia da lipoproteina de baixa densidade, rica em colesterol, nas lesbes e condigdes
relacionadas. 1.3 Marcadores subclinicos de aterosclerose A idade de inicio & a taxa de progressdo da
doenca aterosclerdtica varia acentuadamente entre os individuos, o que se torna complicada a sua
predicao. Um evento corondrio agudo & a primeira manifestacio da doenca aterosclerdtica em pelo menos
metade dos individuos que apresentam esta complicacdo. Desta forma, a identificacdo dos individuos
assintomaticos que estio mais predispostos & crucial para a prevengao efetiva, com a
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correta definicao das metas terapéuticas individuais [9]. A associacdo da aterosclerose com inflamac&o nos
leva a procurar um marcador que pode refletir a fisiopatelogia subjacente & doenga, podendo ser uma
substancia encontrada em uma amastra bioldgica disponivel, tal como o sangue ou a urina, ou pode ser
detectado na imagem tecidual, bem como indicar a presenga da afec¢@o ou danos a um drgdo [28, 29]. Os
modelos tradicionais de determinagdo de risco sdo bastante efetivos em algumas populagdes. A estimativa
do risco de doenca aterosclerdtica resulta da somatdria do risco associado a cada um dos fatores de risco
mais a potenciacdo causada por sinergismos entre alguns destes fatores. Diante da complexidade destas
interagdes, a atribuigio intuitiva do risco frequentemente resulta em sub ou superestimagao dos casos de
maior ou menor risco, respectivamente. Para contornar esta dificuldade, diversos algoritmos t&m sido
criados, baseados em andlises de regressdo de estudos populacionais, por meio dos quais a identificagao
do risco & substancialmente aprimorada. Dentre os diversos algoritmos existentes, a V Diretriz Brasileira de
Dislipidemias e Prevencao de Aterosclerose [30] recomenda a ulilizagdo do Escore de Risco Global
(ERG).Para atender os pacientes sujeitos a variagbes indesejaveis na avaliacdo do risco podem ser
utilizados outros recursos dos quais destacam-se técnicas de imagem como o indice tornozelo-braquial
(ITB), o score de célcio coronariano, a dilatacdo fluxe mediada (FMD, do inglés flow mediated dilatation) e a
espessura intimo-medial de artérias cardtidas (cIMT, do inglés carotid intimamedia thickness) que tém sido
utilizadas para reclassificar estes pacientes com sucesso [31].A avaliagdo do cIMT é feita por meio de uma
técnica ndo invasiva de ultrassonografia, na qual & possivel avaliar a espessura entre a camada intima e
média - o que por sua vez representa o desenvolvimento de hipertrofia na parede vascular, bem como
hiperplasia intimal e o desenvolvimento de placas aterosclerdticas [32]. A medida auxilia na estratificagdo de
valores preditivos a futuros eventos cardiovasculares em uma ampla faixa etaria, de modo confidvel, a um
baixo custo, identificando os estagios iniciais da aterosclerose subclinica e monitorando a progressao da
doencga [28, 33-35).As doengas das artérias cardtidas desenvolvemse frequentemente em pacientes com
idade mais avangada, causadas por calcificages vasculares e formacgao de placas aterosclerdticas, a
calcificagdo do sistema vascular na regido da cabeca e do pescogo reduz a distensdo dos vasos
sanguineos, resultando em diminuicdo da luz dos vasos e, consequentements, podendo originar a uma
doenga cardiaca congestiva, insufici#ncia coronariana e morte, aproximadamente 20% dos acidentes
vasculares cerebrais (AVC) isquémicos sdo resultantes do desprendimento ou ruptura de uma placa
aterosclerdtica presente na regido carotidea [1, 36]. A medida de cIMT e avaliagio da presenca de placas
separadamente & Otil para avaliar os efeitos de diferentes fatores de risco aterosclerdticos na parede arterial.
O cIMT &
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comumente maior nos homens, apresenta pouca diferenga entre grupos étnicos diversos, esta associado a
varios fatores de risco cardiovasculares, prevaléncia e incidéncia de doenga cardiovascular e grau de
aterosclerose em diferentes sitios arteriais, hé evidéncias de maior prevaléncia de gravidade de
aterosclerose subclinica na populagdo com Hipercolesterolemia Familiar [35, 37- 39].1.4 Metabolismo
corpareo de colesterol Os lipideos s30 substincias orgdnicas insollveis no meio aquoso sendo
representados principalmente pelos Acidos graxos livres (AG), triglicérides (TG), fosfolipides (FL), colesteral
livre (CL) & colesterol esterificado (CE) [30, 40].Dentre estes o colesterol & uma molécula que tem fungdes
bioltgicas variadas e fundamentais para o funcionamento do organismo. Além de ser um componente das
membranas celulares, & essencial para a sintese de horménios esteroides e vitamina D, para o metabolismo
dos acidos biliares e formacéo de estruturas como os lipid rafts [41]. Devido a esta variedade de fungdes
essenciais, as concentrages celulares de colesterol precisam ser finamente reguladas. Isto ocorre gragas a
uma maquinaria homeostatica complexa que envolve diferentes niveis de controle. De forma simplificada, &
possivel afirmar que os principais componentes da economia corporea de colesterol se referem a absorgao
intestinal, sintese hepatica de novo, transporte de colesterol de e para tecidos e excrecao [42].A maior parte
do colesterol do organismo origina-se da biossintese (via enddgena), enquanto aproximadamente 25% s&o
fornecidos pela dieta (via exogena). Entretanto, na pratica, o balango entre a sintese hepatica de novo e a
via exdgena varia de acordo com aspectos genélicos e com a guantidade de colesterol consumido da dieta
[43].Resumidamente, a biossintese do colesterol ocomre principalmente no figado e intestino a partir do sua
molécula precursora, a acetil-CoA; ainda, o agente redutor € o mesmo da sintese de acidos graxos, ou seja,
NADPH. As enzimas que catalisam a reacfo localizam-se no citosol e reticulo endoplasmatico e o processo
corresponde a uma série de reagdes complexas de polimerizacao e ciclizaco que originam o colesterol. A
regulagio da biossintese & feita principalmente pela enzima HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A redutase) [7, 44). E importante estabelecer que durante a via enddgena esto presentes uma
série de mecanismos regulatorios, entre os quais os transcricionais s3o os mais bem caracterizados. Por
exemplo, quando as concentragdes intracelulares de colesterol sdo insuficientes para a manutengdo das
fung¢des normais o fator de transcricdo SREBP (do inglés, sterolregulatory element-binding protein) atua na
indugio da transcricdo de genes envolvidos na sintese, como o HMGCR | & na captacao de colesterol, como
o LDLR. Por outro lado, quando o conteddo celular de colesterol & elevado os fatores de transcricio LXR
(do inglés, liver X receptors) atuam na regulagdo de transportadores de membrana, como ABCA1 e ABCG1
(do inglés, ATP-binding cassete transporters Al e G1,
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respectivamente)[41].J4 o colesterol obtido a partir da dieta & transportado do intestine ao figado, meio pelo
qual & distribuido aos tecidos periféricos. O transporte do colesterol e de fosfolipides do limen intestinal
para o meio intracelular & facilitade pelo transportader Niemann-Pick C1 Like 1 (NPC1L1), que esta
localizado na membrana apical dos enterdcitos com o conjunto de semi transportadores do tipo ABC G5/G8
(ABCGS & ABCGBS), que promovem o efluxo de colesterol & de fosfolipides n&o esterificados de volta para o
limen, assim como facilitam a secrecao de colesterol de origem biliar [30, 40]. No contexto da economia
corparea de colesterol o transporte via lipoproteinas exerce um papel importante, uma vez que as moléculas
sdo transportadas no plasma como ésteres de colesterol ou colesterol livre associados a estas particulas. As
lipoproteinas carreiam lipides na circulagdo linfatica, intersticio celular e variam de acordo com sua
composico, densidade, carga elétrica, conformacio e tamanho. Didaticamente o processo de transporte

pode ser dividido na via intestinal, ou seja, a partir do aporte lipidico proveniente da dieta, e hepatica [45].

Na via intestinal, apos o transporte para o interior dos enterdcitos, os lipides s3o esterificados por meio da
atividade da enzima ACATZ (Acilcolesterol Acil Transferase 2) no reticulo endoplasmatico [46]. Somado a
iss0, a proteina de transferéncia microssomal (MTP) transfere triglicérides e fosfolipides para o interior do
reticulo, promovendo a conjugacgdo destes ao colesterol esterificado e apolipoproteinas B-48 (apo B-48)
[47]. Estas estruturas formadas s3o transportadas ao aparelho de Golgi como quilomicrons (QM), que s&o
secretados na linfa e circulagdo sanguinea via ducto toracico. Nos capilares extra-hepaticos sdo convertidos
a particulas remanescentes (QMr) por meio da lipdlise promovida pela lipoproteina lipase (LPL). Os
quilomicrons remanescentes sdo removidos da circulagdo pelos hepatdcitos via LDLR, cujo mecanismo
regulatdrio foi exemplificado anteriormente. Este processo depende do enriquecimento das particulas
remanescentes em apolipoproteina E [42, 48]. Dado o aumento significative do contetdo de colesterol nos
hepatdeitos ha uma sinalizagio para a formagao de VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), iniciando
a via hepatica. Assim como acontece nos enteréeitos, triglicérides, colesterol livre e fosfolipides sao
conjugados a uma apolipoproteina (apo B-100), com auxilio da MTP [49]. A VLDL produzida no figado &
secretada na circulagdo periférica, onde as moléculas de triglicérides de sua constituicsio sdo substrato para
a LPL, enzima primariamente estimulada pela presenga de apolipoproteina C-ll (apo C-ll) & inibida pela
apolipoproteina C-ll (apo C-1II) [50, 51]. Os &cidos graxos advindos da lipdlise de VLDL sao redistribuidos
para os tecidos, onde podem ser armazenados (no caso do tecido adiposo) ou utilizados (principalmente no
misculo esquelético); ainda, as particulas de VLDL depletadas em friglicérides trocam apo C-ll & apo E com
as particulas de HDL da circulagdo, sendo entdo formada
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a lipoproteina de densidade intermediaria, IDL. As particulas de |IDL também sdo substrato para a atividade
da LPL e da lipase hepética (LH), formando a LDL (lipoproteina de baixa densidade) [52].As particulas de
LDL circulantes s3o as principais responsaveis pelo fornecimento de colesterol aos tecidos periféricos.
Entretanto, quase 80% sao removidas pelos hepatocitos via LDLR [53]. Apos a interacdo enftre a particula
de LDL e o LDLR, a clatrina reveste a vesicula endocitica formada, conferindo estabilidade até a formacao
do complexo endossomal tardio. O colesterol esterificado presente na LDL & hidrolisade pela enzima
colesteril-&ster hidrolase acida [54]. H& um transito continuo de colesterol para as diversas organelas
intracelulares & para a membrana plasmatica, incluindo dominios especificos como as cavéolas [55]. No
meio intracelular, o colesterol livre & convertido a colesterol esterificado pela agdo da ACAT (Acilcolesterol
Acil Transferase), favorecendo seu armazenamento no citosol sob a forma de goticulas; assim, a ACAT
previne a distribuigdo irregular de colesterol livre nas membranas intracelulares, que consiste em um
importante fator citotéxico [46]. Adicionalmente, parte do colesterol livre pode ser oxidado, levando a
formacao dos oxidos de colesterol, moléculas que se ligam preferencialmente a receplores nucleares que
controlam a transcrigdo de genes envolvidos no metabolismo celular e plasmaético de lipides [56].A particula
de HDL (lipoproteina de alta densidade) também atua na homeostase corporea de colesterol, atuando
principalmente no transporte do excesso de colesterol dos tecidos periféricos para o figado, meio pelo qual &
excretado. A HDL & produzida principalmente pelo figado e intestino a partir da secrecao de apolipoproteina
A-l pobre ou livre de lipides. Por ser altamente instavel, a apo A-l interage inicialmente com transportadores
ABCA1, meio pelo qual acontece o efluxo de fosfolipides e de colesterol celular. Conforme adquire lipides, a
enzima LCAT (lecitina colesteril acil transferase) associada a apo A-l realiza a esterificacio das moléculas
de colesterol; neste momento a particula de HODL nascente discoide passa a ter formato esférico (HDL3)
gragas as caracteristicas hidrofdbicas dos ésteres de colesterol [57-59).Conforme adquire lipides via
ABCA1, ABCG1 ou a HDL apresenta um aumento de didmetro significativo, formando a HDL2. Neste
momento o seu metabolismo envolve a interag&o com receptores SR-Bl (do inglés, Scavenger Receptor
Type B, Class 1) localizados nos hepatdcitos, favorecendo o transporte de colesterol esterificado da particula
para o figado e formagio de particulas de HDL3. Ainda, a HDL2 pode ser convertida a HDL3 por diferentes
vias, mas principalmente pela atividade da proteina CETP (do inglés, cholesteryl ester transfer protein) e
hidrélise do ndcleo lipidico promovido pelas lipases hepatica (LH) e endotelial (LE). Quando a CETP
promove a troca equimolar entre triglicérides das lipoproteinas que contém apo B (VLDL e LDL) e o
colesterol esterificado da HDL sao formadas as HDLs ricas em friglicérides, que s8o substrato para a lipase
hepatica,
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formando particulas menores. A agdo conjunta entre CETP e lipase hepélica promove a reducdo do
didmetro da HDL e a formagdo de particulas pobre em lipides, que por sua vez podem interagir com o
ABCA1, caracterizando um novo ciclo de formacdo de HDL madura [60). O efluxo de colesterol, etapa
primordial do transporte reverso de colesterol & o processo responsavel pela protegdo celular contra o
acimulo de colesterol e seus efeitos deletérios Inclusive, a HDL atua no espaco subendotelial removendo o
excesso de colesterol de macréfagos, reduzindo a predisposigdo e a formagdo de células espumosas e
protegendo contra a aterosclerose [9, 13, 61]. O colesterol associado & particula que & removido pelo figado
por meio dos receptores SR-BI & secretado na bile para excre¢io fecal [62, 63). Para tanto, o colesterol
esterificado derivado da HDL & hidrolisado no meio intracelular pela enzima colesterol esterificado hidrolase
[64]; ja o colesterol livre produzido & utilizado na sintese dos Acidos biliares ou secretado diretamente na

bile, em processos regulados pelos transportadores ABCG1, ABCGS/ABCGS, ABCB11 e ABCB4 (do inglés,

ATP binding cassete transporter B11 e B4) [62].De fato, parte do balango corpéreo de colesterol envolve a
excrecdo sob a forma de esterdis neutros (colesterol e metabolitos resultantes da degradacio bacteriana
intestinal) ou sais biliares, principalmente por via fecal [13]. O transporte reverso do colesterol (TRC), neste
contexto, & considerado como uma via de eliminagio do colesterol [9].1.5 Marcadores de sintese e absorgao
de colesterol O metabolismo corpdreo de colesterol pode ser avaliado por meio técnica conhecida como
sterol balance. Este método, considerado padrdo ouro, foi desenvolvido ha véarias décadas e envolve a
utilizacdo de tracers ou marcadores orais/intravenosos ligados ao colesterol. Neste processo & necessario
determinar a quantidade de colesterol ingerida na dieta somada a quantidade excretada nas fezes para
avaliacao dos esterdis neutros e Acidos biliares. Sendo assim, & possivel determinar a taxa de sintese, o
que muitas vezes indica que esta & maior frente a quantidade consumida na dieta [65]. A metodologia
envolve etapas laboriosas, o que dificulta significativamente a sua aplicagdo em grandes amostras
populacionais. A combinacao da determina¢io da sintese junto a avaliacdo do percentual de absorgéo de
colesterol da dieta (razdo D-colesterol/D-sitosterol) contribuiu significativamente para melhorar as
informacgdes sobre o metabolismo de colesterol corporeo como um todo, possibilitando a determinacgao da
absor¢ao absoluta, biliar, da dieta ou enddgena [66]. Frente a complexidade e dificuldades metodologicas
dos métodos de avaliagdo tradicionais foram desenvolvidas novas abordagens de determinagio do balango
corpdreo de colesterol: entre elas destaca-se a medida de esterdis (ndo colesterol) plasmaticos. A partir da
medida de precursores e fitoesterdis plasmaticos por cromatografia gasosa foram encontradas relagdes
positivas com a sintese e absor¢do do colesterol, respectivamente [67]. Além disso, um grande
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nimero de estudos aceitam que estes esterdis refletem a sintese e absorgdo de colesterol absoluta,
relacionando-se estreitamente com as medidas destes processos em varias condigcbes metabdlicas [68].

Atualmente a determinacdo destes marcadores é realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (GC/MS) e geralmente o esqualeno, latosterol e desmosterol s3o considerados
marcadores de sintese, uma vez que atuam como precursores de colesterol. Ainda, o colestanol (um
metabdlito parcialmente sintetizado no corpo, também presente na dieta), sitosterol e campesterol
(conhecidos como fitoesterbis) so moléculas que refletem a absorcdo do colesterol [67). Os valores destes
esterdis sdo expressos em razdo frente a concentracdo de colesterol total para eliminar diferencas causadas
pelo conteddo varidvel das lipoproteinas plasmaticas [69].0s precursores de colesterol t8m sido usados
como marcadores relativos da eficiéncia da sintese do colesterol e flutuam em fungdo dos padroes de
sintese. Estes sofrem influgncia do ritmo circadiano e de fatores de risco como obesidade visceral, pressao
arterial elevada, concentragdes elevadas de glicose e de triglicérides, além da concentragio baixa de HDL-C
[61].Ja os marcadores de absorgao, como sitosterol e campesterol, estio presentes em sementes e dleos

vegetais e estdo relacionados estruturalmente ao colesterol, ndo sao sintetizados no organismo animal.

Desta maneira, os fitoesterdis refletem a ingesta da dieta, uma vez que interagem com os enterocitos via
NPC1L1. Nestes locais sdo esterificados pela ACAT2, embora em menor extensdo quando comparados ao
colesterol. Apenas 1-5% dos fitoesterdis consumides diariamente entram de fato na circulagao; o restante é
secretado de volta ao lamen intestinal ou trato biliar por meio dos transportadores ABCGS5/G8S, presentes
tanto nos enterdcitos gquanto hepatbcitos [68, 70].A utilizacdo de fitoesterdis na dieta tem como objetivo
diminuir o LDL-C no plasma. Gragas a sua alta hidrofobicidade possuem grande afinidade fisico-quimica
pelas micelas na luz intestinal, interferindo na solubilizacao do colesterol livre nessa estrutura e favorecendo
a maior permanéncia em seu interior em detrimento do colesterol. Com isso, & possivel deslocar as
moléculas de colesterol para fora da estrutura & aumentar sua excre¢do nas fezes [70, 71]. 1.6 Significado
clinico dos marcadores de sintese e absorgdo do colesterclEnsaios clinicos de prevengdo primaria e
secundaria demonstraram claramente que a inibicdo da sintese de colesterol com tratamento hipolipemiante
reduz o risco de eventos cardiovasculares e mortalidade [72]. A relacdo reciproca da sintese de colesterol e
os marcadores de absorg3o de colesterol fortalecem ainda mais os dados e sugere que ndo s6 os niveis
totais de colesterol sérico, mas também as diferencas na homeostase do colesteral podem estar associadas
ao desenvolvimento da aterosclerose [70].Entretanto, & necessario estabelecer que grande ndmero de
fatores que interferem diretamente no metabolismo de colesterol, como idade, sexo, indice de massa
corporea
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(IMCY), tipo de dieta, comorbidades, uso de medicactes e background genético. Desta maneira & esperada
uma grande variabilidade nos marcadores de sintese e absorgdo, uma vez que estes fatores podem estar
presentes e que existern diferengas sensiveis nos métodos de andlise destes marcadores [68].Por exemplo,
diversos estudos tem avaliado o balan¢o de colesterol corpdreo na sindrome metabdlica & em alguns tipos
especificos de dislipidemias, especialmente nas de fundo genético [73]. Ainda, varios trabalhos se
concentraram no impacto do uso de estatinas e do diabetes melitus [68].A relagdo entre a homeostase de
colesterol & o risco cardiovascular &€ um assunto amplamente estudado mas que ainda esta em discussio. O
primeiro estudo a avaliar esta relacdo foi o 45, seguido alguns anos depois pelo Framingham Offspring
Study (Cycle 6) que demonstrou em pacientes com doenga cardiovascular estabelecida ou estenose
carotidea (»50%) uma maior concentragdo de marcadores de absorgdo associada a diminuigao dos
marcadores de sintese em relagio aos controles, em um padrio independentemente associado & DCV [74,
75].Ainda, no estudo LURIC a razao de elevada absorgdo e baixa sintese associou-se a gravidade da DCV,
além de se mostrar como um preditor de mortalidade. Por outro lado, em outras populacdes nio foram
observadas associagdes ou correlagdes com marcadores de doenga aterosclerdtica, como o ¢IMT [76-
78].Embora a maior parte dos achados fornega evidéncias de que o padrio de absor¢io de colesterol
elevada somada a sintese reduzida possa ser uma condigdo pré-aterogénica, ainda existem algumas
barreiras importantes nesta compreensdo considerando condigbes metabdlicas individuais, inclusive aquelas
que culminam no incremento do risco cardiovascular (como o diabetes melitus e sindrome metabdlica). De
fato, recentemnente, Lin et al observou em 86 adultos nao diabéticos que a excre¢do do colesterol enddgeno
& independentemente e negativamente associado ao cIMT [79].

Hipdtese: Varios estudos reforgam a hipotese de que a dindmica da homeostase de colesterol corpéreo e do
desenvolvimento da aterosclerose & complexa e sujeita a grande variabilidade Neste projeto, propomos
avaliar a relacdo entre os marcadores de sintese e absorgio de colesterol e a aterosclerose subclinica
(cIMT) em individuos assintomaticos; antecipamos interferéncias nesta associaco em funcdo de
caracteristicas individuais, como sexo, idade e antropometria. Entretanto, a exploraco destas varidveis em
individuos assintomaticos podera contribuir significativamente para a elucidacio dos processos envolvidos
na aterogénese, com polencial para quantificar o valor preditivo das caracteristicas individuais e metabdlicas
sobre estes marcadores de homeostase.

Metodologia Proposta: Estes individuos foram selecionados a partir de um convénio estabelecido com
Secretaria Municipal de Saldde (SMS) de Campinas (SP) em 2008 (anexo Il). Neste, ficou estabelecido o
acesso dos resultados do perfil lipidico de jejum (colesterol total, LDL-colesterol,
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HDLsubjacentes colesterol, ndo HDL-colesterol e triglicérides) de individuos que espontaneamente
buscaram atendimento nos Unidades Basicas de Salde da referida cidade As concentragdes de colesterol
total, HDL e LDL-colesterol, triglicérides, acido drico, uréia, creatinina, alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, gama-glutamiltransferase, fosfatase alcalina foram determinados em sistema
automatizado Modular® Analytics Evo (Roche Diagnostics, Burgess Hill, West Sussex, UK) utilizando
reagentes Roche Diagnostics® (Mannheim, Germany) comercialmente disponiveis. O hormdnio estimulante
da tireoide e a tiroxina livre foram mensurados por eletroquimicluminescéncia em sistema automatizado
(Elecsys 2010/Roche, Basel, Switzerland) usando reagentes Roche Diagnostics® (Mannheim, Germany). O
LDL-colesterol foi calculado pela equacgio de Friedwald e VLDL-colesterol estimado pela formula
triglicérides/5. As apolipoproteinas A-l, B e lipoproteina (a) foram guantificadas por nefelometria em sistema
automatizado BN Il (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany) usando reagentes
comercialmente disponiveis (Dade-Boehringer®, Deerfield, lllinois, USA). A concentragio de insulina foi
determinada usando o ensaio comercial Human Insulin ELISA (Millipore, Billerica, MA, USA). Além disso, foi
calculado através da Homeostasis Model Assessment (HOMA) Calculator versdo 2.2.2 (University of Oxford,
UK) a sensibilidade & insulina (HOMA-5%) & a funcao das células (HOMA-%%), cujo calculo & baseado nas
concentragbes de glicose e insulina em jejum caldrico. A proteina C reativa (PCR) foi avaliada por
imunoturbidimetria utilizando o ensaio ultrassensivel Tina-quant® CRP (Roche Diagnostics®, Mannheim,
Germany) [82]. O didmetro da particula de HDL foi mensurado pela técnica de espalhamento dindmico de
luz {Nanotrac Particle Size Analyzer, Microtrac) apds o isolamento da subfragio de HDL por meio da
precipitacdo das lipoproteinas que contém apo B (VLDL-C e LDL-C) com polietilenoglicol B0D0 (PEG 8000)
(Sigma-Aldrich, St. Louis USA).A atividade da paraoxonase (PON1) foi determinada por método enzimatico
cinético, baseado na hidrdlise do substrato (paraoxon, diethyl-p-nitrophenylphosphate, Sigma, St. Louis, MO,
USA) pela PON1 e formacio de para-nitrofenol, cuja leitura & efetuada a 405nm em espectrofotdmetro. As
atividades da proteina de transfer&ncia de colesteril éster (CETP) e da proteina de transfer&ncia de
fosfolipides (PLTP) foram determinadas por meio de ensaios radiométricos exdgenos. J4 a massa da PLTP
foi quantificada por método de ELISA (do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay) [84]. As atividades
das enzimas lipase hepatica e lipoproteina lipase foram mensuradas por meio de ensaio radiométrico
exbdgeno em plasma posheparina (100U heparinalkg peso), cujo principio se baseia na liberaco de acidos
graxos livres a partir de urma emulsio artificial de trioleina marcada isotopicamente A atividade enddgena da
LCAT foi determinada por meio do calculo da taxa de esterificagdo de colesterol, enquanto a atividade
extgena da LCAT (resultados
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expressos em nmol/mL/h) foi determinada usando-se HDL recombinante como substrato.Os marcadores de
absor¢ao intestinal de colesterol serdo determinados por cromatografia gasosa (GC) acoplada a
espectrometro de massas (MS) (Shimadzu GCMSQP2010 Plus, Kyoto, Japan).A determinagdo da
espessura média da camada intimo-medial das artérias cardtidas foi realizada por um dnico médico
radiclogista do Hospital de Clinicas/Unicamp. No procedimento, os individuos foram avaliados em decdbito
dorsal, com a cabega elevada em cerca de 20 graus e rotagdo de aproximadamente 45 graus, usando um
sisterna de transdutores lineares de 6-9 MHz.

Critério de Inclusdo: Nesta proposta serdo incluidos individuos com idade entre 20 & 75 anos,

assintomaticos, com indice de massa corporea (IMC) igual ou inferior a 30 kg/m2, sem uso regular de
medicamentos que reconhecidamente interferem no metabolismo lipidico (como estatinas, contraceptivos e
terapias de reposicdo hormonal, por exemplo) e exames clinicoflaboratoriais que porventura evidenciassem
patologias como o diabete melito, disfungao tireoidiana, dislipidemias, doengas renais, hepéticas ou
cardiovasculares.

Critério de Exclusdo: Ainda, foram excluidos todos os individuos com hipertens&o arterial sistémica,

sindrome metabdlica e histdrico de tabagismo recente e/ou uso abusivo de alcool.

Objetive da Pesquisa:

Objetive Primario: Avaliar se os marcadores séricos da sintese (latosterol e desmosterol) e absorgao
(sitosterol e campesterol) de colesterol se associam & aterosclerose subclinica, medida como espessura
intimo-medial de artérias cardtidas em individuos assintomaticos categorizados por sexo, idade e varios
marcadores antropométricos (peso corporal, altura, medidas da circunferéncia da cintura e do quadril & sua
relagdo e indice de adiposidade).

Objetive Secundario: Analisar quais fatores bioguimicos efou metabdlicos modificam esta possivel
associacdo, incluindo as enzimas e proteinas reguladoras do metabolismo lipidico (lipoproteina lipase, lipase
hepética, proteina de transferéncia de colesteril ester, proteina de transferéncia de fosfolipides, lecitina
colesterol acil-transferase).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo a autora sao considerados riscos: Este protocolo de pesquisa ndo envolve riscos aos individuos,

uma vez gue consiste em uma analise de dados e as andlises laboratoriais serdo executadas com material
previamente coletado.

Seqgundo a autora, sdo considerados beneficios: Os beneficios da pesquisa se traduzem em resultados com
possivel aplicabilidade nas politicas de avaliagdo de risco cardiovascular.
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Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Este protocolo se refere ao Projeto de Pesquisa intitulado "INFLUENCIA DOS MARCADORES SERICOS
DE SINTESE E ABSORGAO DE COLESTEROL SOBRE A ATEROSCLEROSE SUBCLINICA DE
CAROTIDAS EM ADULTOS ASSINTOMATICOS", o gual compde o projeto de especializagio de Edite
Vieira Silva de Campos, cuja orientadora & a Profa Dra Eliana Cotta de Faria, Professora do Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, com corientacao da Dra. Vanessa Helena de Souza Zago, Pesquisadora
colaboradora da UNICAMP e Professora da Pontificia Universidade Catblica de Campinas (PUC). A
Instituigdo Proponente & FCM/UNICAMP. A pesquisa informa orgamento estimado em R$ 2518,65. O
cronograma apresenta inicio em Abril de 2018 e final previsto para Dezembro de 2019. Serdo analisadas
amostras oriundas de 306 participantes, sendo estes aqueles que voluntariamente participaram de protocolo
de pesquisa anterior (Teméatico FAPESP n*2006/60585-9).

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Andlise dos documentos de apresentacdo obrigatdria:

1) Informages Basicas do Projeto - PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1025332.pdf de
03/04/2018. Adequado.

2) Cronograma - Cronograma.pdf de 03/04/2018. Pendéncia atendida.

3) Projeto Detalhado / Brochura Investigador - Projeto_para_CEP.pdf de 03/04/2018. Pendéncia atendida.

4) TCLE / Termos de Assentimento [ Justificativa de Ausé&ncia - TCLE.pdf de 14/11/2017. Propte dispensa
de TCLE. Adequado.

5) Folha de Rosto — datada e assinada - folhaderostopdf.pdf  de 14/11/2017

6) Outros

6.1) AutorizacaodaPrefeitura. pdf de 07/11/2017. Adequado.

6.2) ProrrogacaocAutorizacaoPrefeitura2012. pdf de 07/11/2017 — documento corrompido, mas existe uma
versdo adequada no projeto detalhado.

6.3) Anexo1_Relatorio_Final.pdf de 03/04/2018 . Adequado.

6.4) Carta_Resposta.pdf de 03/04/2018

6.5) DOCcarteirinhadeindentificacao_pdf de 14/11/2017

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Observacgies
1. Quanto ao Orgamento:
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1.1  Pendéncia atendida.

2. Quanto ao cronograma.
2.1 Pendéncia atendida.

Consideragbes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada & somente ser realizada apés andlise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto & descontinuacado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagndstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de agdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP e & Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA = junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou 1l apresentados anteriormente &
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também & mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

Enderego: FRua Tessalia Vieira de Camarga, 126

Baimro: BarSo Geraldo CEP: 13.083-887
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- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovacao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item X1.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento™.

-0 pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1025332.pdf 12:39:02
Cronograma Cronograma.pdf 03/04/2018 |Edite Vieira Silvade | Aceito
12:35:33 _|Campos

Outros Anexo1_Relatorio_Final.pdf 03/04/2018 |Edite Vieira Silvade | Aceito
12:34:55 |Campos

Outros Carta_Resposta.pdf 03/04/2018 (Edite Vieira Silvade | Aceito
12:28:26 _|Campos

Projeto Detalhado / |Projeto_para_CEP.pdf 03/04/2018 |(Edite Vieira Silva de | Aceito

Brochura 12:26:24 |Campos

Investigador

Outros DOCcarteirinhadeindentificacao.pdf 14/11/2017 |Edite Vieira Silvade | Aceito
14:29:28 |Campos

TCLE/ Termos de |TCLE.pdf 14/11/2017 |Edite Vieira Silva de | Aceito

Assentimento / 14:29:06 |Campos

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folhaderostopdf.pdf 14/11/2017 |Edite Vieira Silva de | Aceito
14:27:38 |Campos

Outros AutorizacaodaPrefeitura.pdf 07/11/2017 |Edite Vieira Silvade | Aceito
13:16:58 [Campos

Outros ProrrogacaoAutorizacaoPrefeitura2012.pf 07/11/2017 |Edite Vieira Silva de | Aceito

df 13:15:54 |Campos

Outros ElianaCFariaResumido.pdf 07/11/2017 (Edite Vieira Silvade | Aceito
13:15:03 _|Campos

Outros VANESSARESUMIDO.pdf 07/11/2017 |Edite Vieira Silva de | Aceito
13:14:22 |Campos

Outros EDITECurr.pdf 07/11/2017 |Edite Vieira Silvade | Aceito

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br

Pagina 16 de 17

97



N
9
A 4

UNICAMP - CAMPUS
CAMPINAS

CIPL{N!CAMQ
Crradd (e o e G

Continuagao do Parecer: 2.617.807

Rt

Outros EDITECurr.pdf 13:13:47 |Campos Aceito

Parecer Anterior Parecer_2007.pdf 07/11/2017 |Edite Vieira Silvade | Aceito
13:08:21  [Campos

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

CAMPINAS, 24 de Abril de 2018

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador)
Endereg Rua Ti ia Vieira de C: go, 126
Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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7.4 Autorizagao Prefeitura de Campinas

PREFEITURA MUNICIPAL DE CAMPINAS
Secretaria Municipal de Saude

AUTORIZACAO

Autorizo a realizagdo da Pesquisa, intitulada “RELAGAO DA
CONCENTRAGAO DE HDL-COLESTEROL COM O METABOLISMO DE COLESTEROL
EM MONOCITOS E NO PLASMA HUMANO”, j4 aprovada no Comité de Etica da
Universidade Estadual de Campinas e que conta com apoio da FAPESP.

Declaro estar ciente que a pesquisa sera desenvolvida por pesquisédores do
Departamento de Patologia Clinica da UNICAMP, coordenados pela Professora Doutora
Eliana Cotta de Faria, junto a usuarios do Sistema Unico de Saude, a partir da avaliacao
mensal dos resultados dos perfis lipidicos da populagdo atendida nos servigos da
Secretaria Municipal de Saude, tomando como referéncia os exames realizados no

Laboratério Municipal e que a coordenagdo do mesmo esta de acordo com a parceria

para a realizagao da pesquisa.

C‘ampina{,\’z.?: de julho de 2008
|

Dr. JOSE FRANCIBCO KERR SARAIVA
Secretario Mukicipal de Saude.



7.5 Comprovante de submiss&o a revista Clinical Biochemistry

---------- Forwarded message ---------

De: Clinical Biochemistry <em(@editorialmanager.com>

Date: sab., 8§ de ago. de 2020 as 18:33

Subject: Confirming submission to Clinical Biochemistry

To: Vanessa Helena de Souza Zago <vanessasouzazago(@gmail.com>

*This is an automated message.*

PLASMA CAMPESTEROL IS POSITIVELY ASSOCIATED WITH
CAROTID PLAQUES IN ASYMPTOMATIC SUBJECTS

Dear Mrs Zago,

We have received the above referenced manuscript you submitted to
Clinical Biochemistry.
To track the status of your manuscript, please log in as an author

at https://www.editorialmanager.com/clb/, and navigate to the

"Submissions Being Processed"” folder.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Clinical Biochemistry

More information and support
You will find information relevant for you as an author on Elsevier’s

Author Hub: https://www.elsevier.com/authors
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