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RESUMOC

RESUMO

Inimeros estudos epidemioiégicos demonstram uma forte associagao inversa
entre 0s niveis plasmaticos de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e a doenga
coronariana aterosclerdtica. Portanto o metabolismo de HDL tem sido amplamente
estudado.

Avaliamos fatores que modulam o metabolismo plasmatico de HDL em
individuos aduitos que apresentam hiperalfalipoproteinemia moderada, definidos
pelo seu nivel de HDL-colesterol como igual ou acima do valor percentil 90 de uma
populagéo local analisada (n=1700), ou seja 68mg/dL. As lipoproteinas plasmaticas
e as principais sub-fragées de HDL (HDL; ¢ HDLs-col e Tg) e as atividades das
proteinas de transferéncia de lipides e das enzimas envolvidas no metabolismo das
lipoproteinas plasmaticas foram determinadas.

Quantificou-se as frequéncias de doenga cardiovascular e de fatores de risco
para esta - dislipidemia, hipertens&c arterial, tabagismo e histéria familiar positiva
para doenca arterial coronariana precoce, bem como as frequéncias de fatores
moduladores tais como idade, sexo, raca, consumo de dicool, a obesidade, a
atividade fisica, a presenca de menopausa e uso de hormonios na mulher.

Os individuos deste estude apresentaram o seguinte fendtipo sérico: aumento
de colesterol total e de colesterol de HDL, e HDLs, aumento de apo A-i e discreto
aumento de LDL-colesterol. A atividade da lipoproteina lipase (LPL) foi 35% mais
alta (3444 + 255, n=43 X 5301 + 317, n=43; em controles e HALP, respectivamente)
e a da lipase hepatica (HL) 40% menor no grupo HALP(2370 + 231, n=43 X 1410 &

103, n=43; em controles e HALP, respectivamente). As atividades da proteina de
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transferdéncia de fosfolipides (PLTP) e proteina de transferéncia de colesteril éster
(CETP) foram similares em ambos 08 grupos.

Em relacic a presenca de doenca arterial coronariana e risco para esta, 0s
grupos apresentaram frequéncias semelhantes. A freqliéncia de atividade fisica foi
mais alta no HALP. A regresséo linear muitipla foi usada para avaliar o impacto das
proteinas reguladoras sobre a HDL e suas sub-fra¢bes e dos fatores moduladores
sobre estas proteinas.

No HALP, HDL-col associou-se com o IMC (inverso), LPL e apo A-l ; HDL2-col
foi explicado pela apc Al e LPL e o HDLs-col associou-se com apo A-l e idade
(inverso). A terapia de reposicéoc hormonal explicou apo A-l e o uso de alcool,
obesidade e alcooliobesidade (inverso), explicaram a atividade da LPL. A CETP foi
influenciada pela raca (n&o branco) e a PLTP peia idade (inverso). A atividade fisica,
menopausa e o uso de contraceptivo oral na muiher nac explicaram as atividades
das proteinas reguladoras.

A modulacdo parcial das proteinas reguladoras sugere importante
componente genético no metabolismo da HDL, em pacientes portadores de
hiperaffalipoproteinemia moderada. Sugere-se que 0 fendtipo descrito ndo tenha

carater aterogénico.
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4 1. Metabolismo das iipoproteinas piasmaticas

Devido a sua baixa solubilidade em meic aquoso, os lipides sdo transportados
no plasma sob a forma de lipoproteinas (Lp). Estas particulas s&o macroagregados
constituidos por lipides apolares, trigiicérides (TG) e ésteres de colesterol (CE),
circundados por uma monocamada hidrofilica de colesterol livie (CL), fosfolipides
(PL) e apolipoproteinas (apo). Estas Gltimas, além da fungéo estrutural, s&o
responséaveis pela interacdo das Lp com os receptores celulares em diferentes sitios
de metabolizacdo e pela ativagdo de enzimas envolvidas no metabolismo das Lp.
Temos como exemplo, apo A-i e A-ll que sao cofatores positivo e negativo,
respectivamente, para a lecitina:colesterol aciltransferase (LCAT) (Brewer et al,
1988; Brown et al, 1986; Mahley et al, 1998).

As Lp podem ser classificadas segundo um padrdo eletroforético distinto ou
segundo a densidade apresentada a ultracentrifugacao em: quitomicrons (QM, d <
0,95 g/mL), Lp de densidade muito baixa (VLDL, d < 1,006 g/mL), Lp de densidade
intermediaria (IDL, d = 1,006 a 1,019 g/mL), Lp de densidade baixa (LDL, d = 1,019
a 1,063 g/mL) e Lp de alta densidade (HDL, d = 1,083 a 1,21 gimL) (Havel et a/

1975. Ordovas e Carmena, 1999; Quintao, 1995; Mahley et a/, 1998).
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Os quilomicrons (QM) s&o particulas esféricas com 750 a 6000 A de diametro,
constituidas principaimente por TG provenientes da dieta e caracterizados pela
presenga da apoB-48. Os QM s&o sintetizados nos enterdcitos, secretados para 0
espaco intersticial e conduzidos pela linfa a circulacdo sanglinea através do ducio
toracico. Ao atingirem os capilares periféricos, sofrem hidrélise pela enzima
lipoproteina lipase (LPL). Deste modo, os QM transformam-se em remanescentes &
s&0 rapidamente removidos do plasma (meia-vida de minutos) (Mortimer ef al, 1995)
por receptores hepaticos especificos: o receptor de LDL (LDLr)ou B-E, e a proteina
relacionada ao receptor de LDL (LRP). Os receptores de VLDL e o receptor
estimulado por lipdlise (LSR) também contribuem para esta remogdo (Gotto et 4,
1986; Bihain ef al/, 1995).

A LPL tem a apo C-li como cofator positivo. E sintetizada principalmente nos
tecidos adiposc e muscular, atravessa a céluia endotelial e se ancora na superficie
da membrana plasmatica em contato com a luz do vaso. Ao hidrolisar os TG das
lipoproteinas, a LPL libera giicerol e acidos graxos livres, que por sua vez, ligam-se a
albumina e sdo transportados aos diversos tecidos, que os utilizam como substrato
energético ou para a ressintese de TG. Sob acio da LPL, os QM véo
progressivamente perdendo massa de TG no interior da particula, alem de
componentes de superficie tais como fosfolipides, colesterol livre e apolipoproteinas
(A, A-ll, CHl, CHil, E) que se desprendem da particula como estruturas lamelares
dando origem as HDL imaturas.

13
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Os receptores de LDL (LDLr), s&o proteinas gue possuem 839 aminoacidos €
peso molecular de aproximadamente 120 kDa. Sao sintetizados no reticulo
endoplasmatico, e est@o expressos nas superficies de inumeras células,
principaimente ncs hepatdcitos (Mahiey et al, 1998).

O receptor de LDL contém cinco dominios. O sitio de ligacdo com as Lp &
constituido por 292 aminoacidos na porcac amino-terminal. Esta regido é rica em
cisteina e contém glutamina e &cido aspartico, mediadores criticos para a ligagéo
das apo B e E {Mahiey et al, 1999). Afungao do LDLr é de captar lipoproteinas gue
contenham apo B e apo E, inciuindo LDL, remanescentes de QM, VLDL,
remanescentes de VLDL, iDL e HDL que possuem apo E (Mahley ef af, 1999).

O LRP possui estrutura similar a dos receptores de LDL e atua como um
receptor (de varredura) multifuncional, reconhecendo 30 ligacdes diferentes que
representam muitas familias de proteinas (Lp, proteinases, complexos proteinase-
inibidor, toxinas de bactérias e varias proteinas intracelulares). Atua no metabolismo
lipidico como ligante de remanescentes de QM e de lipase (Herz ef al, 2001).
O gene humano do LRP esta localizado no braco longo do cromossomo 12 e €
altamente expresso no figado e nas céiulas neuronais {Herz ef a/, 1988; Herz ef a/,
2001).

O receptor de VLDL (VLDLr) humano tem sido descrito como um novo

membro da superfamilia de LDLr, que especificamente se ligaa VLDL, viaapo E e

14
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LPL. Tanio apo E como LPL estéo presentes nos remanescentes de OQM, e portanto,
s30 descritos como ligantes fisiclogices do VLDLr (Niemeier ef a/,1996).

O gene do VLDLr estd localizado no brago curto do cromossomo 9, na regido
24. Em sua forma maduré, possui cerca de 846 aminodcidos, codificados por 19
exons com aproximadamente 40 kilobases. E altamente expresso nos tecidos
cardiaco, muscular e adiposo (Oka et al, 1994). A organizagao dos exons-introns &
quase idéntica a do gene do receptor de LDL, porém ele tem uma especificidade
ligante e distribui¢éo tecidual diferentes das do LDLr (Sakai ef al, 1994).

O receptor estimulado pela lipélise (LSR) foi inicialmente descrito como um
receptor especifico para apo E, diferenciando-se do LDLr, que se ligatantoaapo E
quanto a apo B (Bihain et al, 1995). Nao esta relacionado a familia dos receptores
de LDL. Possui caracteristicas bioquimicas semelhantes a de todos 0s receptores de
remanescentes de QM. O nimero de LSR expressos no figado é inversamente
proporcional aos niveis de TG pos-alimentares, indicando que atua decisivamente na
remocac de lipoproteinas ricas em TG. Este receptor & ativado pelos acidos graxos
livres, produzidos durante a lipdlise e inibido pela lactoferrina (Bihain et af, 1995;
Khallou ef ai, 1995).

As VLDL, a semelhanca dos quilomicrons, s&o particulas de grande diametro
(300 a 700 A) e ricas em TG. Diferem dos QM por serem sintetizadas no figado e
possuirem como principal constituinte protéico a apo Bioo. NO plasma, as VLDL sé@o
metabolizadas pela mesma via dos QM, ou seja, nos capilares onde seu contetdo

15
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em TG & hidrolisado pela enzima LPL, transformando-as progressivamente em
remanescentes de VLDL e finglmente em IDL (Goldberg, 1896).

As IDL e os remanescentes de VLDL podem ser diretamente removidos da
circulagéo no figado pelos receptores B-E, LRP, receptor de VLDL e LSP (Niemeier,
1996: Havel, 1984). As IDL podem ser transformadas em LDL apos a hidrélise quase
completa dos TG pela lipase hepatica (LH). Aproximadamente 50% destas particulas
sio convertidas em LDL (Havel, 1984).

As LDL s3o particulas de pequeno diametro (150 a 300 A), pobres em TG,
constituidas por uma molécula de apo B, © um nucleo composto essencialmente
por CE (Havel, 1984). Possuem meia-vida plasmatica de 2 a 5 dias, transportam a
maior parte do colesterol plasmético e s&o preferencialmente captadas pelos
receptores B-E expressos por células em processo ativo de divisdo ou por tecidos
gue utilizam o colesterol como matéria-prima na sintese de hormonios (supra-renais
e gbnadas) ou sais biliares (figado) (Brown et a/, 1981, Brown et al, 1990; Goldstein
et al, 1990; Mahley ef a/, 1888).

A homeostase do colesterol no organismo ocorre em fungéo da concentragao
do colesterol intracelular (Mahley ef a/,1998), quando esta aumenta ocorre:

s Inibicdo da transcricio do gene do receptor de LDL;

s Inibicio da expresséo de HMG-CoA redutase;

e Aumento da esterificagéo do CL no citoplasma

i6
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Pelo seu pequeno famanho, as LDL, guando em grandes concentracoes
plasméticas, atravessam faciimente a barreira endotelial e infiliram-se para 0 espago
sub-endotelial da parede vascular (Havel, 1984), ligandoc-se a proteoglicanos e fibras
de coiagenc. Neste iocal tornam-se mais susceptiveis a modificagbes quimicas de
seus componentes, tais como oxidagao e glico-oxidacao (Baynes et af, 1996).

As LDL modificadas estimulam céluias endoteliais a liberar fatores
guirniotaxicos positivos para células linfomonocitarias, que migram para este local
transformando-se em macréfagos. Apds essas modificagbes, as 1. DL passam a ser
reconhecidas e fagocitadas pelos receptores de varredura dos macréfagos, SR-Al
(scavenger receptor type Al) e SR-All (scavenger receptor type All), que nao séo
regulados pelo aumento de colesterol intracelular. O acimulo progressivo do
colesterol intracelular leva entdo a transformagéo dessas células em células
espumosas (foam cells), dando inicio & formagdo da lesdo ateromatosa (Ordovas e
Carmena, 1999; Mahley et al, 1998).

As HDL nascentes sao particulas discoidais de pequeno diametro (50 a 60 A),
formadas principalmente por apo A, colesterol livre e fosfolipides. Encontradas
preferenciaimente, na linfa e no intersticio da parede dos vasos, migram
eletroforeticamente na fragio pré-beta (Fielding e Fielding, 1995). A HDL pode ser
sub-fracionada em pré-beta 1, pré-beta 2 e pré-beta 3 (Havel et ai, 1955). Na
circulacdo, 85% das HDL tem migracéo alfa (da migracao eletroforética) e
correspondem & HDL2, HDLsa @ HDLa,

17
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Os principais componentes estruturais das HDL sd0 as apolipoproteinas A-l e
A-ll. e sdo formadas no figado, intestino (Forte ef al, 1993; Ordovas e Carmena,
1999), além de originarem-se pela agdo da LPL sobre os QM e as VLDL (Windler ef
al, 1980). As HDL podem ser separadas de acordo com sua CoOmposicao
apolipoproteica em particulas que contém apenas apolipoproteina A-l (Lp apo A-l) e
particulas que contém apolipoproteinas A-l e A-li (Lp apo A-l: A-) (Roheim ef a/,
1995).

1.2. Transporte Reverso de Colesterol:

Entende-se por transporte reverso de colesterol (TRC) a transferéncia de
colesterol dos tecidos periféricos, inclusive da intima arteriai, para © figado. A partir
deste 6rgéo, o colesterol pode ser reutilizado ou excretado na bile.

O TRC é um processo que tem inicio quando as pré-beta HDL interagem com
as membranas celulares. A aquisicdo de colesterol pela HDL pode ocorrer por:
transferéncia no meio aquoso ou transporte facilitado por proteinas de membrana.
Todo o processo de maturagio das HDL, desde a estrutura primordial composta
essencialmente pela apo A-l, até a formag&o da particula esférica de HDL,, ocorre
basicamente as custas desta captacdo do colesterol celular e de sua esterificacao
pela enzima lecitina:colesteroi aciltransferase (Fielding e Fielding, 1995, Jonas,
1991 Silverman et a/, 1993; Tall, 1990; Quintao, 1995; Von Eckardstein ef a/, 1998).

O transportador cassete ATP-ligante (ABCA1) foi identificado como ©
transportador chave para a etapa inicial do TRC (Singaraja et al, 2001; Vaisman et

i8
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al 2001). Trata-se de um membro da grande familia de proteinas que transpertam
uma seleta variedade de molécuias, incluindo proteinas, lipides, fons e agucares
através das membranas (Dean ef al, 2001; Vaisman ef af, 2001). Possui na estrutura
genética cerca de 2261 aminoacidos, codificados por aproximadamente 50 exons.
Esta expresso em diferentes tecidos, como o figado, placenta, puimbes, adrenais e
macrofagos e a sua regulagéo é feita pelos esterdides e AMP ciclico (Singaraja ef &/,
2001; Vaisman ef al, 2001). Recentements, foi demonstrado que um aumenio na
expressac de ABCA1 resulta em maior efluxc de colesterol em diversos tecidos, bem
como uma elevacao nos niveis de HDL associada a aumento nas apo A-l e apo A-l
(Singaraja ef al, 2001).

A enzima lecitina:colesterol aciltransferase (LCAT) € a responsavel pela
esterificacdo do colesterol no plasma, esta presente principalmente na HDL e tem as
apo A-l, C-l e A-lV como cofatores positivos (Fielding e Fielding, 1995; Jonas, 1991,
Uboldi ef al, 1996). A medida que se processa a esterificacao de colesterol, as pré-
beta HDL vdo tornando-se progressivamente mais ricas em CE e fosfolipides,
transformado-se em particulas esféricas com 80 a 120 A de diametro, chamadas de
HDL, (Fielding e Fielding, 1995; Silverman et al, 1993:; Tall, 1990). Apds 0 processo
de esterificacdo, as HDL » podem sofrer remodelagéo pela acdo da CETP, havendo
uma troca de CE principalmente destas, por TG das Lp contendo apo B. Estas Lp
enriquecidas em CE podem ser captadas pelos receptores B-E do figado, e por outro
lado, as HDL ricas em TG sofrem agéo da LH que hidrolisa os TG e PL destas

19
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liberando apolipoproteinas para as pré-beta HDLe HDLs. Além disso, pode ocorrer a
captagdo da particula inteira de HDL pelos hepatécitos.

Em sintese, o colesterol proveniente dos tecidos € transportado na HDL
pode chegar ao figado de diversas formas :

Via indireta do TRC:

e« Como remanesentes de particulas ricas em TG apés terem recebido CE por
transferéncia mediada pela CETP, captadas pelos recepiores de LDL e LRP
(Glomset, 1968; Lagrost, 1994, Quintdo, 1995; Tall et a/, 1995);

Via direta do TRC:

» Captacdo seletiva de CE de HDL através do receptor de varredura do tipo B
1, SR-BI (Acton et al, 1996; Landschultz et al, 1996);

o Nas HDL ricas em apo E, HDL1 captadas pelos receptores de L DL (Mahley et
al, 1998),

e Através da captacdo da particula inteira de HDL (Mahley et al, 1998).

Aspectos _bioguimicos e _funcionais das enzimas, proteinas e

apolipoproteinas gue participam do transporte reverso de colesterol:

Apolipoproteina A-l (2po A-l):

E a principal apolipoproteina componente da HDL, e seu gene esta localizado

no brago longo do cromossomo 11, na posicao 23. E formada por uma cadeia de

20
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243 amino&cidos e sua sintese é predominantemente hepatica e intestinal (Breslow
et af, 1982}

A apo A liga-se ao SR-BI, liberando seietivamente colestercl de HDL para o
figado e tecidos esteroidogénicos. As moiéculas de CE s&o transportadas através da
membrana utilizando um canal aberto resultante da interac&o entre a HDL e © SR-Bl
(Segrest ef af, 2000). A apo A-l também estimula o efluxo de colesterol das células
periféricas, fornecendo substrato para a acio da LCAT (Novak ef al, 1996) e suas
concentracbes sao reguladas por fatores genéticos e ambientais {Ordovas e
Carmena, 1998).

Alguns estudos epidemiologicos reiacionam 0s baixos niveis de apo A-l e HDL
com o risco de DAC aumentado (Novak et al, 1996; Ordovas e Carmena, 1999).

Apolipoproteina A-ll (apo A-il):

O gene humano da apo A-ll foi sequenciado e mapeado no cromossomo 1,
nas posicdes 21 a 23 (Moore et al, 1984; Oakey et af, 1992). Sua sintese & quase
exclusivamente hepatica, sendo que apenas 1% & intestinal.

As funcdes propostas para a apo A-li de ativagéo e inibicdo de LH e LCAT,
respectivamente, ainda nao foram confirmadas. Sabe-se que a apo A-ll pode inibir a
fosfolipase A2 (Mahley et a/, 1984). Comparada com lipoproteinas que contém apo
A-l, as lipoproteinas que contém apo A-l e A-ll ligam-se menos as células e ndo s&o
t30 eficientes em promover o efluxo de colesterol (Kilsdonk ef al, 1990). A apo A-ll e

considerada uma apolipoproteina pré-aterogénica.
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Lecitina ; Colesterol Aciltransferase ( LCATY:

£ uma enzima intimamente relacionada ao TRC. Seu gene, em humanos, esta
localizado no brago longo do cromossomo 18, na posicao 22. E sintetizada pelo
figado e circula no plasma sob a forma de complexos com componentes da HDL.
Atua na esterificagio de colesterol livre, transferido das células periféricas para as
particulas de HDL. Esta agao ocorre através da transferéncia de AG insaturados da
posicio 2 da lecitina para © colesterol livre, gerando ésteres de colesterol e
lisolecitina, e requer como cofatores as apo Al e apo 0. A maior parte dos ésieres
de coiesterol presente no plasma é produzido através desta reacéo. Apl0s a
esterificagéo do colesterol, este € transferido da superficie para o nucieo das HDL.

Glomset, em 1968, foi o primeiro autor a propor que, gerando um gradiente de
concentracio de saida de colesterol livre dos tecidos periféricos para a HDL, a LCAT
poderia facilitar © processo de TRC modulando consequentemente O
desenvolvimento da aterosclerose. Atuaimente alguns estudos confirmaram esta
hipétese, pois a atividade da L CAT parece significativamente reduzida, 24 a 50% em
relacdo a individuos controles, em pacientes com DAC angiograficamente
documentada, e também sobreviventes de infarto agudo do miocardio (Santamarina-
Fojo et al, 2000). Porém, Wells ef al (1996) descreveram haver uma correlagao
positiva entré 08 niveis plasmaticos da atividade da LCAT e DAC severa

comprovada através de angiografia.
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A LCAT modifica beneficamente o perfil dos lipides plasmaticos através do
aumento da HDL e reducéo da LDL. A LCAT altera n@o apenas a cemposigéé, mas
também a habilidade da HDL interagir com outras proteinas que estdo envolvidas no
seu metabolismo. Além disso, modula o metabolisme das Lp pro-aterogénicas que
contém apoBigo através de alteracbes da fluidez da membrana, afetando o poo!
intracelular de colesterol, e indiretamente, mediando a transcricdo do gene do
receptor de LDL (Santamarina-Fojo ef a/, 2000).

Lipoproteina Lipase (LPL):

E uma enzima da super-familia das lipases, que inclui a lipase hepatica, lipase
pancredtica e lipase endotelial (Goldberg et a/, 2001). A LPL possui cerca de 475
aminodcidos. Em humanos, o seu gene & codificado no brago curto cromossomo 8,
na posico 22, e possui 10 exons (Kirchgessner ef al, 1987; Wion ef af, 1987).
Os maiores sitios de sintese da LPL sdo os tecidos muscular, cardiaco, esqueletico
e adiposo (Goldberg ef al, 2001).

A LPL controla as concentracdes circulantes de todas as classes de Lp, sendo
também responsavel pela diferenca de tamanho e composicéo das particulas dentro
das classes de Lp. A hidrélise de triglicérides dos QM e VLDL é a sua ag&o mais
conhecida, porém a LPL também participa da hidrélise de TG e PL de ouiras Lp
cireulantes, como convertendo as LDL ricas em TG em LDL pequenas e densas. Os

TG das HDL também s#o substratos para a acdo da LPL (Goldberg et a/, 2001).
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A transferéncia de lipides de superficie dos QM para as HDL durante a
lipdlise, aumenta os lipides nas HDL e estas, por sua vez, s&o catabolizadas mais
lentamente. Por esta razéo a atividade da LPL esta positivamente correiacionada a
concentracao de HDL (Goldberg ef af, 2001).

O papel da LPL na aterogénese ainda permanece controverso embora Mead
Jr et al (1999) tenham relatado que a express&o de LPL em células da parede
vascular, particularmente nos macrofagos, contribui para a formagéo de células
espumosas € ateroscierose (Mead Jr ef &/, 1988).

A deficiéncia da LPL esta relacionada a uma redugéo dos niveis de HDL-col e
um perfil mais aterogénico, como descrito por Wittrup ef a/ (1999) em uma meta
andlise de vinte e nove estudos. Esta condicio estava associada a presenca de
mutacbes do gene da LPL, sendc que a mutagdo Serd47Terminal, que ocorre no
dominio C do gene da LPL, estava relacionada a um pequeno aumento dos niveis
da HDL-col e um perfil ateroprotetor.

Lipase Hepatica (LH):

E uma glicoproteina com peso molecular de aproximadamente 60 kDa, e na
sua forma madura possui cerca de 476 aminoacidos (Dugi ef al, 1997, Santamarina-
Fojo et al, 1998). Possui dois dominios onde se encontram os sitios de ligagdo com
a heparina: 0 C-terminal e o N-terminal (Connelly, 1999). Em humanos, a LH &
codificada por um gene composto por 9 exons e 8 introns, presente no brago longo
do cromossomo 15, nas regides 21 a 23 (Connelly, 1999).
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A LH é secretada pelo figado e é transferida para os tecidos esteroidogénicos
(Thuren, 2000). Participa ativamente do TRC, catalizando a hidrolise de TG e PL das
HDL,, gerando HDLs e pré-beta HDL (Ordovas e Carmena, 1898; Thuren et &/, 2000;
Mahley ef al, 1998).

O papel da LH no processo anti-aterogénico € controverso. Zambon et af
(1993), descreveram um aumentc das subclasses aterogénicas de LDL em
individuos normolipidémicos com DAC e elevada atividade de LH. Aviram ef a/
(1988) demonstraram a presenca de LDL modificadas pela acdo da LH, que alteram
o dominio de ligacio da apo Big 20 receptor na superficie celular. Isto induziria um
aumento na captacdo e acumulo de colesterol nos macrofagos, resultando no
aumento de colesterol na parede arterial. Por outro lado, em outros estudos, a LH €
classificada como ateroprotetora, devido a presenca de DAC prematura em
pacientes com deficiéncia de LH (Dugi ef al, 1997; Hirano et a/, 1995; Santamarina-
Fojo et al, 1998).

Proteina de Transferéncia de ésteres de colesterol (CETPY:

£ uma glicoproteina de alto peso molecular, hidrofébica, termoestavel e
secretada na sua forma madura com 476 aminoacidos e com 4 sitios de N-
glicosilagdo. Em humanos, é codificada por um gene composto por 16 exons,
localizado no cromossomo 16 (regido 16q12-21) (Agelion et al, 19980). Os 6rgéaos que
mais expressam RNAm para esta proteina s@o: figado, bago, tecido adiposo,
intestine delgado e as supra-renais (Jiang ef a/, 1991; Tall ef a/, 1995).
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No plasma, apesar de formar complexos com LDL e VLDL, aproximadamente
75% da CETP encontram-se ligadas as particulas de HDL, notadamente as HDL
menores (HDLa) (Morton ef &/, 1985; Speijer ef al, 1891, Tall, 1990}. A formacao do
complexo CETP-lipoproteinas proporciona & transferéncia de lipides neutros (CE e
TG) entre os nucleos das lipoproteinas. A medida que transfere CE e TG entre as
lipoproteinas plasmaticas, a CETP parlicipa ativamente no processo de
remodelamento destas particuias (Havek ef al, 1993; Inazu ef al, 1994; lkewaki ef a/,
1995: Teh et al, 1998). Os vetores resultantes de sua agic s&0 as transferéncias de
CE das HDL para as Lp contendo apo B e de TG no sentido inverso, numa troca
equimolar.

Na deficiéncia de CETP, principalmente devida a causas genéticas, verifica-se
urn aumento nas concentracdes e no tamanho das particulas de HDL (Hayek et &/,
1993). Uma questéo controversa é se a deficiéncia de CETP juntamente com altas
concentracdes de HDL seria ou n&o uma condi¢éo ateroprotetora. Contrariando as
expectativas, um aumento de DAC tem sido encontrado em pacientes com mutacbes
no gene de CETP (Zhong et a/, 1996). Estudos clinicos familiares e populacionais
sugerem que a deficiéncia de CETP quando associada a fatores que levam a uma
reducdo dos niveis de HDL-col, tais como obesidade e sedentarismo, podem ser
uma condicdo aterogénica (Inazu et al/, 2000).

Proteina Inibidora da Transferéncia de Lipides (LTIP) :
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E uma glicoproteina 4cida isolada no plasma, ligada exclusivamente a LDL,
gue atua inibindo a transferéncia de TG e CE para 2 LDL. Sua atividade plasmatica
associa-se negativamente a capacidade de transferéncia de lipides entre VLDL e
LDL e entre LDL e HDL. A adicdo de LTIP ao plasma provoca reducio dose-
dependente da participag&o da LDL nos eventos de transferéncia. Verificou-se que a
L TIP aumenta a transferéncia de CE das HDL para as VLDL, tormando a HDL um
substrato melhor para a agéo da LCAT.

Populacbes com deficiéncia de LTIP n&o apresentam uma preferéncia da
CETP pela HDL como doadora de CE, sugerindo que a LTIP seja um fator decisivo
para esta condigdo. Até o momento ndo existem estudos sobre o seu papel ha
aterogénese (Morton ef a/, 2001).

Proteina de Transferéncia de Fosfolipides (PLTP):

A PLTP pertence a familia das proteinas de transferéncia de lipides e ligantes
de lipopolissacarides. A forma madura & composta por 476 aminoacidos e a sua
andlise seqUencial revelou uma homologia significativa com a CETP, a proteina
ligante de lipopolissacérides (LBP) e com a proteina de aumento da permeabilidade
bactericida (BP1) (Huuskonen et a/, 2000). Hailman et a/ (1996) demonstraram que a
PLTP também estaria envolvida com a ligacdo e transferéncia de lipopolissacarides
entre as Lp, refletindo uma caracteristica estrutural comum com as proteinas de sua
familia. O gene da PLTP humana esta localizado no cromossomo 20 e possui em
sua estrutura 16 exons {(Albers ef al, 1995).
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Sua funcio principal é de transferir PL das Lp ricas em TG para as HDL
duranie a lipdlise (Huuskonen ef &/, 2000; Albers of al, 1995; Tu ef a/, 1993). Esta
transferéncia de PL é um imporiante passo no TRC. Haliman ef af (199€)
demonstraram que a PLTP também estaria envolvida com a ligacdo e transferéncia
de lipopolissacérides entre as Lp, refletindc uma caracteristica estrutural comum
com as proteinas de sua familia.

A PLTP esta duplamente envolvida no TRC através da geracdo de pré-beta
HDL, que sac aceptoras iniciais de colesterol celular e a-HDL ricas em CE, as guais
transportam colesterol para o figado (Lagrost ef a/, 1996). Estudos in vifro
demonstram o envolvimento da PLTP na atividade de transferéncia de CE pela
CETP (Lagrost, 1994). A PLTP tem sido descrita apresentando propriedades
antiaterogénicas, dentre as quais destacam-se o estimulo ao efluxo de colesterol

(Huuskonen et al, 2000; Van Hapern et al, 2000; Woifbauer et al, 2000).
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Figura 1 : Figura Esguemética do Transporte Reverso de Colesterol
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Figura adaptada de Oram ef a/, J. Lipid Res, 26, 2001

1.3. Lipoproteinas de Alta Densidade e Aterosclerose:

A doenca cardiovascular aterosclerotica € a maior causa de morte nos paises
industrializados, e tanto o aumento de LDL-col quanto a reducdo de HDL-col s&o
importantes fatores de risco para esta (Fruchart ef al, 1998). Os estudos
populacionais realizados na segunda metade do século XX, como o desenvolvido na
cidade norte-americana de Framingham (Framingham Heart Study - FHS),

estabeleceram a associacdo positiva entre a colesterolemia e a doenga
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cardiovascular ateroscierdtica (Gordon ef al, 1989, Kannel ef ai, 1979).
Posteriormente, esie e outros estudos como o Lipid Research Clinics Prevalence
Mortality Follow-up Study (LRCF), Coronary Primary Prevention Tral (CPPT) e
Multiple Risk Factor intervention Trial (MRFIT) também demonstraram haver
correlacéo positiva entre a aterosclerose e o colesterol contido na fracdo LDL, e a
associacdo negativa com a concentracdo de colesterol da HDL (Grundy, 2001;
Kannel ef al, 1983).

Os estudos FHS, CPPT e MRFIT mostraram gue um aumento de 1mg/dL nas
concentracbes de HDL-col levam a uma redugéo do risco de DAC em 2% nos
homens e 3% nas mulheres. No LRCF essa queda foi de 3,7% para os homens e
4. 7% para as mulheres (Gordon et a/, 1989, Grundy, 2001).

Varios estudos prospectivos populacionais apontam as concentragdes de
HDL como o melhor fator preditivo de risco de DAC (Stampfer, 1991). Estudos de
intervencdo terapéutica, como o Canadian Coronary Atherosclerosis Intervention
Trial (CCAIT) - aumento de 7,3% do HDL-col, The Multicentre Anti-Ateroma Study
(MAAS) - aumento de 9% do HDL-col, Regression Growth Statin Study (REGRESS),
Pravastatin Limitation of Atheroscierosis in Coronary Arteries (PLAC 1) - ambos com
aumento de 7% do HDL-col; também reiteram o efeito protetor da HDL {Grundy,
2001). O Consenso do National Institute of Health (NIH) e Adult Treatment Pannel

(ATP)-Nationa! Cholesterol Education Program [if (NCEPIl), recomendam niveis de
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HDL-col acima de 80mg/dL como meta ideal no tratamento de individuos com
dislipidemias.

O principal mecanismo desta fungdo antiaterogénica da HDL € o seu papel no
TRC. Além disso, a HDL exerce agbes pleotropicas no metabolismo lipidico, a saber:

1) Fungdo antioxidante: inibe a oxidagdo de LDL. A paraoxonase (PON}),
enzima associada & HDL, seria a responsavel por esta propriedade (Stein et al,
1999). O efeito protetor se faz hidrolisando os fosfolipides oxidados (Navab ef al,
2001). A PON tem sido descrita em alguns estudos como um fator de risco de
origem genética para a DAC. Em estudos com individuos caucasianos portadores de
diabetes mellitus tipo 2, a alta atividade da PON correlacionou-se com a maior
susceptibilidade para a DAC (Garin ef a/, 1997; Mackness, 1998 e 2001), bem como
com a presenga de polimorfismo da PON no codon 192 (Serrato ef a/, 19995).
Recentemente foram descritos polimorfismos da PON contribuindo para o risco de
DAC em indianos e asiaticos (Serrato ef al, 1995), e resultados similares foram
obtidos em pacientes japoneses. Nenhuma associagdo foi encontrada entre o
polimorfismo G191A e o risco de DAC em finlandeses, assim comc em chineses
(Serrato ef af, 1985).

2) Agdo anti-trombética: compde-se de inibicdo da adesividade de plaquetas e
eritrécitos, regulacdo da sintese de prostaglandinas e tromboxano, redugdo da
viscosidade sanguinea, da atividade do fator tecidual e da atividade do inibidor do
ativador de plasminogénio | (PAI-l}. Estes mecanismos explicam em parte o efeito
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atero-protetor da HDL ( von Eckardstein ef a/, 2000; Stein ef a/, 1999; Cockerill f a,
1809; Gamer, 1998).

3) Inibidora da proliferacdo celuiar; a HDL inibe a expresséoc de molecuias de
adesdo celular (MAC), de seletinas e a migracdo de monocitos para a regido sub-

endotelial da parede vascular (von Eckardstein ef a/, 2000).

1.4. Fatores Moduladores do Metabolismo de HDL:

A concentracdo plasmatica de HDL € influenciada por fatores genéticos,
ambientais e por diversas patologias. Estudos genéticos realizados em diferentes
populacdes indicam uma grande contrib.uigéo destes fatores na variagao dos niveis
de HDL: 44% {Heller ef al, 1993) , 83% (Perussi ef al, 1997) e 65% (Steinmetz ef a/,
1992).

1.4.1. Fatores ambientais:

Alcool:

Desde que Cabot, em 1904, observou uma baixa incidéncia de lesdes
ateroscieréticas nas necropsias de seus pacientes com historia de alcoclismo, tem
sido estudada a possibilidade do élcool ser um fator de protecéo contra a doenga
aterosclerdtica (Rakic ef al, 1998). Posteriormente, a relagdo entre o consumo de

alcool e a protegdo contra a DAC foi descrita em vérios estudos epidemiolégicos,
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cujo fato pdde ser atribuido a um aumento dos niveis de HDL-col (Bell ef af, 2000;
Leighton ef a/,1997,; Stein ef al, 1899; Van Tol ef af, 2001).

Rimm ef al (1999), em uma meta-andlise compreendendo 42 estudos,
demonstraram que apds o consume médio de 30g/dia de etanol durante um periodo
entre 1 a 9 semanas, ocasionou um aumento de HDL-col de cerca de 3,99 mg/dL.

Gaziano ef al {1999) realizaram um estudo. demonstrando um aumento de
16% nos niveis de HDL-col em individuos gue faziam uso diario de alcool, e este nao
estava relacionado com o tipo de bebida ingerida (vinho - 10,8g de etanoi / porgao,
licor - 15,1g de etanol / porgéo ou cerveja - 13,2g de etanol / porgéo) ingerida, & sim
com a concentracao do etanol nas bebidas alcodlicas. O etanol atua também sobre
a fibrindlise, reatividade arterial coronariana e a funcéo plaquetaria.

Siler ef al (1999) demostraram que o dicool é metabolizado a acetato e apenas
uma pequena fracdo deste é usada na sintese de-novo dos AG. O acetato é liberado
na circulacéo e pode inibir toda a oxidagao de lipides e carboidratos. O mecanismo
subjacente & correlagdo positiva entre o consumo de &icool e a concentragao
plasmatica de HDL ainda € incerto. Alguns estudos apontam como causa uma
reducio das atividades de LPL e LH (Stein e Stein, 1899), enquanto outros mostram
um aumento da atividade da LPL ou reduco da atividade ou massa de CETP,
levando a um retardo na transferéncia de CE para as Lp ricas em TG (Rakic ef &/,
1998). Outros mecanismos possiveis s8o os aumentos das atividades de LCAT e

PLTP (van Tol ef a/, 2001}
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A relacdo entre o aumento de HDL plasmatico e atividade de CETP em
alcodlatras foi relatada em dois estudos gue demonstram guedas de 28% e 33% na
atividade de CETP, sendo gque neste Ultimo tarmbém foi chservado um aumento de
25% na atividade de PLTP (Liinamaa ef a/, 1997 Savolainen ef &/, 1950).

van Tol ef al {2001) descreveram um aumento do furnover de VLDL, o quali
contribuiu para a formacéo de precursores de HDL, resultando na elevagio das
concentracbes plasmaticas de HDL.. Valimaki ef af (1991) demonstraram haver uma
elevac@o das concentracbes de Lp ape A-l e Lp apo A-LA-ll em individuos que
consumiram 80g de alcool/dia. Neste estudo, o aumento de HDL-col foi cerca de
15% , enquanto que no periodo de abstinéncia houve uma reducéo de 16%.

Parker et al (1996) realizaram um estudo demonstrando aumento de
aproximadamente 16% nos niveis de HDL-col em mulheres que consumiram vinho,
enguanto que nos homens nao .houveram alteracOes significativas nestes niveis.
Entretanto, consumidores de licor e cerveja, mostraram uma associagdo positiva
com o aumento de HDL-col para ambos os sexos (10% e 7% em hcemens ¢ 16% €
8% nas muiheres para licor e cerveja, respecitivamente). Estes resultados foram
similares aos obtidos no Thomson Heart Study.

Atividade Fisica:

A atividade fisica estd positivamente relacionada com as concentragdes de
HDL-col, como tem demonstrado alguns estudos (Gordon et al, 1998; Grandjean ef
al, 1996; HasKell ef al, 1984; Thompson ef al, 1991), enquanto o sedentarismo &
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uma condicao associada a baixos niveis de HDL-col (Ordovas e Carmena,1999).
Varios mecanismos esido descritos na literatura para explicar este aumento. Pode
ser modulado pela CETP, LPL e LH (Gordon ef a/, 1998; Gupta ef a/, 1993; Seip ef
al, 1993; Zmuda ef a/, 1997).

Os acidos graxos representam a maior fonte de energia durante a atividade
fisica prolongada e as HDL recebem material de superficie em excesso, produzidos
durante a lipdlise das Lp ricas em TG, Segundo Carlson ef al (1986), esia
transferéncia pode retardar o catabolismo protéico, e deste modo, prolonga a meia-
vida da HDL no plasma.

Thompson ef af (1921), demonstraram que 0s niveis de HDL-col encontram-se
aumentados e TG mais baixos em atletas, quando comparados a controles
sedentarios. Ha uma queda do catabolismo de apolipoproteinas A-l e A-ll das HDL,
com conseqluente aumento no tempo de permanéncia destas no plasma, o que
contribui para niveis mais altos de HDL nos atletas.

Gordon ef af {1998) observaram um aumento de cerca de 12% nos niveis de
HDL apbs a pratica de exercicio fisico, seja em caminhada ou em bicicleta
ergométrica. O possivel mecanismo desta variacdo seria 0 aumento de cerca de
28% da atividade da LPL e reducdo de 19% na atividade da LH observado nas
primeiras 24 horas apés o inicio do exercicio fisico.,

Zmuda ef af (1997) demonstraram que apos 12 meses de ireinamento fisico,
individuos com baixa concentracdo de HDL-col (<40mg/dL}, quando comparados
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com individuos com HDL-col >45mg/dl., apresentaram uma habiiidade limitada em
elevar os niveis desta Lp. Os resuliados apontam um aumento de 27% nos niveis de
HDL dos pacientes com HDL-col =45mg/dL, enquanto gue pacientes com HDL-col
<40mg/dl. n&o apresentaram aumento. No grupc com HDL-col<40Omg/dl, as
atividades da LPL e LH estavam reduzidas em cerca de 11% e 8%, respectivamente;
j@ no grupo com HDL-col 245mg/dL, houve aumento de 27% na atividade de LPL e
reducéo de 16% da LH.

Seip ef al (1993) realizaram um estudo comparande os niveis de CETP entre
individuos saudaveis e normolipidémicos de ambos os sexcs, submetidos a
caminhada em esteira elétrica. O resultado mostrou um aumento significativo nos
niveis de HDL-col, o qual foi acompanhado de queda na conceniragdo de CETP
para ambos 0s sexos.

Gupta ef al (1993) observaram em atletas um aumento das atividades de
| CAT e CETP, diminuicdo dos niveis de LDL-col e apo Bix e também um
incremento da remocgdo de colesterol livre em cultura de fibroblastos; porém nao
encontram diferencas nos niveis de HDL-col e apo A-l em relagéo aos controles.

Lehmann ef al (1996) observaram em diabéticos do tipo 2 que a atividade
fisica (caminhada ou bicicleta ergométrica), aumentou os niveis de HDL-col, HDL; e
HDLs, bem como atividades da LH, LPL e LCAT em relagdo ac periodo sem
atividade fisica. Poirier ef af (1994) também analisaram o impacto do exercicio fisico

sobre a HDL em pacientes diabéticos do tipo 2, demonstrando o aumento de cerca
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de 6% dos niveis de HDL-col, além de uma melhora de todos os parédmetres lipidicos
séricos. O mecanismo deste aumento ndo foi descrito.

Suter ef af (1997) compararam dois tipos de atividade fisica, a corrida
praticada por 30 minutos € a caminhada praticada durante 60 minutos. Nao houve
mudancas significativas nos niveis de HDL-col para as duas atividades praticadas.

Crouse ef a/ (2000) ndo observaram associacdo entre tempo de atividade
fisica e variacbes nos lipides e apolipoproteinas de homens hipercolesteroiemicos.
Porém, a intensidade do treinamento pode estar relacionada com os aumentos de
cerca de 70% do HDL,.col nas oito semanas iniciais e 82% apds 24 semanas, alem
da queda de 8 a 13% dos niveis de HDLzcol nos mesmos periodos. Nao foram
esclarecidos 0s mecanismos moduladores neste estudo.

Dieta;

O consumo de dieta rica em acidos graxos insaturados pode levar a um
aumento das concentracdes de HDL-col, possivelmente modulado pela redugée na
atividade da CETP, como demonstram alguns estudos (Lagrost ef a/, 1999, Jansen
et al, 2000; Groener et a/, 1991).

Lagrost ef al (1992, 1999) realizaram estudo determinando a influéncia de
diferentes tipos de AG na dieta, sobre os niveis de HDL-col. A concentracéo de HDL-
col foi maior e a de CETP menor com a dieta rica em acido laurico, guando
comparada com dietas ricas em acido palmitico ou oleico. Entre as dietas ricas em
acido palmitico e oleico nao houve diferencas significativas (Lagrost ef a/, 1999).

37



INTRODUCAC GERAL

A substituicio isoenergética de dieta rica em acidos graxos saturados por
dieta rica em acidos graxos monoinsaturados ou carboidratos, produz uma queda
nos niveis de LDL-col e na atividade da CETP, resultando num aumentc das
concentracies de HDL-col, como demonstrado per Jansen ef af (2000) e Groener ef
al (1991). Um possivel mecanismo deste efeito seria o da regulagéc da CETP pelas
concentracbes plasmaticas de colesterol. /r1 vivo, ¢ aumento do contetido intracelular
de colestercl ne tecido adiposc humanc aumenta a conceniracdo de RNAm da
CETP, aumentando sua secrecao {(Jansen ef al, 2000).

E possivel que a baixa concentragdo de AG saturados nas dietas ricas em
acidos graxos monoinsaturados possa diminuir o conteudo intracelular de colesterol
com paralela reducdo da atividade da CETP (Groener ef al, 1991; Jansen et al,
2000)

Lyu ef al (2000) fizeram uma analise de 440 individuos chineses com
diferentes habitos dietéticos, onde os homens apresentavam um maior consumo
calérico de carboidratos, proteinas e gordura, além de colesterol e éicool. Este
estudo mostrou a influéncia da dieta sobre as concentracdes das Lp apo Al e Lp
apo A-LA-ll em homens & mulheres menopausadas. O sexo & a menopausa foram
os principais determinantes da variacdo destas subclasses de HDL e também da
distribuicéo da adiposidade corporal.

Sarjaz ef af (2001) descreveram aumentos de 26%, 36% e 47% nos niveis de
HDL-col em individuos que se submeteram a dietas com baixa concentracdo de

38



INTRODUCAO GERAL

gordura, de gordura e carboidrato, e somentie carboidrato, respectivamente,
sugeriram que tanto a dieta com reduglo de gordura quanto de carboidrato
conferem aumento nos niveis de HDL.

O cafestol e kahweol, componentes do café, estdo descritos em literatura
como redutores dos niveis de HDL-col (van Tol ef al/, 1997). Roos ef al (2000)
analisaram a influéncia do consumo de 0,9 L por individuo de café em 24 semanas
sobre as atividades das proteinas reguladoras do metabolismo de HDL,
demonstrando um aumento nas atividades de CETP (média de 13%) e PLTP {(média
de 10%). A atividade da LCAT estava reduzida em cerca de 8% no mesmo periodo.
Neste estudo o aumento da CETP antecedeu o aumento das concentracdes de LDL.
A reducdo da atividade da LCAT pode resultar na queda dos niveis de HDL-col,
especiaimente quando a atividade de CETP encontra-se aumentada.

Adiposidade:

O indice de massa corporal (IMC) estd negativamente relacionado com a
concentracéo de HDL-col e esta relagdo pode, em parte, ser atribuida a modulagao
da atividade da LH, que encontra-se elevada em individuos com IMC aumentado
{Cohen,1899).

Drogas:

Varios farmacos provocam alteragdes na concentracdo plasmatica de HDL-
col. Franceschini ef a/ (1995) demonstraram que a fenitoina, um indutor enzimatico
microssomal, usada como anticonvulsivante ou hipnético, aumenta o nivel de HDL-
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col. Esta acio é dose-dependente, pois © usc de doses de 100mg/dia e 300mg/dia
produzem aumento nas concentragbes plasmaticas de apo A-lem cercade 7,7% e
10% e em HDL-col de 16% e 41%, respectivamente. Estes resultados podem ser
atribuidos & reducio de 85% da atividade da CETP encontrada nestes pacientes.

O acido nicotinico, farmaco pertencente ao grupo das vitaminas do complexo
B, tem sido responsével por um efeitc hipolipemiante independente de sua acéo
vitaminica, produzindo diminuicao da sintese e redugdo significativa dos niveis de
VI DL-col e LDL-col em doses farmacolégicas, além de aumento importante dos
niveis de HDL-col. Seu mecanismo de acéo € explicado pelo efeito anti-adrenérgico
no tecido adiposo que suprime a lipglise, restringindo ao figado os acidos graxos
livres, principal substrato para a sintese de VLDL (Ordovas e Carmena, 1999).

Os fibratos sdo derivados do &cido clorofenoxiisobutirico (CPIB), e seu
mecanismo de acio & mediado por receptores nucleares ativador e proliferador de
peroxissomos (PPAR), alguns dos quais regulam a expressdo de genes que
interferem no metabolismo lipidico. Os fibratos estimulam o PPAR-o, que inibe a
expressdo génica da apo C-ll e aumentam a oxidagcdo dos acidos graxos,
diminuindo o substrato para a sintese de TG ’fambém através do PPAR-c, 0s
fibratos aurnentam a atividade da LPL no tecido adiposo e muscular, e ativam a
expressao hepatica dos gene de apo A-l e apo A-li. estimulando sua sintese. Por
outro lado, os alguns fibratos diminuem a atividade da CETP. Como o catabolismo

de Hpeprotefhéé ricas em TG encontra-se ativado, os componentes de superficie s&o
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transferidos para 2 HDL, resultando num aumento da concentracéo de HDL-col
Alguns autores relatam um aumento de 10 a 20% nos niveis de HDOL (Ordovas e
Carmena, 1998).

As estatinas constituem um grupo de drogas hipolipemiantes gue atuam no
figado, inibindo em uma etapa muito precoce e limitante da via metabolica a
transformac&c da  3-hidroxi-3-metilglutarii-CoA (HMG-CoA) em mevalionato,
catalisada pela enzima HMG-CoA redutase. Esta inibicdo deve-se ac fato das
estatinas possuirem uma estrutura analoga a do HMG-CoA, competindo assim com
este substrato. Esta competicio ocorre de forma reversivel, parcial, potente e dose-
dependente (Ordovas e Carmena, 1999).

As estatinas reduzem o contetido hepético de colesterol, situacéo que ativa a
sintese de receptores de LDL e aumenta sua depuracéo, trazendo como resuitado a
reducdo das concentragbes plasmaticas de LDL (Ordovas e Carmena, 1999). O
efeito da terapia com inibidores da HMG-CoA redutase no metabolismo lipidico pos-
alimentar mostrou que o uso desta droga ndo altera os niveis de HDL-col de jejum,
porém reduz a atividade da CETP em cerca de 13% (Contacos ef a/,1998).
Hormbnios:

Os estroégenos através da acdo sobre LH, apo A-l e CETP aumentam a
concentracio de HDL-col, diminuindo seu catabolismo e aumentando sua producao
(Brinton, 1996, Lewis et a/, 2000}. Tambem provocam uma reducdo dos niveis de
LDL-col e VLDL-col em conseqiiéncia a elevacado do numero de receptores a estas
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lipoproteinas. Simultaneamente, inibem a oxidagéo das LDL na parede arterial e a
vasoconstriccdo endotélio-dependente na area ateromatosa {Herrington ef af, 2000,
Reed ef g/, 2000).

Os estrégenos reduzem a atividade de LH em humanos, e flutuagbes no
estrogeno enddgeno decorrentes do ciclo menstrual normal foram associadas com
mudancas na atividade da LH, sugerindo um papel regulatério deste hormbnio. Este
efeito redutor da atividade da LH pode gerar um aumento do HDOL-col (Tikkanen et
al, 1998).

A menopausa estd associada ao aumento do risco de DAC. Sua atuagéo
sobre os niveis de HDL-col ndc esta bem definida, uma vez que existem estudos
gue relacionam esta condigdo a uma queda no HDL-col (Li ef a/,1996; Chemnitius ef
al, 1998, Berg ef al, 2001; Lekarsky, 2001), enquanto outros ndo mostram uma
atuacao significativa sob estes niveis (Peters ef al, 1999; Torng ef a/, 2000; Gardner
et al, 2000; Maynar et a/, 2001). Aumentos da atividade de LH (Berg ef al, 2001} e
LPL {(Urabe ef a/,1996) foram descritos como supostos mecanismos envolvidos na
menopausa.

A terapia de reposicdo hormonai (TRH), com combinagdo hormonal de raz&o
estrogeno / progesterona alta eleva os niveis de HDL-col, ao contrério das
combinacdes de baixa razdo, que a reduzem (Lewis ef a/, 2000). Urabe ef al (1996)
mostraram que a2 terapia de reposicdo estrogénica leva a supressdo da LH, sem

afetar a LPL e aumenta o ndmero de receptores hepaticos de LDL, com
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conseqiente meihora do perfil lipidico. No estudo de Waish ef a/ (1999) com
muiheres menopausadas em uso de TRH oral, foi descrito um aumento proporcional
de 8% e 16% do HDL-col e apo A-l nas mulheres que a usaram 1mg/dia e 2 mg/dia
de estradiol, respectivamente. As enzimas e proteinas que atuam no metabolismo da
HDL nao foram medidas.

Brinton (1998), descreveu um aumento de 36% dos niveis de HDL-col, 27% de
apolipoproteinaf-l e 17% da apolipoproteina A-il em mulheres pos-menopausadas
que fizeram usc de 0,05mg/dia de estradiol durante um periodo de cinco semanas,
sugerindo que a supressdo da LH exerce um papel regulador do catabolismo da
HDL. Por outro lado, a administracéo de androgenos aumenta a atividade de LH
(Tikkanen et al, 1998)

Com relacdo aoc hormdnio tireoidiano, a presenca de hipotireoidismo e
acompanhada de altos niveis de LDL-col e portanto, maior risco de doenga
aterosclerdtica. Em contrapartida, no hipertireoidismo observamos uma queda nos
niveis de LDL-col (Tan et a/, 1998). O hormonio tirecidiano estimula a atividade do
receptor de LDL. Modifica o transporte de HDL (Ritter ef a/, 1996) e tampém a
atividade da LCAT (Tan ef a/,1998).

No estudo de Tan ef af (1998) foi demonstrado que o hormdnio tireoidiano
também atua na atividade da CETP, a qual encontra-se aumentada no

hipertireoidismo e diminuida no hipotireoidismo, porém Ritter ef a/ (1996) nao
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demonstraram diferencas entre hiper e hipotirecidismo com relagdc a atividade de
CETP.

MNess ef af (1988), realizaram um estudo em ratos, demonstrando gue {anto a
terapia com hormonio tirecidiano, quanto & terapia com o tiromimeético L-9490, levam
a um aumento de HDL-col.

0O uso constante de corticoides também pode levar a um aumento do HDL-col
(Yamashita ef al, 2000). Stein et a/ (1998) demonstraram aumento de 70% dos
niveis de HDL-col em individuos com uso didric de dexametasona, modulado pela
reducéo da atividade da CETP.

A presengca de diabetes melitus estd fortemente relacionada ao
desenvolvimento de DAC prematura. Quandoc comparados a individuos controles os
diabéticos apresentam uma incidéncia quatro vezes maior de DAC (Quintéo et &/,
2000). Tem-se descrito que o diabetes do tipo 2 esta associado a redugdo dos niveis
de HDL-col e aumento dos niveis de TG (Ordovas € Carmena, 1999), enquanto ©
uso de insulina leva a um aumento dos niveis de HDL-col e estd relacionado &
condicdo HALP (Yamashita et af, 2000).

1.4.2. Fatores genéticos:

Sexo e ldade:

Antes da puberdade, ambos os sexos tém niveis plasmaticos de HDL-col
similares. Na segunda década de vida, os homens apresentam reducdo em cerca
de 20% dos niveis (em relacdo & fase anterior) em fung@o do aumento da secre¢io
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de androgenos, o qual esta relacionado com o aumento da atividade da LH e queda
dos niveis de HDL-col. Estes niveis permanecem constantes até a idade de 55 anos,
(faixa de 45mg/dL), e um pequenc aumento pode ser observado apods esta idade
(faixa de 50 mg/dL). A mulher apresenta aumento dos niveis de HDL-col a partir da
idade de 20 anos até os 65 anos, variandc de uma média de 53 mg/dL para uma
média de 65 mg/dL, apds o gual ha um leve decréscimo, caindo para cerca de
60mg/dL e mantendo-se estavel até a 9° e 10° década de vida (Mahley ef al, 1998,
Neaton, 1992). A mulher geraimente apresenta valores cerca de 20% maior do que 0
homem em todas as faixas etdrias, com excec&o na infancia (Mahley ef af, 1998,
Legatto, 2000).

Raca:

Os niveis de HDL-col parecem ser diferentes entre as ragas. Sabe-se que a
raca negra tem niveis de HDL-col mais elevados quando comparados a caucasiana.
No entanto, parte desta diferenga pode ser atribuida a alteragdes genéticas que
modificam as estruturas das enzimas efou proteinas que modulam o metaboiismo do
HDL (Zoratti, 1998; Vega et a/, 1998).

Apo Al -

O componente genético das variagbes nos niveis de apo A-l é provaveimente
poligénico. Um dos genes poderia ser o proprio gene estrutural da apo A-l (Ordovas
e Carmena, 1999). A maioria dos estudos descreve que as concentracdes de apo A-
| sdo determinadas pelo seu catabolismo mais do que pela sua sintese, portanto, 0s
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genes envoividos no processc de metabolismo da particula iréo desempenhar um
papel mais ativo na concentracdes plasmaticas de HDL na populagdo em geral,
Foram descritas 2 mutacbes mais freqlenies no gene da apo A-l gque levam a
diminuicao nos niveis de HDL e apo A-l. A mutacéo apo Al-Milano, descrita em uma
familia italiana, estd associada & reduc&o nos niveis de HDL e niveis elevados de
TG. Os individuos afetados n&o apresentam sinais clinicos de DAC, assim como néo
ha historia familiar de aterosclerose (Ordovas e Carmena, 1999}

A delecdo dos genes das apos A-l, C-il e A-IV que leva & hipertrigliceridemia,
diminuicaoc de HDL-col e diminuigcdc da apo A-l (co-fator da LCAT), foi descrita em
uma mulher de meia idade falecida durante cirurgia de revascularizagdo do
miocardio (Ordovas e Carmena, 1999).

LCAT:

Foram descritas diferentes variantes genéticas associadas ac estado de
deficigncia de LCAT, cujas principais mutacbes sao: T147A, M1291, A228L, 1123T e
P40L. Fstas mutacdes parecem n&c estar relacionadas a um aumento no risco de
aterosclerose, e 0s niveis de HDL-col e apo A-l estdo reduzidos. Em geral a
repercussao fenotipica é a deficiéncia da atividade da enzima, ou mesmo sua

inativacdo total, levando a achado frequente de opacificacéo corneana (Ordovas e

Carmena, 1999).

LPL:
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A atividade de LPL é diretamente proporcional & concentracdo plasmatica de
HDL-col. Cerca de 80 mutagbes foram descritas nos humanos, a maioria das quais
sdo do tipo missense localizada nos exons 5 e 6. Algumas mutagbes acarretam uma
deficiéncia da LPL com consegliente aumento de TG, diminuicdo dos niveis de HDL-
col e presencga de DAC prematura (Goldberg ef a/, 2001).

As freqUéncias das mutacbes sdo diferentes nas populagbes. A mutacdo
heterozigética que leva a deficiéncia de LPL apresenta uma frequéncia de cerca de
2 a 7 %, dentre as quais a mais comum em algumas popula¢des caucasianas € a
Asn291Ser. Em populagdo franco-canadense a ocorréncia de mutacdo é cerca de
17%, sendo Pro207Leu, Gly188Giu e Asp250Asn as mais encontradas (Goldberg et
al, 2001).

A mutacdo Serd47Stop leva a um aumento de cerca de 4% na atividade da
{ PL e aumento de 1,5 mg/dL. de HDL-col . Em um estudo de meta-analise, Wittrup ef

al (1999) descreveram que a mutacdo Ser447Stop estd relacionado a um perfil

ateroprotetor.
LH:

A atividade plasmatica de LH é inversamente proporcional a concentragéao
plasmatica de HDL-col (Hegele ef a/, 1993; Kuusi et a/, 1989, Perussi ef al, 1997),
particularmente HDLz-col {Santamarina-Fojo et af, 1998).

As variacbes na atividade de LH parecem ter caradter hereditario, e este fato
sugere que as diferencas geneticas na atividade de LH aparecem comoc um
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resuitado de polimorfismos comuns na populacdo. Foram identificados polimorfismos
no gene da LH, sendo os principais: C5147T, G250A, T710C, A783G e C480T7
{Santamarina-Fojo ef a/, 1998). Os poiimorfismos de LH est&o associados a uma
reducéo na atividade de LH e conseqiente aumento de TG nas LDL e IDL, bem
como aumenic dos niveis de HDL e apolipoproteina A-i.(Santamarina-Fojo et aj,
1998: Perussi ef a/, 1997, Niel ef al, 1998).

A maior parte das mutactes, além de afetarem a atividade da LH, prejudicam
a sintese e secrecdo desta enzima. As principais mutagdes s&o do tipo missense,
como a R186H no cédon 186 do exon 5, com substituicdo da arginina pela histidina
na proteina madura; a L334F no exon 5 e 7; a T383M e a S267F (Santamarina-Fojo
et al, 1998).

O aumento na secrecdo ou atividade de LH esta associado a uma redugéo
dos niveis de HDL-col, como demonstram Zambon ef al (1993), e esta condigdo

também se relaciona a uma maior incidéncia de DAC.

CETP:

A deficiéncia genética da CETP foi caracterizada no fim da década de 80, em
japoneses gue apresentavam auséncia da atividade plasmatica de CETP
acompanhada de aumento importante dos niveis de HDL. Brown ef a/ (1989) foram
os primeiros a identificar as bases desta deficiéncia. Os estudos sobre mutagbes do

gene da CETP mostram que mesmo as poucas mutagbes prevalentes seriam
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capazes de aietar os niveis de HDL em termos populacionais {Hirano ef a/, 1997,
Inazu ef ai, 1990)

Hirano ef al (1993) descreveram uma mutacdo no intron 14 em 171
hiperaifalipoproteinémicos japoneses (3,5% homozigbticos e 28,1% heterozigdticos),
com fregiiéncia alélica relativa de 0,049. inazu ef a/ (1990) também identificaram em
46 hiperaffaiipoproteindmicos, 10% homozigbticos e 20% heterozigdticos para esta
mutacdo que foi iniciaimente associada a maior longevidade, auséncia de
aterosclerose prematura em individuos com niveis de HDL 3 a 4 vezes o normal,
auséncia de CETP e LDL diminuida.

Sakai et af (1995) descreveram um estudo populacional avaliando outro tipo
de mutacao, desta vez localizada no exon 15, a D442G, utilizando como marcador
Asp442Gly para o exon 16. Foram estudados 117 HALP japoneses, dos quais 2,5%
eram homozigdticos e 29,1 % heterozigéticos, expressando uma freqiéncia alélica
relativa de 0,17. Como repercussao fenotipica desta mutagéo, foi evidenciado que
os niveis de CETP estavam 37 a 62% menores que o normal em homozigéticos e a
presenca de um caso heterozigotico com ateroscierose.

A mutégéo ne exon 6, a G181X descrita por Arai ef af (1996) foi identificada a
partir de 294 casos de HALP japoneses, onde 0,34 % expressos em homozigoticos e
1,36% heterozigdticos, sendo metade desses com mutagdo também no intron 14.

Esses individuos apresentavam niveis de HDL, aumentados e CETP variando de
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zero até 62% do valor controle. Neste estudo houve um caso homozigdtico com
AVC z0s 67 anos.

As mutacbes no gene de CETP saco mais freqlentes na populacdo japonesa,
porém foram enconirados em outras populacbes. Bruce ef a/ (1998) descreveram
uma mutacdo missense localizada no exon 14, a lie405Val, com frequéncia alélica
de 0,3% em 491 germanicos e 0,4% em 573 sardezianos. Teh ef af (1998) relataram
a ocorréncia de uma muiacdo no exon 8 (Arg288Stop) em um individuo
homozigdtico norte-americano gue se encontrava assintomatico e com niveis de TG
aumentado, elevagdo de 3 vezes de HDL plasmatico em relagdo ao valor
recomendado e reducao de 26% na concentracéo de CETP.

Zhong et af (1996) destacam a presenca de mutacGes em populagéo nipo-
americana de Honolulu, sugerindo que a deficiéncia de CETP seria um risco
independente para DAC em homens heterozigéticos com mutagio D442G, podendo
estar associada & mutacdo no intron 14A. Entretanto, em mulheres homozigéticas
para a mutagdo no exon 14 (lle405Val) que apresentam altos niveis de HDL-col (em
torno de 170mg/mL) e auséncia de reposicdo estrogénica, Angerhoim-Larsen et af
(2000) descreveram que ha um aumento em 2 vezes que o risco para DAC.

1.5. Hiperalfalipoproteinemia:

A hiperaifalipoproteinemia € uma situag&o clinica caracterizada pelo aumento
plasmatico nos niveis de HDL-col, que pode ser definida arbitrariamente por vaiores
de HDL-col iguais ou maiores que 0 percentil 90 para sexo e idade, obtido a partir de
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uma determinada populacdo adulta assim como por valores acima de 100mg/ dL
(Sich ef al, 1998A, Sich ef a/, 1998B; Hirano ef a/, 1995).

A HALP familiar foi inicialmente descrita por Glueck ef &/ (1975), quando este
determinou a presenca desta condicio em membros de uma familia. A HALP neste
caso, ndo foi secundaria a quaiquer patologia, usc de drogas, ou exposicao a
qualquer elemento industrial conhecido por elevar os niveis de HDL-col. Foi
demonstrada sua transmissdo vertical através de trés geracdes e os individuos
afetados eram saudaveis, ndo apresentavam xantomas, ou quaisguer problemas
fisicos ou neurolégicos tendo sido associada & sindrome da longevidade. Alguns
individuos destas familias apresentavam um aumento nas concentragbes de
colestero!. triglicérides, fosfolipides da sub-fragdo HDL;, enquanto a concentragao de
HDL 3 encontrava-se dentra dos valores de referéncia.

A HALP pode ser de origem primaria ou secundaria. Uma das causas mais
importantes para a HALP primdria é a deficiéncia da CETP, porém também
encontram-se casos de deficiéncia da LH e casos de superprodugdo de
apolipoproteina A-l (Yamashita et a/, 2000).

Von Eckardstein et af (1991) descreveram um caso de HALP familiar com
mutacdo heterozigotica de apo C-lll (Lys58GIn), onde se observou a presenca de
particuias de HDL ricas em apo E, porém o mecanismo do aumento do HDL-col ndo

foi esclarecido. Na hiperalfalipoproteinemia descrita por Hirano ef al (1995),
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observou-se uma associacdo de deficiéncia de CETP e LH levando ao aumento das

concentracdes de HDL-col.

A HALP secundéria pode ser explicada por fatores moduladores dos niveis de

HDL-col, tais como:

1. Ambientajs: ingesta cronica de bebida alcodlica, pratica constante de

atividade fisica;

2. Presenca de doengas:- cirrose biliar primaria e/ou enfisema;

3. Uso de drogas especificas:- corticosterdides, insulinas, estrogénio, fibratos,

estatinas e fenitoina {(Yamashita et af, 2000).

Na hiperaifalipoproteinemia, a elevagdo do HDL-col afribuida & presenca de
cirrose biliar esta restrita a0 aumento da subfracdo HDL»-col, € a massa e atividade da
LH encontram-se diminuidas, enquanto a atividade e massa de CETP aumentadas
nestes pacientes (Yamashita et a/, 2000).

A aterogenicidade da HALP & uma questdo controversa, pois pode depender da
etiologia, da presenca ou auséncia de outros fatores de risco e também da eficiéncia
do TRC (Yamashita ef a/ , 2000). Porém, concentracdes elevadas de HDL-col nao
estariam necessariamente associados & protecdo cardiovascular, como descrito no
estudo de Omagari realizado por Hirano et a/ (1997). Dentro deste contexto, HALP

pode ser explicada como um distdrbio do TRC, com geragio de particulas de HDL

ndo funcionantes.
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Sich ef al (1998 A, 1998B) caracterizaram o perfil ateroprotetor individuos
HALP com deficiéncia da atividade da LH associada ac aumentc da raz&o
HDL/HDLz-col, & Lp apo A-l. Os individuos avaliados apresentaram um perfil
ateroprotetor diagnosticado airavés de exame ulirasonografico das arterias
carétidas.

Neste estudo utilizamos ¢ modeio de HALP para caracterizar a regulacéo do

metabolismo plasmatico das lipoproteinas de alta densidade.
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OBJETIVOS.

OBJETIVOS:

OBJETIVO GERAL

&,

R Caracterizar em pacientes com hiperalfalipoproteinemia moderada os
fendtipos séricos e determinar a presenca de manifestagdes clinicas de
aterosclerose e os fatores que modulam ¢ metabolismo das lipoproteinas de
alta densidade (HDL) comparando-os & controles.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a concentracao de colesterol e triglicérides das duas principais
subfracdes da lipoproteina de alta densidade HDL, e HDLs.

2. Determinar as atividades séricas da lipoproteina lipase, lipase hepatica,
proteina de transferéncia de éster de colesterol, proteina de transferéncia
de fosfolipides e apolipoproteina A-l

3. Determinar os efeitos destas proteinas e enzimas sobre as concentragbes
plasmaticas de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e suas sub-fractes
(colesterol e triglicéride de HDL; e HDL3).

4. Determinar o efeito dos fatores moduladores, tais como, idade, sexo, raga,
indice de massa corporal, alcool, atividade fisica, menopausa e 0 uso de
hormbnios sobre as atividades das proteinas e enzimas reguiadoras das
concentragbes das lipoproteinas de alta densidade (HDL).

5. Determinar a prevaléncia de doenga aterosclerdtica e de fatores de risco

para esta nos dois grupos.
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MATERIA!IS E METODOS

3.1. Protocolo Experimental

Foram convocados 95 pacientes cadastrados no Hospital de Clinicas da
Unicamp selecionados a partir de seus resuitados laboratoriais obtidos pelo Servigo
de Bioguimica Clinica. Compreendiam dois grupos: © grupo com
hiperalfalipoproteinemia moderada (HALP) definidos por valores iguais ou acima do
percentil 90 de uma populacéo adulta de 1700 individuos previamente analisada, e
um grupo controle com vaiores abaixo do percentil 90.

Os HALP (n=48) foram definidos como apresentando HDL-colesterol entre
68 e 100 mg/dL. Neste grupo 38 eram do sexo feminino e 10 do sexo masculine
com idades entre 23 e 69 anos e 38 e 77 anos respectivamente e apresentavam
distribuicgo étnica de 68% de individuos caucasianos e 32% de individuos n&o
caucasianos; os 47 controles apresentaram HDL-col entre 34 e 66 mg/dL sendo 37
do sexo feminino e 10 do sexo masculino com idades entre 28 e 68 anos € 21 e 79
anos respectivamente e distribuidos em 59% de caucasianos e 41% de nao

caucasianos. Todos os participantes apresentavam padrao alimentar semelhante.

Os pacientes foram informados quanto ao objetivo e riscos dos
procedimentos e deram seu fivre consentimento para serem inciuidos no estudo
que foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Unicamp em marg¢o de 2000.

Inicialmente os pacientes foram submetidos a coletas de sangue para
alguns exames de ftriagem que constaram de exames bioquimicos, como as

dosagens de glicose, &cido Urico, uréia, alanina aminotransferase e hormonio
estimulante da tireéide.

Os pacientes seiecionados, em uma nova visita, foram submetidos a um
exame clinico e medida do indice de massa corporal (kg/m?), cintura (cm) e
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eletrocardiograma, quando clinicamente indicado e responderam a um questionario
contendo trés paries:

1. informacdes sobre a presenca de doengas coronariana, cérebro-vascular, €
vascular periférica, efou histéria de revascularizacéo arterial.

2. Informacdes sobre a presenca de alguns fatores de risco para doenca
arterial coronariana {DAC): hipertens&o arterial, tabagismo e antecedentes
familiares positivos para DAC em parentes de primeiro grau (homens abaixo de
55 anos e mulheres abaixo de 65 anos)

3. Informacdes sobre a presenca de fatores ambientais para a2
niperalfalipoproteinemia: como o consumo de bebidas alcodlicas, pratica de
atividade fisica regular, usoc de terapia de reposigdo hormonal, uso de
contraceptivos orais, uso de outras drogas tais como as estatinas, fibratos e
fenitoinas

Foram excluidos os casos com indice de massa corporal maior ou igual a 40
Kg/m? (obesidade grau lll), outras endocrinopatias, doencas gastrointestinais,
nefropatias, hepatopatias, pneumopatias e doengcas tumorais.

A dislipidemia foi definida utlizando-se os critérios do National Cholesterol
Education Program Hli (NCEPI) (JAMA, 2001), isto é, valores para triglicérides
iguais ou acima de 150mg/dL efou LDL-col iguais ou acima de 100mg/dL. A
menopausa foi definida como muiheres com idade iguais ou acima de 51 anos
(Menopause,7(2), 2000)

As coletas foram realizadas no Setor de Coleta do Laboratéric de Patologia
Clinica do HC-Unicamp em duas etapas. A primeira puncéo venosa foi realizada
apos 12 horas de jejum e a segunda 15 minutos apos a injegao de heparina (100 Ut
{ Kg de peso, Liquemine® Roche) para a determinagéo das atividades das lipases
hepatica (LH) e lipoproteina fipase (LPL) (Ehnholm et al, 1986).

As andlises laboratoriais foram feitas no Laboratério de Lipides do Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE), no Servico de Bioguimica do HC-—
Unicamp e no Laboratério de Lipides da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sé&o Paulo .
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32.2. Analises Bioguimicas Séricas:

A glicemia de jejum (Gli) (Banauch ef ai, 1975) foi determinada através de
método enzimatico colorimétrico em equipamento automatizado Mega-Bayer.
O hormdnio estimulante da tireoide (TSH) (Sapin ef af, 1997) foi obtido

através de método de eletroquimioluminescéncia em equipamento Elecsys
(Roche).

As dosagens de acido urico (Barhan ef al, 1872), uréia (Schubert &f ai, 1965),
alanina aminotransferase (ALT) (Maire, 1980} e § glutamiltransferase foram
realizadas através de ensaios enzimaticos em equipamento automatizado Mega-
Bayer.

Lipides, Lipoproteinas e Apolipoproteinas:
Colesterol total {(Col-T) (Allain et al,1974), triglicérides (TG) (Fossati et al,
1982) foram determinados através de meétodos enzimatico colorimétricos em

equiparmento automatizado Mega-Bayer.

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) foram determinadas através de
método homogéneo polianion-detergente (PPD) em aparelho Mega-Bayer
(Bachorik et al, 1986).

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) foram estimadas utilizando-se a
equacéo de Friedewald (Friedewald ef a/, 1972)

As subfracbes de HDL (MHDL, e HDLs) foram obtidas por
microultracentrifugacdo sequencial do sobrenadante obtido do plasma apéds
precipitacdo  das lipoproteinas contendo apolipoproteina Bioo em
microultracentrifuga Beckman (Bronzert ef af, 1977)

As apolipoproteinas A-l e B (Sternberg, 1977) foram analisadas por
nefelometria, em sistema de semi-automacaoc Beckman Array-360.
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A apolipoproteina A-ll (Siedel et al, 1988) foi analisada por nefelometria, em
sistema de semi-automacio em sistema Dade Boehringer.

Os acidos graxos livres e fosfolipides foram obtidos através de métodos
enzimatico colorimétricos (Wako) (Takayama, 1960; Howorth ef a/, 1964).

A lipoproteina (a) -Lp(a) (Bergmeyer ef al, 1872), foi determinada atraveés de
nefelometria em sistema de semi-automacac Beckman Array-360.

Lipase Hepética e Lipoproteina Lipase :

Determinou-se as atividades destas enzimas através da medida da liberacao
dos acidos graxos livres resultantes da hidrélise de uma emulséo ariificial contendo
trioleina. Esta foi preparada a partir de uma mistura contendo tricleina marcada
com [°H] [(8,10 *H (N)- tricleina, atividade especifica de 26,8 Ci/mmol, NEN NET],
trioleina fria (T-7502, Sigma, St Louis, MO, EUA) estabilizada com solugio de
goma arabica a 5% (G-9752, Sigma, St Louis, MO, EUA). Para inibir-se a atividade
da LPL foi usada uma solucdo de 1 M NaCl.

A mistura foi incubada por 60 minutos, a 37° C. Em seguida acrescentou-se
715 pl da solucéo de cloroférmio:heptano: etanol (1,41; 1,25; 1: viviv) e 165 il da
solucgo 0,14 M K2COy/HzBO3 (pH=10,5). Os acidos graxos livres extraidos no
sobrenadante, e a radioatividade menéurada em um equipamento cintilador beta
Beckman, modelo LS-5000. O ensaio foi realizado em triplicata.

As atividades das enzimas foram expressas em nmoi AGL/mL/h. Amostras
de brancos e controles positivos foram analisadas simultaneamente as amostras
dos participantes {Ehnhoim et a/, 1986)

O calculo foi realizado através da equacdo: [Leitura das amostras X 100 X
2.52]/ fator, para de 4,4 microlitros de emulsdo preparada.

Proteina de Transferéncia de Esteres de Colesterol :

Sua atividade foi determinada através de ensaic exdgeno radiométrico
{Lagrost ef al, 1982).
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As fracdes de VLDL, LDL e HDL foram obtidas a partir de um poo/ de plasma
de humanos normolipidémicos apds jejum de 12 horas. As fragdes VLDL+LDL de
densidade <1.063g/mL foram separadas do plasma, por ulira-centrifugagao
sequencial em ultracentrifuga Beckman, modelo L5-75B, rotor 50T, a 40000rpm, a
4" C, por 20 horas. O infranadante contendo HDL (d> 1.063/mL) foi dialisado em
tampéo fosfatoc (PBS) contendo EDTA, pH 7,35 - 7,45 e marcado isotopicamente
com 0,2uCi/ mL de [c:oiesteryl~4-14C] oleato/ mL de infranadante por 24 horas & 37°
C em banho-shaker.

A HDL radioativa foi isolada por nova ultracentrifugac@o sequencial,
densidade =1.21g/mL, a 40000rpm, 4°C, 40 horas. Em seguida, a fraggo "*C+HDL
foi purificada por ultracentrifugacéc em gradiente de densidade, ultilizando
soiucbes salinas nas densidades de 1,008, 1,083 e 1,21 g/mL, através de
ultracentrifugacéo por 24 horas a 40000 rpm, a 4°C, e dialisada em tampao PBS
contendo EDTA por 48 horas

No ensaio da CETP, o pool de HDL radioativa atuou como doador de ésteres
de colesterol (CE) e 0 poof de VLDL+LDL, como aceptor destes. A essa mistura foi
adicionado o plasma do paciente como fonte de CETP. O ensaio foi processado em
hanho-maria & 37° C por 4 horas, em triplicata.

A atividade da CETP foi medida apos a precipitagdo das lipoproteinas
contendo apo Bigs com uma soluc@o de sulfato de dextrana e cloreto de magnésio,
e a radioatividade do sobrenadante mensurada em contador beta (Beckman,
modelo LS-5000).

A atividade foi expressa em porcentagem de transferéncia de CE por
unidade de tempo. Amostras de branco e controle positivo foram analisadas
simultaneamente as amostras dos individuos. O calculo foi realizado através da
equagcao: 1- [leitura da amostra/ leitura do branco] x 100 (Lagrost et al, 1982).

Proteina de Transferéncia de Fosfolipides:

A atividade de PLTP foi medida através de ensaio exogeno radiometrico.

UNICAmMDP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAD CIRCIN AnTe
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Lipossomas contendo ['*C] fosfatidilcolina foram incubadas com plasma e
HDL, durante 80 minutos & 37°C.

A fragdo de HDL foi obtida através de ultracentrifugacc sequencial a partir
de um poo/ de plasma humano normolipidémico.

Apés a incubaggo, a HDL foi separada por precipitage dos lipossomas com
heparina @ MnCl.. O precipitado foi removido através de centrifugacao por 10
minutos a2 12000rpm. A contagem da radioatividade do sobrenadante feita através
de cintilografia beta (Beckman, modelo LS-5000).

O ensaio foi realizado em ftriplicata. A atividade foi expressa como
porcentagem de PL transferido dos lipossomas para a HDL / hora

Amostras de branco e controles positivo normolipidémicos e dislipidémicos
foram analisadas simulténeamente as amostras dos participantes (Damen et al,
1982)

O calculo foi realizado através da equacgdo: 1- [(leitura da amostra-leitura do
branco) / leitura da radioatividade total contida nos lipossomas] X 100

3.3 Analises Estatisticas:

Os dados foram analisados pelc programa estatistico SAS. Foram utilizados
os seguintes testes para medir diferencas enire os grupos : Mann-Whitney, Chi-
Quadrado e teste exato de Fisher.

Quando necessario houve transformacao logaritmica das variaveis.

O teste de Spearman foi utilizado para as correlagdes univariadas em cada
grupo. A andlise de regress&o linear multipla foi utilizada para verificar a influéncia
de diversos fatores (variaveis independentes) sobre o HDL-col e TG (e suas sub-
fracbes). Todos 0s testes foram considerados significantes ao nivel de p < 0,05. Os
resultados foram expressos como coeficiente de determinagao, R? que representa
a contribuicdo das variaveis independentes na explicagdo das variaveis
dependentes. As variaveis independentes foram: sexo {feminino/masculino), idade
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(todas as idades), IMC (todos os IMC), raga (brancos/néo brancos), LH (log), LPL
(log), CETP, PLTP e Apo A-l. As varidveis dependentes foram: HDL-col, HDLo-col e
TG, HDLs-col @ TG. As varidveis testadas para explicar as variagbes das proteinas
de e enzimas reguladoras do metabolismo do HDL foram: sexo, idade, raca, IMC,
uso de dicool, pratica de atividade fisica, mencpausa e o uso de TRH ou
contraceptivo oral.
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ABSTRACT

High-density lipoproteins (HDL) confer a cardiovascular protective status so there is
substantial interest in investigating HDL metabolism. Ninety-five Brazilian adults were studied:
48 hyperalphaliproteinemic (HALP), defined as having HDL-cholesterol at and above the o™
percentile for a local population (n=1700), and 47 controls {CTL) defined as having it below the
90™ percentile. The activities of lipid transfer proteins and enzymes involved in the plasma
ceverse cholesterol transport and the prevalence of factors that modulate HDL metabolism-
alcohol consumption, ponderosity, physical exercise, menopause and use of hormone
replacement treatment (HRT) in women- were measured, as well as the prevalence of
cardiovascular disease (CVD) and of various risk factors for coronary heart disease:
dyslipidemia, hypertension, smoking habit and family history of coronary heart disease. The
HDL./HDLs cholesterol and triglyceride ratios were similar in both groups. Postheparin
lipoprotein lipase and hepatic lipase activities were altered in HALP (unesterified fatty acid
released as nmol FFA/mL/h). HL was 40% lower (1410 + 103 in HALP, n=43 X 2370 £ 231 in
CTL, n=43) and LPL activity was 35% higher in HALP (5301 + 317 in HALP, n=43 and 3444 +
755 in CTL, n=43). Phospholipid transfer protein and cholesteryl ester transfer protein activities
were similar in the two groups. They showed no differences in their frequencies of
cardiovascular disease. The frequency of physical exercise was higher in HALP. In HALP,
HDL-chol was associated with BMI, LPL and apo A-I; HDL,-chol with apo A-I and LPL and
HDIL;-chol with apo A-I and age. HRT explained apo A-I and the use of alcohol and ponderosity
and their interaction explained the LPL' s activity. CETP was influenced by race (non-white) and
PLTP by age (inverse). The unique phenotype found in this Brazilian HALP population — low

HL and high LPL — was not atherogenic and could be determined by genetic components, which

future work will focus on.
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INTRODUCTION

Numerous epidemiological studies demonstrate the inverse relationship between HDL-
cholesterol (chol) and coronary heart disease (CHD) (1, 2). Several studies and a meta-analysis
of clinical trial data revealed that a reduction of 1 mg/dL in HDL-cho! is accompanied by a 2 and
394, reductions in cardiovascular risk, respectively in men and women (3, 4).

Some studies indicate that this negative relationship is due to HDL; and not HDLs, the
main sub-fraction of HDL (5, 6). However, this is a very controversial subject (7).

Although the mechanisms for the antiatherogenic effect of HIDL. has not been completely
established, its participation in the reverse cholesterol transport (RCT), a very efficient
mechanism of disposal of excess cholesterol from tissues 10 the liver for excretion, may be one
of its main protective actions. HDL play a pivotal role on RCT. This system involves free
cholesterol efflux from cell membranes, via ABCAI (ATP binding casseite transporter) (8, 9)
and SR-B1 (scavenger receptor type B class 1) (10, 11) to nascent HDL, containing
apolipoproteins (Apo) A-I and A-II, derived in part from the gut, the liver and the lipolysis of
triglyceride rich lipoproteins by lipoprotein lipase (LPL). Cholesterol esterification by
lecithin:cholesterol acyl transferase (LCAT) and the transfer of the cholesteryl ester to
triglyceride rich lipoproteins by cholesteryl ester transfer protein (CETP) are subsequent steps of
RCT. The cholesteryl ester can be transferred to the liver directly through SR-B1 receptors (11).
Hepatic lipase (HL) and phospholipid transfer protein (PLTP) are involved in the interconversion
of the two main HDL sub-fractions, regenerating acceptor lipoproteins for cholesterol efflux
{12).

Besides the participation in the RCT, HDL has several pleiotropic effects that are
cardioprotective: namely anti-oxidative (13), anti-inflammatory (14); anti-thrombotic (14); the
reduction in platelet aggregation (15), in monocyte adhesion and in smooth muscle cell
proliferation (14).

The antiatherogenic effects of HDL are apparently quite complex: with data from
population and clinical studies showing that the status of high levels of HDL are not always

protective (16) and as well, patients with HDL deficiency do not necessarily present premature

atherosclerosis (17).
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HDL levels in plasma are modulated by environmental factors like age, sex, race,
ponderosity, diet and sedentariness, besides the genetic factors. Genetic studies in different
populations indicate that the contribution of the genetic component to the variation of HDL is
large: 44% (18), 83% (19) and 65% (20).

Hiperalphalipoproteinemia (HALP) is a metabolic state that has been associated to
primary and/or secondary causes. In different studies it has been associated more frequently with
familial CETP (1, 21, 22), or HL (6, 23, 24) deficiencies. It has also been found in a family with
an increased production rate of Apo A-I (25) or in its polymorphism. Secondarily, several drugs,
alcoholism, primary biliary cirrhosis and emphysema are causes also pointed.

The specific objectives of this study were to investigate which phenotype determined the
moderate HALP and what factors influenced HDL metabolism in the selected homogeneous
group of adults. To find out if HALP patients were more resistant to atherosclerosis, the
frequencies of cardiovascular disease and of risk factors for CHD were carefully evaluated. To
better understand the HDL metabolism in HALP the relative power of influence that LPL,
CETP, HL., PLTP and Apo A-1 exert on HDL and its main sub-fractions were measured, using a
multiple linear regression analysis that hierarchically determined also what environmental

factors could modulate these proteins’ activities.

MATERIALS AND METHODS
Experimental profocoi:

The study comprised 95 individuals native of the State of S&o Paulo (Brazil) and defined
by their HDL-chol as controls {(CTL, n= 47) for values below 68mg/dl. and
hyperalphalipoproteinemic (HALP, n=48) for HDL-chol equal and above 68mg/dL, the 90"
percentile for a local population attended by the Clinical Chemistry Laboratory at the State
University of Campinas Hospital (n=1700). After selection, they were invited by a letter to take
part in this study. They came from urban areas in the State of Sdo Paulo. They were adults, from
21 to 79 years of age (v), 21% males (M) and 79% females (F) in the control group and from 23
to 77 vears, 21% M and 79% F in HALP; 59% were white and 41% non-white in CTL and 68%
versus 32% in HALP. They had their blood pressure and anthrophometric data measured during

a complete clinical examination, had a blood sample drawn for the requested baseline tests and
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answered 2 detailed questionnaire that was composed of three parts: the first had information on
the presence of coronary, cerebral and peripheral artery diseases and on history of coronary
revascularization procedures: PCTA (percutaneous transiluminal coronary angiopiasty), CABG
(coronary artery grafting bypass) or others. The second part contained questions on the presence
of the following risk factors for the development of CHD: dyslipidemia (DYS), hypertension
(HYP), cigarette smoking (SMO) and positive family history of CHD (FAM). The third part of
the questionnaire was on the presence and frequency of alcoho! consumption {(ALCO), physical
exercise (EXER), use of hormone replacement therapy (HRT) or contraceptive pills (CONTR)
and other drugs like statins, fibrates, phenytoin and thyroid hormones. Cases of renal, hepatic,
gastrointestinal, pulmonary, endocrine and oncological diseases were excluded from the study.
The presence of menopause (MENO) was defined as the ages > 51 years by the criteria of the
North American Menopause Society (26). Some of the patients, if recommended, had therr
electrocardiogram (ECG) taken. The two groups were selected to be matched by race, sex, body
mass indexes [BMI-weight (kg)/height {(m?], waist circumference and were roughly matched for
their diets. The participants were defined as being overweight if BMI 225 Kg/m* (ponderosity)
(PON). The participants were classified as dyslipidemic (DYS) using the recent National
Cholesterol Education Program - Adult Treatment Panel I (NCEPIII) (27) classification for:
LDL-cholesterol = 100 mg/dL and triglycerides = 150 mg/dL.

The blood samples were drawn in the fasting period in all participants. Heparin was
injected intravenously (100UI/Kg of body weight, Liquemine®, Roche) as described (28) for
lipases’ measurements and 15 min after, the samples were collected. The plasma was isolated by
centrifugation at 4° C, 1000g for 10 minutes.

All procedures followed were approved by the Ethical Committee of the School of

Medicine of the State University of Campinas and all participants gave written informed consent

to participate in the study.

Biochemical measurements:

Plasma glucose, urea, uric acid, alanine aminotransferase and 8- glutamiltransferase were

assayed in an automated system (Mega- Bayer) using enzymatic methods by Merck (Merck,
Darmstadt, Germany).
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TSH was measured using by electrochimioluminescence using a commercial kit in the
Elecsys (Roche).

Lipid, Apolipoprotein and Lipoproteins analysis:

Total cholesterol {(chol) (Merck, Darmstadt, Germany) and triglyceride (Tg) (Merck,
Darmstadt, Germany) were determined using enzymatic diagnostic reagents provided by Merck.
in an automated system (Mega-Bayer). Free fatty acids (FFA) and phospholipids (PL), by
enzymatic colorimetric assays { Wako Chemicals, VA, USA).

Plasma HDL-cholesterol was measured in the in the supernatant after precipitation of
apoBigo-containing  lipoproteins. HDL, and HDL; were separated by sequential
microultracentrifugation (Airfuge, Beckman). LDL~cholesterol (LDL-chol) was estimated by the
Friedewald’s formula (29).

Apolipoproteins A-1, Bigo and Lp (a) were measured by nephelometric assays in the
system Array 360 (Beckman, Palo Alto, CA, USA). Apolipoproteins A-Il was measured by
nephelometric assays in the Dade Boehringer system {Boehringer, Germany).

Determination of Lipases and Transfer Proteins:

Lipoprotein lipase (LPL) and hepatic lipase (HL) activities were quantified in post-
heparin plasma samples, on the basis of fatty acid release, using a radiolabeled triolein emulsion
as the substrate and NaCl (1M) as the LPL inhibitor (28). The resuits were expressed as nmol
FFA/mLi/hour.

The cholesteryl ester transfer protein (CETP) activity was measured by an exogenous
assay (41). It measures the transfer of MC-Cholesteryl ester (CE) between donor exogenous He-
HDL and an exogenous unlabeled acceptor mixture of VLDL plus LDL. The lipoproteins were
isolated from a pool of normolipidemic plasmas. The plasma CETP source was incubated for 4h
at 37°C with 50nmol of **C-HDL and 1000umol of unlabeled LDL in tris buffer. The blank
controls were obtained from the reaction mixture at 37°C without plasma. After apoBioc
containing lipoprotein precipitation, radicactivity remaining in the supernatant was determinec
by scintilografy. The results were expressed as percent of cholesteryl ester transferred from HDL

per hour.
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The phospholipid transfer protein was measured by an exogenous radiometric method
using phospholipid lipossomes as the substrate (30) and an HDL pool, obtained from plasma
donors as the acceptor. The activity was expressed as the rate of phospholipid transferred to
HDL per hour.

The assays for CETP, PLTP and lipases were conducted in triplicate. The inter-assays
coefficients of variation were 16%, 2%, 9% and 8% respectively for CETP, PLTP, LPL and HL.
Statistics:

The data were analyzed by the SAS statistical package utilizing the following tests to
measure differences between the groups: Mann-Whitney, Chi-Square and Fisher’s exact, all at
the significance level of 5%, levels between 3 and 10% were considered marginally significant.
Triglycerides, HL and LPL were log transformed. The Spearman test was used to correlate the
variables in both groups. A hierarchical multiple linear regression analysis was used o assess the
influence of specific plasma proteins on HDL-cholesterol concentrations {and its sub-fractions)
and on HDL-triglyceride sub-fractions. The results are expressed as coefficients of determination
R? that represents the percent of variation in the dependable variables explained by the
independent variables. The independent predictors of HDL were: sex (women/men), age (all
ages), BMI (all BMI), race (white/non white), LH (log), LPL (log), CETP, PLTP and Apo A-L
The dependable variables were HDL-chol, HDL,-chol and Tg and HDLs-chol and Tg.
Sequentially, several independent variables were tested for their influence on these proteins; sex,
age, race, BMI, use of alcohol, physical activity, mepopause, use of HRT or of contraceptive
pills.

RESULTS
Clinical and Biochemical Characteristics of the Participants:

Tables 1 and 2 summarize the clinical and biochemical characteristics of the participants.
The sex distribution was similar in both groups but HALP were older than CTL (p=0.0294)
although the difference was not large; 38 females and 10 males, with an age range between 23 to
69 years and 38 to 77 years, respectively, comprised the HALP group; their HDI1.-chol ranged
from 68 to 100 mg/dL; 47 controls with HD1-chol between 34 and 66 mg/dL, were distributed

as 37 females and 10 males, with an age ranges from 29 to 68 years and 21 to 79 years,
respectively.
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No differences were observed for glucose levels, blood pressure (p=0.0737, systolic),
waist circumnference and BMI. The results of the electrocardiograms (positive/negative) were
similar in the two groups: 4/21 (HALP) and 3/31 (CTL).

No differences were also found in the baseline tests measuring metabolic variables such as
thyroid, renal and liver functions, and the values were in the reference ranges; {data as mean +
standard error of mean, CTL x HALP, number of individuals): TSH (ulU/mL): 1.66 £ 0.5 (20) x
1.47 + 0.5 (20); uric acid (mg/dL): 4.6 £ 0.2 (28) x 5.0 £ 0.3 (33), urea (mg/dL). 28 £1(29) x 29
+ 2 (29), alanine aminotransferase (U/L): 15 £ 1 (28) x 23 + 6 (34) and &-glutamiltransferase
(U/L)27. £ 5(28) x 54 £ 11(31).

Lipids, Apolipoproteins and Lipoproteins:

Table 2 shows plasma lipids, lipoproteins and apolipoproteins levels. Concentrations of
cholesterol, HDL-chol and apo A-I were higher in HALP, respectively 16%, 38% and 24%, as
expected by the selection criteria of the cases, but the participants were classified as moderately
HALP. Apo A-II showed a trend to higher values {(p=0.0659) in HALP probably because it was
measured in a fewer number of participants. LDL-chol, apo B-100, phospholipids and Lp ()
were similar in both groups. Free fatty acids were equal, although measured in a fewer number
of participants. The triglyceridemia showed a trend to lower values (14%) in HALP (p < 0.0578).

When the lipid composition of HDL sub-fractions was analyzed (Table 3) there were
striking differences between the groups for chol in both HDL sub-fractions, but not for Tg. The
ratios HDL2/HDLs for chol and Tg were similar in both groups; also no bimodal distributions
were found.

Lipases and transfer proteins and its metabolic relationships:

Fasting post-heparin plasma LPL was higher in HALP by 35%, but the activity of HL
was 40% lower when compared to controls (Table 4, Fig. 1)}.

Table 5 displays the associations between several parameters in HALP and CTL: LPL
correlated positively with HDL-chol and HDL-chol in HALP (r= 0.42 and 0.40 respectively);
HL correlated negatively with Tg (r = -0.33) in HALP; in CTL HL correlated negatively with
HDL;-Tg (= -0.33).

PLTP correlated positively with PL in HALP (r=0.37); in CTL it correlated negatively
with chol, LDL-chol and apo Bieo (= -0.37, -0.39, -0.38 respectively).
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The exogenous CETP activity was similar in both groﬁps. In HALP, CETP was
correlated positively with HDL3-Tg (r=0.31).

Apo A-I correlated positively in HALP with HDL-chol (r=0.55) and its sub-fractions
(HDL,-chol; r= 0.42Z and HDLs-chol, = 0.54) in CTL, apo A-I correlated with chol (0.30), Tg
(0.34), HDL~chol (0.58), and both sub-fractions- HDL,-cho! and HDL;-chol {0.50 and 0.48).
Prevalence of Cardiovascular Disease and Risk Factors for Coronary Heart Disease:

Table 6 presents the distribution in HALP and CTL of cardiovascular disease and its main risk
factors. The prevalence of hypertension was higher in HALP (p < 0.0418). Smoking was lower
in HALP and statistically different from controls. All the others risk factors distributions were
similar in the two groups. CVD was highly prevalent in both groups, but HALP apparently did
not show cardioprotection. The frequency of dyslipidemia in this population is very high, in part
owing to the more strict NCEP II diagnostic criteria used in this study. The use of alcoholic
beverages was high in both groups and included beer, wine and cachaga (a Brazilian drink).
Distribution of Secondary Factors that Modulate Plasma HDL:

The frequency of physical exercises was higher in HALP than in CTL (Table7). Physical
exercises comprised walking, swimming, biking and anaerobic exercises. The ponderosity,
physical activity and smoking frequencies were comparable to the described earlier for a
Brazilian population by our research group (31).

No differences were observed between the groups for the use of hormones and
contraceptives by the participants of this study.

Multiple Linear Regression Analysis:

In order to evaluate if some of the observed relationships in the univariate analysis are
independent of each other and ftrue, the effects of age, sex, race, BMI, LPL, HL, PLTP, CETP
and Apo A-I on HDL-chol and Tg and its sub-fractions in HALP, individuals were studied by
multiple linear regression analysis, where HDL,-chol, HDL;-chol, HDIL,-Tg, and HDL;-Tg were
addressed as dependent variables and each one of the five proteins above as independent
variables (Table 8).

The results showed that in HALP (Table 8), HDL-chol was independently determined by
Apo A-1, LPL and BMI, by 56%. HDL-chol was independently correlated to LPL plus Apo A-1
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- 33%. Age and Apo A-T explained 37% of the variation in HDLs-chol. HL did not explain any
of the dependent variables.

In controls (data not shown) HDL-chol was independently determined by apo A-l
(R?=032) and HDL,-chol by apo A-I (R*=0.34). HDLs-chol was explained by: CETP (inverse),
LPL, sex (women) and BMI (inverse) (R*=0.48). HDL;-Tg was independently determined by
age, race {white) and BMI (inverse) (R*=0.48).

Hierarchically the variables that were significant in the regression models above were
tested {(dependent variables) for secondary and environmental factors that most strongly
correlated with them (independent variables): age, sex, race, BMI, use of alcohol, physical
activity, menopause; hormone replacement therapy, use of contraceptive pills as shown in Table
9.

In HALP, LPL was determined by BMI, use of alcohol (positive), BMI plus use of
alcohol (inverse) (R*=0.27), CETP was independently determined by race (non-white) (R*=0.13)
and PLTP by age (inverse) (R*-0.15)

Apo A-I was independently determined by hormone replacement therapy R*=0.15).
None of the other secondary modulators determined HL or the other regulator proteins.

For controls (data not shown) variations in Apo A-I were accounted for by menopause,
use of contraceptive pills and race (non-white) (R* =0.38), CETP by use of HRT and of
contraceptive pills (R*=0.26). HL was independently associated with age (inverse) and physical
exercise (R* =0.26).

The use of other drugs was not evaluated because of the small number of participants

using them.

DISCUSSION

HDL, an independent negative risk factor for coronary heart disease (4) is a therapeutic
target, so there is substantial interest in understanding its metabolism.

This study evaluated the HDL metabolism modulators and the cardiovascular status in

patients with 2 moderate HALP. Jt showed a plasma phenotype, to our knowledge not described
before in the literature.
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This phenotype was accounted by a conjugated decrease in HL and an increase in LPL
associated with hypercholesterolemia, increases in HDL;-chol and HDLs-chol, in Apo A-l, a
twrend to decreased plasma tryglicerides and borderline hyperbetalipoproteinemia. HALP and
controls in this study had not different profiles of HDL,/HDL;3 —chol ratios, as described earlier
by Sich et al {25, 32).Two other important components of the plasma reverse cholesterol
transport system, namely CETP and PLTP, were investigated but were not altered in HALP.

During the LPL dependent hydrolysis of chylomicrons and VLDL, HDL,-chol (13, 34) is
generated. Like LPL, HL hydrolysis Tg and PL but unlike LPL there is an inverse relationship of
HL and HDL, that reflects the removal of HDL;- chol from the circulation. Thus these two
enzymes have reciprocal functions in the metabolism of HDL. Oliveira e Silva et al (34)
proposed that Apo A-1, Apo A-IL, triglycerides and hepatic lipase explain 80% of the variation in
HDL-chol. In the present study LPL -but not HL-, Apo A-I and BMI explained 58% of HDL-
chol variation in HALP.

Univariate linear regression analysis indicated relationships between some variables:
HDL-chol and HDL, -chol correlated strongly with LPL and Apo A-l. In sequence some
multiple regression models were proposed: 33% of the variation of HDL;-chol was determined
by LPL and Apo A-I; for HDLs;-chol 37% was determined by Apo A-I and age and 10% of
HDIL,-Tg variation was explained by race.

All participants were normotriglyceridemic although HALP presented a trend to lower
Tg levels by 14%. This fact could reflect an increased lipolysis rate of triglyceride-rich
lipoproteins in HALP due to increased LPL activity, simultaneously with reduced HL activity.
The free fatty acids levels were not different between the groups and this fact could reflect a
higher extraction of FFA from the circulation leading to increased hepatic production of VLDL
and sub-sequentially LDL.

Lp (a) levels were not different between the group and to our knowledge this lipoprotein
was not described in HALP by others authors.

LPL deficiency, present in cases of the mutation Gly188Glu, Asp9Asn and Asn291Ser is
associated with reduced levels of HDL-chol and hypertrigliceridemia that confer an atherogenic
lipoprotein profile. But atheroprotection in the presence of the mutation Serd47Stop, as

described by Wittrup et al (36), leads to a modest increased in plasma HDI-chol and LPL
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activity. Taskinen et al described increased LPL activity in HALP paients (37). HL reduced
activity can be secondary to familial HL deficiency and a cause of HALP. In these patients
abnormalities in triglyceride rich lipoproteins are present like the presence of beta-VIL.DL,
enrichment in Tg of lipoproteins in the d >1.006g/mL leading to increased buoyancy (38). Low
HL has been indicated as a novel risk factor for the development of atherosclerosis (39).
However, the literature is not definitive about its proatherogenic role: studies on genetic
polymorphisms on HI. are not conclusive (23, 40); some studies on HL deficient states in
humans, but not all, have reported the presence of atherosclerosis. In HL deficiency the increase
in HDL is opposed by the increase in remnant lipoproteins and, in consequence, the risk may
disappear {(41). Three groups described premature CHD in HL deficiency (16, 38). In 1995
Hirano (16) showed that CHD is related inversely to CETP and HL activity .

CETP deficiency was not found in this study. It is characterized by increased HDL, rich
in CE (25) and is the most frequent cause of HALP. Although it is more frequent in Japanese
population, some recent studies describe it in Caucasian group’s (30). When there is CETP
deficiency, higher Jevels of HDL can be pro-atherogenic because of changes in LDL and HDL
particles with consequent impairment in the reverse cholesterol transport (16).

It is known that Apo A-I modulates HDL (34). Two mutations of this protein were
described leading to low HDL and increased Tg levels (42). Rader et al (43), described an
increased production of apolipoprotein A-I in HALP, associated with elevated plasma levels of
HDL, apo A-I and Lp- A-L They concluded that a selective upregulation of apo A-I production
is one cause of HALP and possibly this phenotype confers a protection  against the
atherosclerotic disease.

Another study by Hedrick et al (44) showed increased expression of apo A-II that is
linked to the generation of a non-functional large HDL, a worse substrate for HL (44).

Several secondary or environmental factors were evaluated in this study. The HALP
group presented higher frequency of physical activity and no differences in the other secondary
factors evaluated.

In many studies physical exercise has a positive association with HDL-chol levels (42),

due to increase LPL and reduced HL activities (43), as well as increase in the activity of CETP
and LCAT (46).
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However when a multiple regression model was proposed in this study for HALP,
physical exercise had no effects on HDL modulators. Other secondary factors accounted for the
variation of the regulator proteins: Apo A-I was explained by the use of HTR in women; LPL by
alcohol, BMI and alcohol plus BMI (inverse); CETP by the non-white race and PLTP by age
{inverse}.

Another factor tested, hormone replacement therapy, suppresses the activity of HL but
not of LPL (47). Walsh et al (48), showed increases of 8% and 16% in HDL-chol and Apo A-l
after HRT. In HALP HRT explained Apo —Al partially.

Higher lipoprotein lipase can be associated with alcohol. Alcohol was shown to increase
HDL-chol by 3,99mg/dL when consumed at 30g/dL/day in a meta-analysis of 42 studies (49).
The mechanisms are a possible increase of LPL and reduced CETP (44, 50).

() shows a reduction of the activities of both LPL and HL. In our study alcohol explained
partially LPL activity in HALP.

The body mass index has been described as negatively related to FIDL-chol, and this
effect may be due to hepatic lipase modulation (23). In ocur study ponderosity explained partially
LPL.

Genetic studies in families (19), showed that the contribution of the genetic components
is much larger than the environmental for several plasma lipids, lipoprotein, apolipoproteins and
regulator proteins. The genetic contribution to HDL-chol levels reaches 80% (18).

Vega et al (51) demonstrated that differences between Affrican men (lower HL activity)
and white American men, that could be due to the genetic polymorphism in 514 position, leading
to higher HDL-chol levels.

The studied groups presented different distribution of nisk factors for CHD but similar
final CHD risk score numbers: HALP presented HDL-chol levels equal and above 68mg/dL but
a higher hypertension frequency and older ages (75" percentile: 50 years for CTL and 60 years
for HALP, not shown). The controls were younger, not hypertensive but smoked more and had
HDL-chol below 68mg/dL. It is interesting to notice that the prevalence of dyslipidemia is
equally high between the groups.

The metabolic state in HALP here described was not atheroprotective since the groups

are similar in terms of the frequency CVD manifestations.

90



We believe that in this group of HALP the simultaneous conjunction of the changes in the
activities of the regulator protein -decreased HL and increased LPL- may lead to compensatory
mechanisms: HL deficiency generates HDL particles that are relatively rich in triglycerides, and
are not as good substrates for CETP; on the other hand, the increased LPL activity favors the
generation of pre B-HDL and leads to an increased reverse cholesterol transport.

In conclusion, these results taken together show that in this Brazilian population
presenting the HALP syndrome, with the unique mixed phenotype of HL deficiency and
increased LPL activity, there was no modulation of HL by secondary factors and a partial
modulation of LPL by BMI and alcohol. Therefore, the genetic components could be the
primary cause of HALP, and genetic studies should aim at characterizing the genotype. of these

patients.
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FIGURE 1 - Scatter plots of (a) lipoprotein lipase and (b) hepatic lipase activities in CTL and
HALP. The horizontal lines represent the means. Statistical comparisons were done by the Mann-
Whitney Test.
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FIGURE 2: Regression plots for HDL;-chol (A) and HDLs-chol {B)

TABLE 1—- ANTHROPOMETRIC AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF HALP AND CTL

PARAMETERS HALP (n) RANGE CTL (n) RANGE

Age (years) 49 + 2 (48)* 23-77 44 + 2 (47) 21-79
Sex (M/F) 10/38 _ 10737 -

BMI (Kg/m?) 24 + 1 (45) 16-37 25 + 1 (46) 18-36
Waist. (cm) 79 +2 (44) 58-117 82 +2 (47) 65-108

BP (Sistolic)(mmHg} 130 + 32 (45) 80-210 123 + 21 (46) 100-170
BP (DiastolicmmHg) 84 + 19 (45) 50-120 82 + 17 (46) 60-100
Glucose (mg/dL) 87 + 2 (47) 56-123 88 + 1 (43) 72-109

Data presented as mean % standard error of the mean (SEM) (n = number of subjects).BP=
blood pressure. Statistical comparisons between HALP and controls by Mann-Whitney test:
*p< 0.0294 and Chi-Square.
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TABLE 2 - LIPIDS, LIPOPROTEINS AND APOLIPOPROTEINS IN HALP AND CTL

PARAMETERS HALP (n) RANGE CTL (n) RANGE
Chol (mg/dL) 232+ 6 (48)° 142-329 196 + 6 (47) 127-306
LDL-chol (mg/dL} 134 + 6 (47) 59-223 126 + 5 (47) 66-215
HDL-chol (mg/dL) 81+ 2 (48)% 68-110 50 +1 (47) 34-66
Tg (mg/dL) 86 + 6 (48) 30-267 100 = 6 (47) 31-200
FFA (mEal) 096+006(32) 027-1.73 096:00¢(10) 0.36-1.42
PL (mg/dL) 256 + 11 (32) 120-375 248 + 10 (29) 110-342
Apo A-1 (mg/dL) 186 + 4 (46)% 141-271 141 + 3 (47) 53-184
Apo A-li (mg/dL) 46 +2 (18) 30-70 39+3(7) 30-50
Apo B100 mg/dL) 98 + 4 (46) 47-164 100 + 4 (47) 54-187
Lp(a) (mg/dL) 30 +£5 (43) 2-188 37 + 5 (48) 2-111

Data presented as mean & standard error of the mean (SEM) {n = number of subjects).

Statistical comparisons between HALP and controls by Mann-Whitney test: *p < 0.0002,
#p<0.0001

TABLE 3 ~ COMPOSITION IN CHOLESTEROL AND TRIGLYCERIDES OF HDL SUB-
FRACTIONS IN HALP AND CTL

PARAMETERS HALP (n) RANGE CTL {n) RANGE
HDL,-chol (mg/dL) 2111 (46)% 12-46 13 + 1 (45) 4-28
HDLs-chol (mg/dL) 60+ 1 (46)% 37-79 37 + 1 (45) 24-50
HDL, /HDLschol  0.36 +0.02 (46) 0.20-0.86 0.35 +0.02 (45) 0.13-0.93

HDL,-Tg (mg/dL) 18 + 1 (46) 4-32 18 + 1 (44) 4-35

HDLs-Tg (mg/dL) 32+ 2 (46) 12-57 30 + 2 (45) 8-53

HDL,/ HDLs-Tg 0.52 + 0.02(46) 0.17-1.04 0.60 + 0.03 (44) 0.30-1.21

Data presented as mean * standard error of the mean {SEM) {n =number of subjects}.
Statistical comparisons between HALP and controls by Mann-Whitney test: *p < 0.0001
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TABLE 4 — LIPASES AND TRANSFER PROTEINS' S ACTIVITIES IN HALP AND CTL

PARAMETERS HALP (n) RANGE CTL (n) RANGE
LPL (nmol FFA/mU/h) 5301 £ 317 (43)° 1679-9131 3444 + 255 (43) 555-7099
HL (nmo! FFA/mML/M) 1410 £ 103 (43} 7 218-3602 2370 + 231 (43) 404-6848
CETP (%) 10 + 1 (45) 2-20 11+1(37) 5-18
CETP/Tg (%o/mgidl)  0.14 £0.01 (45) 0.02-0.36 0.12 £0.09 (37) 0.04-0.29
PLTP (%) 111 (44) 2-23 12 +1(34) 0-21

Data presented as mean standard error of the mean {SEM) (n = number of subjects}.
Statistical comparisons between HALP and controls by Mann-Whitney test: ¥ p < 0.0002;
#p<0.0006

TABLE 5 - DISTRIBUTION OF CARDIOVASCULAR DISEASE AND ITS RISK FACTORS IN
HALP AND CTL

VARIABLES HALP CTL
CcvVvD 10748 06/ 47
DYS 36/48 35/47
HYP 17 1 48* 08/ 47
SMO 06 / 48+ 18746
FAM 08/48 05/ 47

Data as positive casesigroup; CVD: cardiovascular disease, DYS: dyslipidemia; HYP:
hypertension; SMO: smoking; FAM: family history of CHD; Chi-Square test: *p < 0.0418 and
*p < 0.0031 as compared to CTL
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TABLE 6 - DISTRIBUTION OF SECONDARY FACTORS THAT MODULATE PLASMA
HDL IN HALP AND CTL

VARIABLES HALP CTL
ALCO 25/48 19/48
PON 29/48 23/47
PHYS 22148* 10/47
MENO 14/38 07137
HRT 08/16 02/06
CONTR 06/38 05/37

Data as positive cases/group ALCO: use of aicohol; PON: ponderosity; PHYS: physical
activity; MENO: menopause; HRT: hormone replacement therapy; CONTR: use of
contraceptive pilis; Chi-Square and Fisher’'s exact: *p< 0.0113 as compared to CTL

TABLE 7 - UNIVARIATE LINEAR REGRESSION COEFFICIENTS FOR APOA1, LIPASES AND
TRANSFER PROTEINS'S ACTIVITIES

PARAMETERS GROUPS LPL HL. PLTP CETP Apo A-l
Chol H NS NS
C -0.37* 0.30%
Tg H -0.33* NS
C NS 0.34*
L DL-~chol H NS
C -0.39%
HDL-chol H 0.42%% - 0.55%5
C NS 0.58%8
HDL,-chol H 0.40% 0.42%
C NS 0.50°
HDLs-chol H 0.54°
c 0.48*
HDLs-Tg H NS 0.31%
C -0.33¢ NS
PL H - 0.37*
c NS

H=HALP, C=CONTROLS; Spearman Coefficients: *p < 0,0500, ¥p < 0.0100, Fpx .0050, ®ps
0.0005, ¥p < 0.0010, ** p < 0.0001
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TABLE 8 - INFLUENCE OF THE REGULATOR PROTEINS ON PLASMA HIGH-DENSITY
LIPOPROTEIN CHOLESTEROL AND ITS SUB-FRACTIONS IN HALP

MODELS INDEPENDENT n- VALUES CUMULATIVE
VARIABLES R?
For HDL-chol (n=35) BMi
Log LPL
Apo A-l <(.0001 0.56
For HDLo-chol (n=35) Log LPL
Apo A-l 0.0018 0.33
For HDL2-Tg {(n=45) Race 0.0314 0.10
For HDLs-chol (n=35) Age
Apoc A- 0.0006 0.37

independent Variables: Apo A-i; LPL; HL; CETP; PLTP; SEX, AGE, RACE and BMI

TABLE 9 - INFLUENCE OF SECONDARY EACTORS ON PLASMA LIPASES AND TRANSFER
PROTEINS IN HALP

MODELS INDEPENDENT p- VALUES CUMULATIVE
VARIABLES R?
For LPL (n=33) BMI
Aicohot
BM! +Alcohol 0.0271 0.27
For CETP (n=30) Race 0.0473 0.13
For PLTP (n=28) Age 0.0438 0.15
For Apo A-l (n=28) HRT 0.0397 0.15

independent Variables: use of alcohol, ponderosity, physical activity, menopause, hormone
replacement therapy, use of contraceptive pills, sex, race and age
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