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RESUMO

Introducio: Evidéncias indicam que o aumento das concentracdes séricas da Lipoproteina (a)
(Lp[a]) € um fator de risco independente para a doenga cardiovascular aterosclerdtica, mas a
literatura mostra relagdes inconsistentes quanto a participagao desta lipoproteina na génese de
placas ateroscleréticas carotideas. Objetivos: Avaliar a relagdo da Lp(a) com a aterosclerose
subclinica e a presenca de placas carotideas em individuos assintomaticos. Materiais e
Métodos: A selegdao dos participantes foi realizada através do convénio estabelecido entre o
Laboratério de Lipides - UNICAMP e a Secretaria Municipal de Satide de Campinas no qual
resultados do perfil lipidico dos usuérios que buscaram atendimento nas Unidades Basicas de
Satde do Sistema Unico de Saide eram fornecidos mensalmente. Foram triados individuos nio
dislipidémicos que apresentaram o colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C)
<130mg/dL e triglicerideos <150mg/dL. Em seguida foram realizados contatos e aplicados
questionarios telefonicos para obter informacgdes sobre os demais critérios de inclusdo no
estudo: ndo tabagistas, auséncia de doengas, individuos sem uso de medicamentos, indice de
massa corporea (IMC) <29kg/m? e ingesto alcodlica menor que 14 gramas ao dia. Esta selegdo
possibilitou convidar 1536 voluntarios para a avaliacdo clinica e laboratorial no Hospital de
Clinicas - UNICAMP, com a adesdo de 919. Realizaram-se exames clinicos, antropométricos
e laboratoriais por métodos enzimaticos e/ou colorimétricos, imunoturbidimetria e
nefelometria. A partir desta visita 317 voluntarios foram selecionados e encaminhados a
ultrassonografia de modo B de alta resolu¢do para determinagdo da espessura mediointimal das
artérias cardtidas (EMIc) e da presenga de placas aterosclerdticas. Testes estatisticos
comparativos e de correlacdo foram utilizados. Andlises de regressao linear uni variada e
multivariada foram realizadas para se avaliar a influéncia das concentra¢des de Lp(a) sobre os
demais parametros avaliados. Para estimar a associacdo entre a presenga de placas, a EMIc >
0,90 mm e as variaveis do estudo, foram utilizadas as andlises de regressao logistica uni e
multivariada. Os resultados foram considerados significativos para valores de p<0,05.
Resultados: Os parametros antropométricos e bioquimicos se mostraram dentro dos limites de
referéncia pré-estabelecidos. O grupo de individuos de ambos os sexos (163 mulheres/154
homens) apresentou uma mediana de idade de 43 anos e 82% eram brancos. Em 23% dos
individuos o EMIc foi (>0,9 mm) e em 18% houve presenga de placas. As concentracdes de
Lp(a) acima de 30mg/dL ocorreram em 27% dos individuos e nestes os valores de PON1
(umol/min), GGT (U/L) e Apo B100 (mg/dL) foram mais altos, assim como a idade e as

frequéncias de nao brancos e de placas. Na regressao linear multivariada a Lp(a) foi modulada



por idade e ndo-brancos diretamente e por LAP (cm,mmol/L) inversamente. Nas analises de
regressao logistica, individuos ndo brancos apresentaram 2,5 vezes mais chances de ocorréncia
de placa. A mesma analise mostrou que a cada ano de vida, a chance de ocorréncia de placas
pode aumentar em 11%. Para concentracdes de Lp(a) houve aumento da razdo de chance de 2%
para placas na analise univariada. Conclusdes: Em individuos assintomaticos e sem fatores de
risco cardiovascular, idade e a raga ndo branca foram fatores determinantes para a presenca de
placas ateroscleroticas carotideas e sugere-se que concentragdes de Lp(a) se associem a estas,
mas nao a EMlIc. Trabalhos subsequentes poderdao explorar melhor as associagdes pro-

aterogénicas da Lp(a) observadas neste estudo.

Palavras-chave: Lipoproteina (a); aterosclerose carotidea; espessura intima-média carotidea;

estenose carotidea; doencas cardiovasculares.



ABSTRACT

Background: Evidence indicates that increased serum concentrations of Lipoprotein (a) (Lp
[a]) is an independent risk factor for atherosclerotic cardiovascular disease, but the literature
shows inconsistent relationships regarding the participation of this lipoprotein in the genesis of
carotid atherosclerotic plaques. Objectives: To evaluate the relationship of Lp(a) with
subclinical atherosclerosis and the presence of carotid plaques in asymptomatic individuals.
Materials and methods: The selection of participants was carried out through an agreement
established between the Lipid Laboratory - UNICAMP and the Municipal Health Department
of Campinas in which results of the lipid profile of users who sought care in the Basic Health
Units of the Unified Health System were provided monthly. Non-dyslipidemic individuals who
had low-density lipoprotein (LDL-C) cholesterol <130mg/dL and triglycerides <150mg/dL
were screened. Then contacts were made, and telephone questionnaires were applied to obtain
information on the other inclusion criteria in the study: non-smokers, absence of diseases,
individuals without medication, body mass index (BMI) <29kg/m? and alcohol intake less than
14 grams a day. This selection made it possible to invite 1536 volunteers for clinical and
laboratory evaluation at Hospital de Clinicas - UNICAMP, with the adhesion of 919. Clinical,
anthropometric and laboratory tests were carried out by enzymatic and / or colorimetric
methods, immunoturbidimetry and nephelometry. From this visit, 317 volunteers were selected
and referred to high-resolution B-mode ultrasound to determine the mediointimal thickness of
the carotid arteries (cIMT) and the presence of atherosclerotic plaques. Comparative and
correlation statistical tests were used. Univariate and multivariate linear regression analyzes
were performed to assess the influence of Lp(a) concentrations on the other parameters
evaluated. To estimate the association between the presence of plaques, the cIMT > 0.90 mm
and the study variables, univariate and multivariate logistic regression analyzes were used. The
results were considered significant for values of p<0.05. Results: The anthropometric and
biochemical parameters were within the pre-established reference limits. The group of
individuals of both sexes (163 women / 154 men) had a median age of 43 years and 82% were
white. In 23% of the individuals, the cIMT was (>0.9 mm) and in 18% there was plaque. Lp(a)
concentrations above 30mg/dL occurred in 27% of the individuals and in these values of PON1
(umol/min), GGT (U/L) and Apo B100 (mg/dL) were higher, as well as the age and frequency
of non-whites and plaques. In multivariate linear regression, Lp(a) was modulated by age and
non-whites directly and by LAP (cm,mmol/L) inversely. In logistic regression analyzes, non-

white individuals were 2.5 times more likely to have plaque. The same analysis showed that for



each year of life, the chance of plaque occurrence can increase by 11%. For Lp(a)
concentrations there was an increase of the 2% chance ratio for plaques in the univariate
analysis. Conclusions: In asymptomatic individuals without cardiovascular risk factors age and
non-white race were determining factors for the presence of carotid atherosclerotic plaques and
it is suggested that Lp(a) concentrations are associated with them, but not with cIMT.
Subsequent work will be able to better explore the pro-atherogenic associations of Lp(a)

observed in this study.

Keywords: Lipoprotein (a); carotid atherosclerosis; carotid intima-media thickness; carotid

stenosis; cardiovascular diseases.



SUMARIO

1.0 INTRODUCAO
1.1 Epidemiologia das doencas cardiovasculares e fatores de risco associados
1.2 Metabolismo de lipoproteinas plasmaticas
1.3 Lipoproteina (a)
1.4 Lipoproteina (a) e aterosclerose
1.5 Lipoproteina (a) e estenose carotidea
2.0 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA SOCIAL
3.0 OBJETIVOS
4.0 MATERIAL E METODOS
4.1 Populagdo do estudo
4.2 Avaliagao clinica e antropométrica
4.3 Determinagoes laboratoriais
4.4 Avaliagao da espessura mediointimal das artérias carétidas
4.5 Andlises Estatisticas
5.0 RESULTADOS
6.0 CONCLUSAO
7.0 REFERENCIAS
8.0 ANEXOS
8.1 Parecer do comité de ética projeto tematico FAPESP
8.2 Autorizagao da Prefeitura de Campinas

8.3 Parecer consubstanciado pelo comité de ética e pesquisa da UNICAMP

12

16
19
23
24
28
29
30
30
31
32
33
34
35
56
58
71
71
74
75



12

1.0 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia das doencas cardiovasculares e fatores de risco associados

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo as principais causas de obito no Brasil e no
mundo, fazendo parte das doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), mais especificamente
no grupo de doencas do aparelho circulatorio. Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia
estima-se que ocorreram 383.961 mortes no Brasil em 2017 em decorréncia de DCV,
correspondendo a mais de 30% dos 6Obitos registrados no pais (1-5).

O impacto socioecondomico das DCNT esta diretamente ligado com a saude publica.
Dados recentes demonstram que a populacdo brasileira estd em uma mudanga importante de
faixa etdria, com o aumento de idosos e da expectativa de vida (6). Com isso ¢ estimada uma
incidéncia maior dos casos de DCV com seus consequentes custos elevados ao pais (7,8).

Este grupo de doencas compreende cardiopatia isquémica, acidente vascular cerebral,
insuficiéncia cardiaca, doenga arterial periférica entre outras, € possuem uma relagao direta com
fatores de risco muito bem estudados nas ultimas décadas como a hipertensao arterial, diabetes,
dislipidemias, tabagismo, estresse, dieta inadequada e sedentarismo (5,9,10).

As manifestacdes das doencas cardiovasculares muitas vezes tém como processo
subjacente a aterosclerose, uma doenca inflamatdria cronica, progressiva e silenciosa. Estudos
realizados em mumias com mais de quatro mil anos demonstraram através de andlises
tomograficas a presenga de placas aterosclerdticas em artérias, relatando que esta doenca
acompanha a histdria natural da humanidade por um periodo bastante significativo (11).

A aterosclerose atinge usualmente a parede de artérias de médio e grande calibre, onde
ocorre um acumulo de lipoproteinas no espaco subendotelial. Alguns estudos apontam que o
desenvolvimento da aterosclerose pode ter inicio ainda na infancia, onde ja podem ser
observadas estrias gordurosas precursoras de placas aterosclerdticas. Entretanto, as
manifestagdes clinicas tendem a ocorrer posteriormente, visto que € um processo cumulativo e
uma doenga cronico-degenerativa (12,13).

A génese da aterosclerose envolve uma quantidade variavel de fatores de risco, como,
por exemplo, a hipertensdo arterial, diabetes e o tabagismo que culminam na agressao do
endotélio vascular, favorecendo a retencao de lipoproteinas, especialmente a lipoproteina de
baixa densidade (LDL - do inglé€s, low-density lipoprotein), rica em ésteres de colesterol (14).

A retencdo de LDL na camada intima arterial expde essa lipoproteina a um ambiente

com radicais livres, propiciando modificacdes quimicas tanto da sua fragdo lipidica quanto
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proteica, sendo a oxidagdo um papel fundamental nesse processo. A particula de LDL oxidada
(LDLox) ¢ reconhecida pelos macrofagos residentes, capazes de captd-las através de seus
receptores do tipo scavenger. Apds a fagocitose, o macrofago sobrecarregado com lipides passa
a produzir uma série de quimiocinas, citocinas e proteases, capazes de estimular o processo
inflamatorio local. Assim, tem inicio a migragdo de mondcitos para a camada intima onde se
diferenciam em macréfagos, que irdo capturar mais particulas de LDLox. Estes macrofagos
(conhecidos como células espumosas) apresentam grande atividade pro-inflamatoria e
amplificam o processo de migragao e diferenciacdo celular no espago subendotelial (15,16).

A progressdo desse processo estimula a liberacdo de fatores de crescimento e
consequente proliferacdo das células musculares lisas da camada média para a intima e a sintese
de macromoléculas da matriz extracelular, como a elastina, colageno e proteoglicanos, levando
0 processo fisiopatologico a uma fase mais complexa caracterizada pela formacao da capa
fibrosa da placa aterosclerotica (17,18).

A placa aterosclerdtica estabelecida pode ser constituida por elementos celulares, nucleo
lipidico e contetido necrético, devido ao processo de apoptose dos macrofagos e células
musculares lisas. As placas sao categorizadas de duas formas, uma forma estavel onde sao
fibrosas e compostas por tecido solido e com pouco conteudo lipidico ou podem ser instaveis,
com alta atividade inflamatoria, capa fibrosa fina e grande conteudo lipidico, o que as tornam
mais propensas a ruptura (15,19).

A ruptura da placa ¢ a condi¢gdo mais grave do processo aterosclerdtico, pois permite a
liberacdo do conteudo altamente trombotico para a circulagdao dando inicio a aterotrombose,
que culmina na restricdo de oxigénio e nutrientes para os tecidos, levando a isquemia e/ou
gerando fragmentos (trombos) que podem favorecer a embolia e consequente isquemia em
outras regioes (20).

De forma geral, sdo reconhecidos os fatores de risco que contribuem para o
desenvolvimento da aterosclerose. Estes sdo divididos entre ndo modificaveis, modificaveis e
os ndo tradicionais (21).

Fatores de risco ndo modificaveis sdo bem descritos na literatura, como por exemplo, a
idade. Estima-se que a cada dez anos ha uma chance de aumento de 2,5 vezes na mortalidade
pela DCV; ainda esta estabelecido que o aumento da idade proporcione um aumento de
desenvolvimento da doenga aterosclerotica coronariana (DAC) (21).

O sexo também tem sua contribui¢do: a DAC tende a manifestar-se mais tardiamente
no sexo feminino do que no sexo masculino. O sexo feminino conta com o efeito protetor do

estrogénio, hormoénio que estd relacionado também a prote¢do do endotélio contra o



14

desenvolvimento de placas ateroscleréticas. Mas com o avango da idade, as mulheres passam
por mudangas fisioldgicas, como o climatério e menopausa, com ocorréncia da diminui¢ao das
concentracgoes de estrogénio, e consequentemente ficam mais expostas ao desenvolvimento da
aterosclerose (22,23).

Entre os fatores modificdveis destacam-se a presenga de obesidade/sobrepeso,
hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM), dislipidemias, sedentarismo e
habitos alimentares nao sauddveis. A HAS ¢ caracterizada pela pressao arterial
permanentemente elevada, com niveis pressoricos > 140 e/ou 90 mmHg. E apontada como um
dos principais fatores de risco para a DAC, e quando associada ao diabetes sdo responsaveis
por 25% dos O6bitos por doencas coronarianas, contribuindo para o desenvolvimento da
aterosclerose gragas aos efeitos deletérios sobre o endotélio vascular (24,25).

Alguns distarbios metabolicos como a resisténcia insulinica, pré-diabetes e diabetes
mellitus estdo envolvidos no desenvolvimento e progressao da doenca aterosclerdtica de forma
significativa. Por exemplo, a resisténcia insulinica (que corresponde a um comprometimento
na sinalizac¢do efetuada por este hormonio), a hiperinsulinemia e a hiperglicemia resultantes
contribuem para o aumento no aporte de acidos graxos livres, formagao de produtos da glicagao
avancada, ativacdo de proteina quinase C, estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial (26).
Juntos, estes fatores favorecem o processo de disfungdo endotelial e inflamagdo sistémica,
permitindo a ativa¢do do processo de aterosclerose com proliferacdo de células musculares
lisas, células endoteliais e mondcitos (26,27). Como resultado, as doencgas cardiovasculares sao
as principais causas de morte em diabéticos (28). A Organizagdao Mundial de Saude (OMS)
estima que em 2012, houve 1,5 milhdes de mortes atribuida ao diabetes em todo o mundo (29).
No Brasil, havia 14,3 milhdes de individuos diabéticos em 2015 (30). A DAC corresponde a
aproximadamente 2/3 dessas mortes, especialmente entre os mais jovens e com maior indice
glicémico (31).

A sindrome metabdlica ¢ um problema de saude publica, afetando cerca de 20% de
individuos adultos (32). E uma condigdo clinica caracterizada pela presenca de pelo menos trés
de cinco fatores de risco cardiovascular, a saber: obesidade central, observada pela
circunferéncia de cintura (superior a 94 cm para homens ¢ 80 cm para mulheres segundo a
OMS) (33); triglicerideos (>150mg/dL); HDL-C (colesterol da lipoproteina de alta densidade,
do inglés, high-density lipoprotein cholesterol) baixo (inferior a 40mg/dL para homens e
50mg/dL para mulheres); HAS e glicemia em jejum elevada (igual ou superior a 110mg/dL)

(34). Em um estudo, conduzido por Timéteo e colaboradores, revelou-se que a sindrome
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metabolica esta associada ao dobro de desfechos cardiovasculares e 1,5 vezes de aumento da
mortalidade total com relagdo aos ndo portadores desta doenga (35).

Varios estudos tém avaliado os mecanismos envolvidos na elevacdo do risco
cardiovascular na presenca de sindrome metabdlica. Entre os mais proeminentes, destacam-se
as evidéncias da existéncia de alteragdes funcionais do tecido endotelial, pois a sindrome
metabolica promove um estado contratil elevado do endotélio. Somado a isso a disfungado
endotelial também gera um estresse oxidativo e um ambiente pro-inflamatério, o que impacta
no metabolismo corporeo, sendo um fator chave para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (15,32,34,36).

A obesidade consiste em um distirbio nutricional € metabdlico, sendo considerada uma
epidemia global que esta relacionada as transi¢des das ultimas décadas nos héabitos nutricionais,
sedentarismo e condi¢des socioecondmicas que favoreceram um aumento de sua prevaléncia
(37,38).

A obesidade ¢ definida geralmente pelo indice de massa corpérea (IMC); de acordo com
este indice, é possivel identificar individuos com peso normal (IMC entre 18.5 e 24,9 kg/m?),
sobrepeso (IMC entre 25 e 29,9 kg/m?) e obesidade de grau I (IMC entre 30 e 34,9 kg/m?), grau
II (IMC entre 35 e 39,9 kg/m?) e grau III (IMC maior que 40 kg/m?) (39). Outros critérios
também podem ser utilizados para a classificagdo, como a circunferéncia da cintura, massa de
gordura central e periférica, mas o IMC continua sendo o mais aceito e utilizado
internacionalmente (36).

As associagOes entre a presenca da obesidade e manifestacdes cardiovasculares sao
numerosas, sendo esta condi¢do um fator independente de risco as DCVs bem como para o
desenvolvimento de HAS que esta ligada a DAC, sindrome metaboélica, diabetes mellitus,
infarto do miocardio e fibrilacao atrial (35). Isso ocorre porque os adipdcitos também podem
produzir citocinas proé-inflamatérias, € a medida que a obesidade avanca, os adipocitos
hipertrofiados, podem apresentar o processo de apoptose, que induz a necrose e fibrose celular,
intensificando ainda mais o processo inflamatodrio local contribuindo para as manifesta¢des de
DCYV (38,40).

Os fatores nao tradicionais principais para o risco cardiovascular sdo as concentragdes
de citocinas pro-inflamatdrias, proteina C reativa (PCR) e a interleucina-6 (IL-6). A IL-6 ¢ uma
citocina produzida principalmente pelo figado sob a estimulacdo de citocinas pro-inflamatorias
derivadas de adipdcitos (15). Suas concentragdes elevadas estdo relacionadas a um progndstico

adverso, refletindo um estado inflamatorio primario que provoca a instabilidade da placa
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aterosclerotica (15). Pacientes com angina instadvel e com niveis IL-6 sérica elevados
demonstraram associagdo com maior mortalidade hospitalar (15,41).

A PCR ¢ uma proteina de fase aguda, utilizada na pratica clinica como um biomarcador
de inflamagdo sistémica (15). E sintetizada pelos hepatocitos em resposta a citocinas
inflamatérias. O desenvolvimento de métodos de alta sensibilidade (PCR ultrassensivel)
possibilitou sua aplicagdo clinica no contexto da aterosclerose, marcada por inflamagao
vascular sistémica; assim, as concentragdes de PCR estao diretamente ligados aos fatores de
risco cardiovascular e estdo inversamente associados as concentragdes de HDL-C (42).

As dislipidemias sd3o importantes no contexto cardiovascular e podem ter duas formas
de classificagcdo segundo a sua etiologia. As causas primarias remetem distirbios lipidicos de
natureza genética, ao passo que as causas secundarias podem ser derivadas de habitos de vida
inadequados como deita inadequada, sedentarismo, comorbidades e/ou farmacos (15).

Laboratorialmente as dislipidemias podem ser classificadas como hipercolesterolemia
isolada, que ¢ o aumento isolado do LDL-C (>160mg/dL); hipertrigliceridemia isolada, onde
ocorre o aumento dos triglicerideos (TG > 150mg/dL em jejum calorico de 12 horas ou >175
mg/dL, se a amostra foi obtida sem jejum); hiperlipidemia mista, que por sua vez ¢ aumento
do LDL-C (>160mg/dL) e de triglicerideos (TG >150mg/dL em jejum ou >175 mg/dL, se a
amostra foi obtida sem jejum caldrico) e HDL-C baixo, caracterizada por baixas concentragdes
de HDL-C (homens <40mg/dL e mulheres <50mg/dL) isolado ou associado ao aumento da
lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) ou triglicérides (15).

Dada a importancia das DCV no ambito global, e principalmente pelo notavel e
imprescindivel papel das lipoproteinas no desenvolvimento dessas doengas, julga-se pertinente

a abordagem do metabolismo dessas lipoproteinas plasmaticas, apresentado a seguir.

1.2 Metabolismo de lipoproteinas plasmaticas

As lipoproteinas sdo definidas como agregados macromoleculares compostos por
lipides e apolipoproteinas cuja fun¢do primordial ¢ realizar o transporte dos lipides
(hidrofobicos) no plasma. No geral, sdo classificadas em cinco tipos de acordo com a
composi¢ao, densidade, tamanho e carga elétrica: quilomicrons, lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL - do inglés, very low-density lipoprotein), lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL — do inglés, intermediary density lipoprotein), lipoproteina de baixa
densidade (LDL — do inglés, low-density lipoprotein) e lipoproteina de alta densidade (HDL —

do inglés, high-density lipoprotein). Os quilomicrons ¢ a VLDL sao lipoproteinas ricas em
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triglicerideos enquanto a HDL e LDL sao constituidas principalmente por colesterol (colesteril
éster) (15,43).

As apolipoproteinas sdo estruturas importantes dessas particulas, pois sdo ligadas em
suas superficies e desempenham diversas funcdes. A apolipoproteina A-I (apo A-I) € a principal
proteina constituinte da HDL, possibilitando a retirada de colesterol das superficies celulares
entre outras func¢des consideradas anti-aterogénicas (44). Ja os quilomicrons apresentam a apo
B-48 como principal apolipoproteina; ainda, a apo B-100 representa a principal fragdo proteica
da VLDL, IDL e LDL. Apolipoproteinas menores como a apo C e apo E sdo essenciais para a
interacdo das diferentes classes de lipoproteinas com enzimas hidroliticas (como a lipoproteina
lipase — LPL e lipase hepatica - LH) e receptores celulares especificos (43).

O metabolismo das lipoproteinas pode ser dividido em duas vias principais, a via
intestinal e hepatica. Na via intestinal os lipides advindos da dieta sdo emulsificados pelos sais
biliares e compartimentalizados em micelas, o que possibilita a hidrolise pelas enzimas
pancredticas. As micelas transitam livremente pela borda em escova, e possibilitam a absor¢ao
de seu contetido lipidico pela membrana dos enterdcitos (15).

Acidos graxos livres, monoglicerideos, colesterol livre e outros componentes lipidicos
sdo transportados pela membrana plasmatica e direcionados ao reticulo endoplasmatico do
enterocito. Neste local, os acidos graxos sdo utilizados para a sintese de triglicerideos e o
colesterol livre ¢ esterificado por meio da atividade da enzima ACAT2 (do inglés, acetyl-
coenzyme A acetyltransferase 2). Somado a isso, a proteina MTP (do inglés, microsomal
transfer protein) transfere triglicérides para o interior do promove a conjugacao dos lipides
reconstituidos as apolipoproteinas nascentes (neste caso a apolipoproteina B-48,
obrigatoriamente). Somado a isso, a proteina MTP (do inglé€s, microsomal transfer protein)
transfere triglicérides e fosfolipides ao reticulo promovendo a conjugacao destes ao colesterol
esterificado e a apoproteina B-48 nascente (43). Estas estruturas formadas sdo transportadas ao
aparelho de Golgi na forma denominada quilomicrons (15,43,45).

Os quilomicrons apresentam uma composi¢ao rica em triglicérides, e sao transportados
para o sistema linfatico, alcangando a circulagdo através do ducto toracico. Nos capilares extra-
hepaticos sdo convertidos a particulas remanescentes, entretanto ainda ricas em triglicérides,
por meio da atividade da lipoproteina lipase (LPL). Esta enzima se encontra na superficie das
células endoteliais principalmente no tecido adiposo e muscular, sendo responsavel pela
hidrodlise dos triglicérides da particula e producdo de acidos graxos livres e glicerol. Desta

maneira a enzima viabiliza o fornecimento de acidos graxos livres para armazenamento no
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tecido adiposo ou para a utilizagdo no tecido muscular esquelético como fonte energética
(15,46).

Os quilomicrons continuarao a ser substrato da LPL na circulagdao na forma denominada
quilomicrons remanescentes. Estes sao removidos da circulagdo pelo figado por meio dos
receptores celulares B e E (ou receptores de LDL - LDLR), em um processo intermediado pelo
enriquecimento das particulas remanescentes em apolipoproteina E (apo E); ainda, os
remanescentes também podem ser captados pelo figado via receptores E, via proteina analoga
ao receptor de LDL, a LRP, e receptores tipo a2-macroglobulina (43,45).

Nos hepatocitos, o aporte lipidico proveniente de quilomicrons (que transporta também
o colesterol proveniente da dieta) somado ao conteudo enddgeno e as necessidades dos tecidos
periféricos, permitem a sinalizacdo para a reorganizacdo de uma nova lipoproteina rica em
triglicerideos, a VLDL, dando inicio a via hepatica (43).

A VLDL ¢ formada através da proteina MTP, que transfere os triglicerideos, colesterol
livre e esterificado e fosfolipides para a apo B-100 (43). Ao passo que a VLDL ¢ liberada na
circulacao, o seu conteudo rico em triglicerideos ¢ hidrolisado pela LPL. Desta maneira, os
acidos graxos disponibilizados poderao ser armazenados no tecido adiposo e/ou utilizados
como fonte de energia pelo tecido muscular esquelético (15).

Na circulagdo, a VLDL esta sujeita a troca lipidica de triglicerideos e ésteres de colestrol
com outras lipoproteinas, como a HDL e LDL, pela a¢do da proteina de transferéncia de
colesterol esterificado (CETP — do inglés, cholesteryl ester transfer protein) (45). Pela agdo
continua da LPL, a VLDL sofre uma reducao progressiva em seu conteudo de triglicerideos,
tornando-se assim uma lipoproteina de densidade intermediaria (IDL) (47).

As particulas de IDL também sdo substrato para a atividade da LPL e da lipase hepatica
(LH), presente principalmente nos sinusoides hepaticos. Nesta etapa, as particulas de IDL
podem ser removidas da circulagdo através dos receptores LDLR hepaticos (15,43).

A medida que o conteudo da IDL ndo captada pelo figado ¢ hidrolisado pela LPL e LH,
resta apenas um residual de triglicerideos em seu interior, ao passo que o conteido em
colesterol esterificado ¢ preservado e passa a ser predominante. Estas caracteristicas definem a
lipoproteina denominada LDL. Essa lipoproteina representa a principal fonte de colesterol aos
tecidos periféricos, e permanecem na circulacio por um tempo relativamente longo, de
aproximadamente trés dias (48).

A maior parte das particulas de LDL sdao removidas da circulagdo periférica por meio
do reconhecimento da apo B-100 pelos LDLR nos hepatdcitos. Apos a endocitose, o colesterol

da LDL ¢ hidrolisado pela enzima lipase lisossomal 4cida, formando colesterol livre, que podera
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participar da sintese de esteroides, formacdo das membranas celulares, degradagcdo ou ser
transportado para exterior da célula (49,50). Ainda no interior dos hepatocitos o colesterol livre
poderé ser esterificado pela ACAT (43). Eventualmente, parte do colesterol livre pode ser
oxidado, formando 6xidos de colesterol que regulam a transcri¢ao de genes como receptores de
LDL e receptores de HDL, ACAT, HMG-CoA redutase (hidroximetilglutaril-Coenzima A
redutase), contribuindo assim para a homeostase de colesterol corporeo (43,51).

Outra lipoproteina presente na circulacao ¢ a HDL, que ¢ formada principalmente da
sintese da apolipoproteina A-I (apo A-I) nos hepatocitos e enterocitos. Na circulagao a apo A-I
interage com transportadores especificos (ATP binding cassette A1, ou ABCA1) presentes nas
membranas plasmaticas (15). Essa interacdo continua ¢ caracterizada como efluxo de colesterol
e fosfolipideos. A apo A-I também tem interacdo com a enzima Lecitina Colesterol
Aciltransferase (LCAT) responsavel por esterificar o colesterol livre (15,52). A relagdo
persistente da apo A-I com outras proteinas transmembranas como ABCG1 (do inglés, ATP
binding cassete) e SR-BI (do inglés scavenger receptor class B) promove o aumento gradativo
do didametro da HDL, removendo assim o excesso de conteudo lipidico dos tecidos periféricos
no processo conhecido como transporte reverso do colesterol (52—-56).

Ao passar pelo figado, os hepatdcitos removem o excesso de colesterol presente na
HDL, possibilitando essa lipoproteina reiniciar esse processo (43). Além disso a HDL também
interage com outras lipoproteinas plasmaticas, principalmente através da proteina de
transferéncia de colesteril éster (CETP) que realiza a troca de colesterol esterificado da HDL
por triglicerideos da VLDL e quilomicrons, contribuindo para o remodelamento destas

lipoproteinas (52).

1.3 Lipoproteina(a)

Além das lipoproteinas tradicionalmente utilizadas para avaliagdo das dislipidemias,
também ha em nosso organismo a lipoproteina (a) (Lp(a)). Essa lipoproteina foi descrita pela
primeira vez em 1963 pelo médico noruegués Kare Berg, quando este conduzia seus estudos
acerca da LDL (57).

A Lp(a) possui grande semelhanga estrutural em relagdo a particula de LDL. Ambas
apresentam uma estrutura esférica, contém a apo B-100 como apolipoproteina estrutural,
possuem cerca de 25nm de didmetro, conteudo lipidico rico em colesterol esterificado e

densidade entre 1,05 e 1,12 g/mL. A principal diferenca entre a Lp(a) e a LDL est4 na sua
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morfologia, pois a Lp(a) apresenta em sua estrutura a presenca da glicoproteina apo (a) através

de uma ligacdo covalente a apo B-100 (58,59), conforme apresentado pela figura 1.

Apo B-100

Glicoproteina
Apo (a)

Figura 1: Particula da Lp(a). Apo B-100: apolipoproteina B-100; KIV: kringle 1V,

KV: kringle V; P: dominio inativo de protease; Figura adaptada de amgenscience.com.

O gene responsavel pela sintese de apo (a) ¢ o gene LPA (MIM 152200;
ENSG00000198670), que esta localizado na cadeia reversa do cromossomo 6q26-27 e ¢
responsavel por controlar 90% da sintese de apo (a) (60,61). A apo (a) ¢ estruturalmente
caracterizada como uma glicoproteina que possui estruturas tridimensionais de cadeias
peptidicas pesadas denominadas de Kringles (K) com aproximadamente 80 aminodcidos e cada
K contém seis residuos de cisteina que formam trés ligacdes dissulfeto para fornecer a estrutura
de alca tripla caracteristica dos K (61).

Por razdes ainda desconhecidas o gene da apo (a) evoluiu a partir do gene do
plasminogénio (61,62). O plasminogénio ¢ uma pro-enzima que estd envolvida nos processos
de hemostasia do organismo, onde pode ser convertida na enzima fibrinolitica plasmina, cuja a
principal fungao € atuar na fibrin6lise (63). O plasminogénio contém em sua estrutura cinco

kringles (K1 ao KV) (64).
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A apo (a) também possui kringles em sua estrutura, da mesma forma que o
plasminogénio, porém ndo apresenta do KI ao KIII. Para a apo (a) sdo observados 10 subtipos
de KIV e uma copia de KV, conforme mostrado na figura 1. Apesar dessa semelhanga, a apo
(a) ndo possui agao fibrinolitica, e a apo (a) pode interferir na conversao do plasminogénio em
plasmina inibindo o processo fibrinolitico (18,64).

A apo (a) ligada a LDL pode apresentar tamanhos diferentes entre individuos, pois
especificamente o subtipo dois do KIV (KIV») pode apresentar um numero variavel de copias,
podendo chegar a mais de 40, com isso ¢ possivel chegar em diferentes isoformas de apo (a).
As menores isoformas de apo (a) levam menos tempo de serem sintetizadas pelos hepatdcitos
e portanto, as concentragdes de Lp(a) sdo inversamente proporcionais as isoformas (60,64,65).

Estudos in vitro demonstraram que a sintese de apo (a) ocorre nos hepatocitos e a
associacao desta glicoproteina com a apo B-100 ocorre na superficie celular (66,67). Outros
estudos afirmam que a formagdo da Lp(a) pode ocorrer tanto no citoplasma como na superficie
dos hepatocitos, bem como uma pequena parte na circulagio (61,68).

Existem evidéncias que podem existir diversas vias para o catabolismo desta
lipoproteina (68). Alguns estudos relatam que os receptores de LDL (LDLR) nos hepatocitos
podem participar da remocdo da Lp(a), embora ndo sdo considerados a via exclusiva de
captagdo para o catabolismo dessa lipoproteina (17,60,66).

Outros receptores foram propostos na remocdo da Lp(a) nos hepatdcitos, como os
receptores de plasminogénio (PIgRKT), receptores de VLDL (VLDLR), lectinas de ligagdo a
carboidratos (ASGR1) e receptor Toll-like (TLR) (61,68). Como os rins compartilham com o
figado alguns receptores que possivelmente apresentam afinidade pela Lp(a), como PIgRKT e
VLDLR, os rins também podem estar envolvidos nos mecanismos de depuracdo dessa
lipoproteina (61,62,68).

Considerando a endocitose da Lp(a) pelos hepatdcitos, ocorre uma dissociacao
estrutural, entre a parte esférica correspondente & LDL e a apo (a) (60). A particula de LDL
segue a via comum de degradacdo lisossomal enquanto a apo (a) também podera ser degradada
ou reciclada, sendo transportada para a rede trans-Golgi e empacotada em endossomos que
serdo liberadas no citoplasma dos hepatdcitos e ou enviadas para a superficie celular e liberadas
como apo (a) livre na circulagdo (60,61).

Existem evidéncias de que as concentragdes plasmaticas de Lp(a) sdo determinadas pela
producdo de apo (a) e pela natureza das isoformas desta glicoproteina (61,64). De fato, as
concentracdes plasmaticas na populacdo em geral variam de 0,1 a 300 mg/dL (69), e as

diretrizes nacionais e internacionais nao estabelecem valores de referéncia (15,70,71).
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As concentragdes de Lp(a) podem variar entre os individuos e em certas populacdes,
cujas as causas subjacente ainda ndo foram completamente esclarecidas (61). Individuos com
ascendéncia africana comumente apresentam concentragoes entre duas a trés vezes mais
elevadas de Lp(a) (59).

Alguns autores relatam possiveis polimorfismos no gene LPA (64,72) com impactos
para as concentracdes plasmaticas de Lp(a). Schmidt e colaboradores (73) avaliaram trés SNPs
e relataram que eles contribuem para diferentes concentragdes de Lp(a) em individuos afro-
americanos e caucasianos. Dois SNPs (T3888P ¢ G + 1/inKIV-8A), associam-se a supressao da
sintese de apo (a), sendo mais comuns em individuos caucasianos, enquanto o terceiro SNP (G-
21A) aumentou a sintese de apo (a), sendo este mais comum em afro-americanos.

Outros estudos evidenciaram, com as concentragdes de Lp(a) expressas como mediana,
que os chineses apresentam menores valores (11 mg/dL) seguidos por nao hispanicos
(12mg/dL), japoneses (13mg/dL), hispanicos (19mg/dL) e individuos negros ou com
ascendéncia africana (39mg/dL) (61,64,74).

A influéncia do estilo de vida e condigdes ambientais nas concentracdes de Lp(a) ainda
permanecem de forma controversa na literatura. Alguns estudos relatam que a idade, atividade
fisica, IMC e dieta podem afetar as concentragdes de Lp(a), outros estudos nado mostraram
qualquer associacdo ou influéncia nas concentragdes de Lp(a) (61,72,75). Concentragdes mais
elevadas de Lp(a) foram relatadas em doengas agudas como infarto do miocardio e doencas
inflamatorias (72).

A discussao acerca das concentragdes plasmaticas de Lp(a) justifica-se pelo fato de que
a Lp(a) elevada ¢ considerada um fator de risco de doengas cardiovasculares independente em
todos os grupos raciais estudados até o momento (76).

O estudo do coragdo de Copenhagen encontrou uma maior incidéncia de DAC e infarto
do miocardio nos individuos que apresentaram concentragdes de Lp(a) acima do percentil 80
da populacdo estudada, tendo como equivalente concentragdes acima de 50 mg/dL (77). Este
valor também adotado pelo painel do consenso da Sociedade Europeia de Aterosclerose (EAS)
(78). Ja a Diretriz de Risco Cardiovascular Canadense e outros estudos incluindo uma
metanalise, definem que concentracdes de Lp(a) maiores que 30mg/dL estdo associados a um
aumento de risco cardiovascular e estima-se que 20 a 30% da populagdo mundial apresentam
essas concentragoes (64,79-81).

Contudo, os estudos até o presente momento nao revelaram um consenso na fungao
fisiologica da Lp(a) (59—-61). Jawi e colaboradores (61) relatam que a Lp(a) pode inibir

significativamente o crescimento de tumores, o processo de angiogénese e cicatrizacdo de
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feridas. Também foi proposto que a Lp(a) em concentragdes normais e em condigdes com baixo
estresse oxidativo e auséncia ou baixo indice de inflamagdo, pode eliminar fosfolipideos
oxidados presentes em circulacdo através da enzima fosfolipase A, associada a lipoproteina
(Lp-PLA>?) que esta presente em sua estrutura (82).

Um estudo de protedmica demonstrou que a Lp(a) possui mais 33 proteinas associadas
a sua superficie que podem estar envolvidas nos processos de metabolismo lipidico, resposta
inflamatéria e processos de coagulagdo (83). Portanto, permanece conceitualmente mais
conhecida como uma lipoproteina antifibrinolitica devido a homologia ao plasminogénio e pro-
aterogénica em razdo da semelhanga com a particula da LDL (15,64,80) — tema este que sera

explorado a seguir

1.4 Lp(a) e aterosclerose

A Lp(a) carrega todos os riscos aterogénicos da particula de LDL, incluindo a propensao
a entrada no espaco subendotelial, retencao e oxidacao (15,64). As concentragdes de Lp(a) tem
sido consideradas como um fator risco independente para doengas cardiovasculares, porém seu
papel na aterosclerose ainda nao foi totalmente elucidado, e suas variadas isoformas agregam
uma maior complexidade dessa lipoproteina no processo aterosclerdtico (73,84—86).

Os Kringles podem desempenhar varios papeis patologicos, principalmente pro-
aterogénicos, pois estimulam a secrecao de citocinas pro-inflamatorias pelos macréfagos como
a interleucina 6 (IL-6) e as metaloproteases que podem amplificar a resposta inflamatoria local,
a disfuncdo endotelial e estimular a proliferacdo e migra¢do de células do musculo liso em
direcdo a lesdo aterosclerdtica, principalmente o KIV.7) (61,87). A presenca de locais de
ligacdo a lisina, principalmente no KIV(io)aumenta a capacidade da Lp(a) de se ligar e
permanecer nas c€lulas endoteliais vasculares bem como na rede de fibrina e, portanto, pode
ser crucial para o processo aterotrombotico promovido pela Lp(a) (17,61).

A Lp(a) tem uma maior probabilidade de sofrer oxidag¢do do que a propria LDL, pois
ela contém em sua estrutura os Kringles da glicoproteina apo (a) que por sua vez carregam
fosfolipideos oxidados (82,88). Esses fosfolipideos oxidados apesar de apresentarem uma
fun¢ao protetora como a formagao de prostaglandinas E2 que possui um efeito de vasodilatacao
e heme oxigenase 1 que apresenta um efeito anti-inflamatorio e antioxidante, quando hé um
excesso em suas concentragdes plasmaticas, perde-se o efeito protetor e torna-se prejudicial
(61). Muitos eventos celulares sdo modulados por fosfolipideos oxidados, como a ligacao de

leucdcitos a células endoteliais, e a regulagao positiva de varias citocinas e quimiocinas (82).
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As altas concentragdes de Lp(a) no plasma podem facilitar sua entrada no espago
subendotelial e promover o processo pro-inflamatorio local, pois os fosfolipideos oxidados
contidos na Lp(a) modulam positivamente 0o mRNA da IL-8, a diferenciacdo de monocitos em
macréfagos no espago subendotelial e também podem reduzir o 6xido nitrico, implicando
diretamente na fun¢do de relaxamento vascular, possuindo assim um papel importante no
processo de aterosclerose (61,68).

A enzima Lp-PLA; da Lp(a) ¢ capaz de hidrolisar os fosfolipideos oxidados resultando
em acido graxo livre oxidado e lisofosfatidilcolina que podem acumular-se no endotélio
vascular e desencadear e intensificar os efeitos pro-inflamatorios, pro-apoptoticos e pro-
aterogénicos (82).

A nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH) e mieloperoxidase
estao diretamente envolvidas no processo de oxidacao da Lp(a), pois resultam na produgao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (61). A Lp(a) oxidada interfere nas células endoteliais,
envolvendo a ativacdo do receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF — do
inglés, vascular endothelial growth factor) dando inicio a uma série de reacdes bioquimicas
que poderao resultar a estimulagdo da contratilidade da actomiosina, criando aberturas entre as
células endoteliais, permitindo a progressao dos efeitos inflamatorios como o favorecimento da
migracdo dos monocitos e consequentemente o inicio do processo aterogénico (58,59,61,64).

Uma vez que ocorre a oxidacdo da Lp(a), os macrdéfagos fagocitam essas lipoproteinas
oxidadas e tornam-se células espumosas, dando inicio a uma sequéncia de eventos pro-
inflamatérios que levam ao desenvolvimento e progressdao da aterosclerose (60,61,89). Esse
mecanismo de estresse oxidativo que afeta a Lp(a) € a proposta mais aceita na aterogénese,

onde os macrofagos sdo precursores da aterosclerose (61,64,84).

1.5 Lp(a) e estenose carotidea

A avaliagdo da espessura mediointimal das artérias carotidas (EMIc) ¢ amplamente
reconhecida na literatura como um método ndo invasivo eficaz e validado para avaliar o grau
de aterosclerose e doenga subclinica (90). A imagem das artérias através da ultrassonografia
pode identificar e quantificar a presenca de doenga vascular subclinica sendo importante para
refinar a avaliagdo do risco cardiovascular nos individuos (91).

Quanto maior o grau de aterosclerose subclinica, maior o risco de eventos

cardiovasculares futuros (92). Para prevenir morte ¢ morbidade por DCV, ha grande interesse
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clinico em identificar individuos assintomaticos que poderiam estar sujeitos a intervengdes
médicas mais intensivas a fim de reduzir desfechos cardiovasculares indesejaveis (91,93,94).

Isso ¢ possivel devido a histologia da parede das artérias carotidas que apresentam trés
camadas: A tinica intima, sendo a camada mais interna composta por células epiteliais, a tinica
média composta principalmente por células musculares lisas longitudinais, circundadas por
tecido conjuntivo, a qual fornece propriedade eléstica aos vasos e a tinica adventicia a camada
mais externa de tecido conectivo rico em colageno que geralmente estd incorporada no tecido
circunjacente (95), conforme a figura 2. Por razdo dessas caracteristicas histoldgicas, altas
concentragdes séricas de lipoproteinas, incluindo a Lp(a), podem penetrar e se acumular no
complexo mediointimal das artérias caré6tidas, dando inicio ao processo aterosclerotico

(64,95,96).

Tunica
adventicia

Lumen

Tunica média

Tinica intima

Figura 2: Estrutura histologica das artérias carotidas. Figura adaptada de s-

cool.co.uk.

O processo de aterosclerose esta diretamente relacionado com a estenose carotidea que
corresponde a diminuicao ou obstrugdo do fluxo sanguineo da artéria (95). Assim, o acimulo
progressivo de lipoproteinas no espago subendotelial das artérias carotidas, seguido pelos
eventos inflamatorios cronicos subjacentes pode levar ao aumento da EMlIc (96). O aumento da
EMIc da artéria cardtida comum apresenta uma relacdo mais forte com a hipertensao arterial e
acidente vascular encefalico, pois a camada mediointimal tende a adaptar-se a pulsagdo mais

agressiva exercida pela hipertensao arterial, aumentando assim a sua espessura (97).
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A estenose carotidea ¢ responsavel por aproximadamente 20% dos casos de isquemia
cerebral, sendo relevante a avaliagdo da espessura das cardtidas na pratica clinica para
estratificacdo de risco cardiovascular (98).

Entretanto, apesar da medida da EMIc refletir o processo de espessamento da camada
mediointimal das carotidas, a aterosclerose ndo ¢ o unico processo que pode estar envolvido
(99). Causas subjacentes como a hipertensdo arterial sist€émica e o envelhecimento que leva a
uma hipertrofia fisiologica da musculatura lisa, podem contribuir para um aumento da EMIc
(94,100).

Ja a presenca de placa ¢ caracterizada pelo processo aterosclerdtico mais avangado,
causado pelo processo inflamatério cronico, oxidagdo de lipideos e migracao das células da
musculatura lisa (95,97). O nucleo necrético da placa carotidea ¢ um tecido heterogéneo
composto por cristais de colesterol, residuos de células apoptoticas e céalcio (101). Ja a capa
fibrosa ¢ formada por tecido conjuntivo fibroso que separa o nucleo da placa do l[imen arterial
(102). Alteracdes na capa fibrosa sdo caracteristicas importante da vulnerabilidade da placa e
predicao de eventos cardiovasculares futuros (102). Em uma metanalise, Song e colaboradores
(103) evidenciaram que a prevaléncia global de placas carotideas ¢ de 21%, o que corresponde
amais de 815 milhdes de individuos com idade entre 30 a 79 anos. A presenca de placas também
¢ importante para a estratificagdo de risco cardiovascular, podendo auxiliar na conduta clinica
nos individuos (99). As placas sdo frequentemente localizadas na car6tida comum interna e na
bifurcagdo carotidea e estdo mais associadas a hiperlipidemias (95).

Alguns estudos evidenciam uma associagdo direta entre as concentragdes de Lp(a) e
placas (104,105), sendo que a Lp(a) se mostra preditora independente para a progressao de
placas em altas concentragdes (106). Somado a isso, Tsimikas e colaboradores (64) relataram a
presenca de apo (a) em placas aterosclerodticas. Portanto, um numero razodvel de estudos
sugerem que a Lp(a) pode estar envolvida no processo de aterosclerose (64,104—108).
Entretanto, outros estudos se apresentam de forma divergente, permanecendo a questdo nao
totalmente elucidada (109-112).

Em relacdao a EMIc e a Lp(a), também nao ha um consenso de associacao definido pela
literatura. Enquanto alguns estudos apresentam uma associagao positiva entre as concentracdes
de Lp(a) e EMIc, outros ndo apresentam tal associagdo. Assim, persiste um cendrio indefinido
entre as concentragdes de Lp(a) e EMIc (113-115).

Ja a presenga de placas agrega um valor significativo para o risco cardiovascular, pois ¢
especifica e evidencia a doenca aterosclerdtica estabelecida (99). Rundek e colaboradores (116)

afirmam que o aumento da EMIc pode estar associado a placa carotidea, porém a EMIc ndo ¢
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preditora independente no desenvolvimento da placa, embora esses eventos frequentemente
coexistam e compartilhem alguns determinantes vasculares comuns. E importante ressaltar que
0 que representa a doenga vascular subclinica, ¢ o substrato fisiopatolégico que explica o

motivo da alteracao da EMIc e como ela pode ser um marcador de risco para DCV (92).



28

2.0 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA SOCIAL

A Lp(a) tem sido estudada quanto ao seu papel no risco cardiovascular uma vez que
pode estar associada a placa aterosclerdtica e ao aumento da EMIc. Entretanto, o metabolismo
dessa lipoproteina ainda ndo esta completamente elucidado; neste sentido, este estudo avaliou
a possivel modulagdo de sua concentragdo sérica por marcadores clinicos e metabolicos, em
individuos assintomaticos.

Este estudo se justifica pelo fato de que em determinadas situagdes clinicas a Lp(a) pode
ter um impacto direto sobre o organismo e possivelmente sobre processos pro-aterogénicos. Em
consequéncia, a identificagdo precoce de grupos de individuos suscetiveis podera orientar

condutas de prevengao de desfechos cardiovasculares indesejaveis.
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3.0 OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo foi investigar as relagdes entre as concentragdes de Lp(a), a
espessura mediointimal das carétidas (EMIc) e a presenca de placas ateroscleroticas carotideas
em individuos assintomaticos e sem fatores de risco cardiovascular.

Além disso, os objetivos especificos buscaram avaliar outras associa¢des da Lp(a) como
possiveis contribui¢cdes para uma melhor compreensao das agdes desta particula:

a. Com variaveis clinicas, como sexo, idade, raca, pressao arterial, parametros antropométricos
(peso corporal, altura, circunferéncia de cintura, circunferéncia de quadril e produto de
acumulagdo lipidica);

b. Com variaveis bioquimicas: perfil lipidico (colesterol total, NHDL-C, HDL-C, LDL-C,
VLDL-C, triglicérides, apo A-I e apoB-100), proteina C reativa ultrassensivel (PCRus),
glicose sérica, fungdo renal (ureia, creatinina, acido turico), funcdo hepatica (alanina
aminotransferase [ALT], aspartato aminotransferase [AST], fosfatase alcalina [FAL] e
gama-glutamil transferase [GGT], fun¢do tireoidiana (hormonio estimulante da tireoide

[TSH] e tiroxina livre [T4L]) e atividade da paraoxonase 1.
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Populagao do estudo

Foram incluidos neste trabalho 317 individuos de ambos os sexos. Esta populagado foi
proveniente do Projeto Tematico FAPESP n° 2006/60585-9, intitulado “Relagdo da
concentragdo de HDL-colesterol com o metabolismo de colesterol em monocitos e no plasma
humano”, executado entre os anos de 2008 e 2013 apds autorizagio do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas (parecer n° 120/2007). Sendo assim, este €
um estudo retrospectivo, que nao envolveu recrutamento nem atendimento a voluntarios. Desta
maneira, foi solicitada e concedida a dispensa do uso de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O processo de selegao de voluntarios foi previamente descrito por Parra e colaboradores
(117) e envolveu o estabelecimento de um convénio com a Secretaria Municipal de Satde de
Campinas em 2008 e renovado em 2017 (em anexo 8.2). Neste convénio, a secretaria de saude
autorizou o envio mensal de resultados do perfil lipidico (colesterol total, LDL-C, HDL-C e
triglicérides) de todos os individuos que espontaneamente buscaram atendimento médico nos
64 postos de saude deste municipio. A partir destes resultados foi feita a triagem inicial para
inclusdo de voluntarios com concentragdo plasmatica de LDL-C e triglicérides inferiores ou
iguais a 130mg/dL e 150mg/dL, respectivamente.

Conforme o fluxograma representado pela figura 1 abaixo apds a triagem inicial
laboratorial foi realizado contato telefonico e aplicado um questionario que permitiu avaliar os
individuos outros critérios de inclusdo do estudo: indice de massa corporal (IMC) menor ou
igual a 29kg/m?, que ndo estavam em tratamento médico que interferisse no metabolismo
lipidico, ndo tabagistas, ingestao de alcodlica menor que 14 gramas ao dia e possibilitando o
convite a 1536 voluntarios a comparecer ao Hospital de Clinicas (HC) da UNICAMP para a
avaliagdo clinica e laboratorial inicial, chamada visita 1.

Compareceram a visita ao HC 919 individuos e foram feitas exclusdes com base em
exame clinico/laboratorial ¢ na reavaliagdo dos valores pré-informados de IMC, LDL-C,
triglicerideos, se fumantes, ingestdo didria de alcool >14 g e presenca de diabetes mellitus,
hipertensao arterial, entre outras doencas metabdlicas com influéncia reconhecida sobre o perfil
lipidico.

Nesta ultima etapa, foram selecionados 317 individuos elegiveis pelos critérios

supramencionados, de ambos os sexos e com idade de 19 a77 anos.
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Perfil Lipidico
Centros de Atencdo Primaria (n=598.288)

1° Critério de Exclusido (n=544.797)
L e LDL-C > 130 mg/dL

. Triglicérides (TG) > 150mg/dL

Qualificado para entrevista por telefone
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Tratamento médico;
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Ingestdo alcodlica> 14g/dia;
Patologias

N /

Selecionados para estudo (n=317)

Figura 3: Fluxograma do estudo adaptado de Parra e colaboradores (117).

4.2 Avaliacao clinica e antropométrica

Os voluntarios desta proposta compareceram ao HC/UNICAMP para realizacdo de
exame clinico completo para avaliacdo da saude geral. A pressdo arterial sistdlica e diastolica
(mmHg) foi aferida indiretamente através da artéria braquial mantendo iguais procedimentos
de posicao e tempo determinados (118). Todos os individuos responderam um questiondrio
padronizado sobre uso de medicamentos, tabagismo, historico familiar de DAC precoce e outras
condicdes pré-existentes. A raga foi auto referida e respondida conforme vontade e critério do
proprio voluntario como brancos, pardos, negros e amarelos.

Na admissao foi aferido o peso corporal (kg), altura (cm), circunferéncia de cintura (CC)

e circunferéncia de quadril (CQ). A partir destas medidas foi calculado o indice de massa
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corporea (IMC, kg/m?), a razdo CC/CQ e CC/altura, todos considerados marcadores de
adiposidade. Adicionalmente foi estimado o produto de acumulacdo lipidica (LAP), por meio
da formula [(circunferéncia da cintura)-65 x triglicérides] para homens e [(circunferéncia de

cintura)-58 x triglicérides] para mulheres (119).

4.3 Determinacoes laboratoriais

O sangue venoso periférico dos voluntarios foi coletado na admissdo apds jejum
calorico de 12 horas para a separacao de soro e plasma EDTA por centrifugacao (4°C, 1000 g,
10 minutos). Parte do soro foi analisada imediatamente na Secdo de Bioquimica Clinica e
Fisiologia Clinica do Hospital de ClinicassfUNICAMP e parte foi armazenada a -80°C até as
demais analises. As concentragdes de colesterol total, colesterol da lipoproteina de alta
densidade (HDL-C), triglicérides, glicose, acido turico, ureia, alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina e
creatinina foram determinados em sistema automatizado Modular®Analytics Evo (Roche
Diagnostics, Burgess Hill, West Sussex, UK) utilizando reagentes Roche Diagnostics®
(Mannheim, Germany) comercialmente disponiveis. O hormonio estimulante da tireoide (TSH)
e a tiroxina livre (T4L) foram mensurados por eletroquimioluminescéncia em sistema
automatizado (Elecsys 2010/Roche, Basel, Switzerland) usando reagentes Roche Diagnostics®
(Mannheim, Germany).

O LDL-C foi calculado pela equacao de Friedwald (120) e o colesterol da lipoproteina
de muito baixa densidade (VLDL-C) pela formula triglicérides/5. O colesterol ndio HDL
(NHDL-C) foi calculado pela subtracio do HDL-C do colesterol total sérico.

As apolipoproteinas A-I, B e lipoproteina (a) foram quantificadas por nefelometria em
sistema automatizado BN II (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany) usando
reagentes comercialmente disponiveis (Dade-Boehringer®, Deerfield, Illinois, USA).

A proteina C reativa (PCR) foi avaliada por imunoturbidimetria utilizando o ensaio
ultrassensivel Tina-quant® CRP (Roche Diagnostics®, Mannheim, Germany).

A atividade da paraoxonase (PON1) foi determinada por método enzimatico cinético,
baseado na hidrdlise do substrato (paraoxon, diethyl-p-nitrophenylphosphate, Sigma, St. Louis,
MO, USA) pela PONI e formacdo de para-nitrofenol, cuja leitura ¢ efetuada a 405nm em

espectrofotometro (121).
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4.4 Avaliaciao da espessura mediointimal da artéria cardtida

A determinacgdo da espessura mediointimal das artérias cardtidas (EMIc) foi realizada
por um Unico médico radiologista do Setor de Radiologia do Hospital de Clinicas/UNICAMP,
cego aos individuos do estudo por ultrassonografia de modo B de alta resolugdo. No
procedimento, os individuos foram avaliados em decubito dorsal, com a cabega elevada em
cerca de 20 graus e rotacdo de aproximadamente 45 graus, usando um sistema de transdutores
lineares de 6-9 MHz (ATL HDI 1500 e 3500 Ultrasound System, Advanced Technology
Laboratories Ultrasound, Bothell, USA) (93).

O protocolo consistiu em varias medidas longitudinais de segmentos das artérias
cardtidas comuns, direita e esquerda, na parede distal e a 1 cm da bifurcagcdo conforme figura

abaixo.

Carotida Externa

Cardétida comum

Bifurcacao

Carodtida Interna

Figura 4: Artéria carotida e suas subdivisdes. Imagem adaptada de Tzeng YC. (122).

Os resultados correspondem a média aritmética das espessuras (em milimetros) das
carotidas direita e esquerda (123). Valores iguais ou maiores que 0,9mm, equivalentes ao
percentil 90 dos participantes da pesquisa, foram considerados como espessamento carotideo
(99,124). Além disso, foi relatada a presenca de placas aterosclerdticas quando a EMIc era
maior que 50% do valor da EMIc adjacente, uma protrusdo maior ou igual a 0,5 mm para o

limen do vaso, ou quando a EMIc era maior que 1,5mm (91,125).
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4.5 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com apoio do setor de Bioestatistica da
Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP, utilizando os softwares SPSS 16.0 (SPSS Inc.,
USA) e SAS 9.2 (SAS Institute Inc. USA).

A distribuicao de todos os parametros foi testada com o teste de normalidade Shapiro
Wilk. Dada a auséncia de normalidade, foram adotados testes ndo paramétricos. Os resultados
das analises descritivas foram expressos como mediana e intervalo interquartil (percentis 25 e
75).

A correlagdo entre a Lp(a) e as demais varidveis foi obtida por meio da analise do
coeficiente de correlacdo de Spearman.

Os individuos do estudo foram estratificados em dois grupos, de acordo com as
concentracdes séricas de Lp(a), sendo menores ou iguais a 30 mg/dL consideradas
concentragdes desejaveis e maior que 30 mg/dL consideradas aumentadas de acordo com a
diretrizes da Sociedade Cardiovascular do Canada e outros estudos (17,18,64,80,126—128). A
variavel Lp(a) foi comparada entre os dois grupos pelo teste de Mann Whitney-Wilcoxon.

Foram utilizadas as andlises de regressao linear univariada e multivariada para explorar
a Lp(a) como variavel resposta frente aos demais parametros sexo, raga, idade, LAP, pressao
arterial sistolica e diastolica, colesterol total, razdo LDL-C/HDL-C. Os resultados foram
expressos pelo pardmetro (B) e os coeficientes de determinacio (R? parcial e R? total). O critério
selecdo stepwise foi aplicado nestas analises.

Analises de regressao logistica univariada e multivariada para avaliar a presenga de
placas e EMIc maior que >0,9mm, foram realizadas através do calculo da razdo de Odds, odds
ratio (OR).

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

para tendéncia foi considerado p >0,05 até 0,08.
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5.0 RESULTADOS

Manuscrito submetido ao peridédico Clinica Chimica Acta

Association between carotid atherosclerosis and lipoprotein (a) levels in asymptomatic
subjects
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Background: This study aimed to evaluate the associations between lipoprotein (a) (Lp(a))
levels and carotid intima-media thickness (cIMT) and with carotid plaques in asymptomatic
subjects since are contradictory data regarding this relationship. Methods: A total of 317
normolipidemic and asymptomatic subjects (20-77 years old) were selected. The cIMT and
atherosclerotic plaques were determined by B-mode ultrasonography. Mann-Whitney test were
performed to compare the groups according Lp(a) levels and to explore the associations
between Lp(a), carotid plaques and cIMT, were performed logistic and linear regression
analysis. Were considered significant the p-values p<0.05. Results: Studied population (51%
females, median age 43 years old) presented carotid plaques and cIMT >0,9 mm in 23% and
18% of the participants, respectively. The group with Lp(a) levels > 30mg/dL presented
significantly higher age and atherosclerotic plaques. Indeed, multivariate linear regression
analysis showed a significant association between Lp(a) and age, as well as with race. On the
other hand, logistic regression analysis demonstrated that the subjects with Lp(a) > 30 mg/dL
have significantly risk of having carotid plaques. Conclusion: The data from the present study
indicates that Lp(a) levels above 30m/dL possible contribute to the development of carotid

plaques even in apparently healthy participants.

Keywords: Lipoprotein (a); Carotid atherosclerosis; Carotid plaques.
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1. Introduction

Lipoprotein (a) (Lp(a)) is a lipoprotein fraction similar to the low-density lipoprotein
(LDL), however it has an apolipoprotein (a) linked to its structure. Plasma levels of Lp(a)
display a wide range in the general population and its primarily controlled by hepatic synthesis
of apo (a), which in turn varies according to the presence of polymorphisms in the LPA gene
(1). Despite the similarities with plasminogen structure, apolipoprotein (a) contains only the
kringle (K) IV and V in its structure. Among the subtypes of KIV, specifically subtype two of
KIV (KIV2) can present a variable number of copies, reaching more than 40, thus it is possible
to reach up to 34 different apo (a) isoforms (2,3).

Levels of Lp(a) are consistently associated to established cardiovascular diseases;
indeed, it is considered an independent risk factor according to epidemiologic and genetic
studies carried out in different populations. Despite of that, reference values are not usually
adopted (1,4,5).

Lp(a) levels remain relatively constant in an individual throughout life and are not
significantly affected by diet, age, and physical activity (6). Still, they vary according to
ethnicity: individuals with African American descent have two to three times higher
concentrations compared to Caucasians (7,8).

The association of Lp(a) and cardiovascular diseases is justified by the atherogenic risk
attached to the LDL structure and aggravated by the similarity of apo (a) structure to
plasminogen, that could interfere in hemostasis. This doble effect may explain the role of Lp(a)
in the promotion of cardiovascular diseases, eventually favoring atherogenic and prothrombotic
processes (1,9).

There is evidence that high Lp(a) levels, especially above 30 mg/dL, contribute to the
progression of atherosclerotic plaque and increased carotid intima-media thickness (cIMT) (10—
13). However, this issue remains under debate in the face of controversies in the literature.
While some studies associate Lp(a) independently with cIMT and plaques development, other
studies have not shown such an association (14—18). Furthermore, given the importance and
role of Lp(a) for the development of cardiovascular diseases, this study aimed to explore the
association between Lp(a) levels and subclinical carotid atherosclerosis measured as cIMT as

well as the presence of plaques in asymptomatic individuals.



38

2. Materials and Methods

2.1 Study population

This is a cross-section, retrospective study, for which were selected 317 individuals
from both genders, aged between 19 and 77 years old, who participated in the FAPESP
Thematic Project 2006/60585-9 between the years 2008 and 2013, after authorization by the
Research Ethics Committee of the Faculty of Medical Sciences/UNICAMP. The study was
carried out in accordance with the Declaration of Helsinki.

This project was carried out in partnership with the Municipal Health Department of
Campinas, who provided the laboratory results of lipid profile of individuals who spontaneously
sought healthcare in the Basic Health Units of Campinas, Sao Paulo, Brazil. As previously
detailed described by Parra et al (19) the volunteers were initially selected according to plasma
LDL-C (<130 mg/dL) and triglycerides (< 150 mg/dL) levels. Thus, they were contacted by
telephone and answered a screening questionnaire regarding medication use, body mass index
(BMI) and current and pre-existing diseases. The individuals who met the inclusion criteria
were invited to attend for clinical and laboratory evaluation.

In admission, all volunteers signed the Informed Consent Form (ICF) before underwent
a complete clinical, anthropometric, and laboratory evaluation. Peripheral venous blood
samples were drawn after 12 hours fasting in EDTA containing tubes. Serum and plasma were
separated by centrifugation (4°C, 1000g, 10 minutes) and stored at -80°C until analyzes.

Exclusion criteria comprised BMI higher than 30kg/m?, regular use of medical
treatment, especially those which interfere in lipids metabolism (statins, fibrates, oral
contraceptives, and hormonal replacement therapy) and with clinical and/or laboratorial
evidences of thyroid dysfunction, dyslipidemia, diabetes, metabolic syndrome, pregnancy,
hypertension, liver, kidney or pulmonary disease, alcoholism and smoking. Individuals who

attend the inclusion criteria were invited to underwent carotid ultrasonography in a second visit.

2.2 Clinical and anthropometrical evaluation

Volunteers answered a detailed questionnaire regarding its medical history and race was
self-reported as white, black, or mixed.

Were determined the systolic and diastolic blood pressure (SBP and DBP, respectively)
body weight (kg), high (cm), waist circumference (WC, cm) and hips circumference (HC, cm).
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Thus, were calculated the BMI, waist-to-hip and waist-to-height ratios, all considered adiposity
markers (20). The lipid accumulation product (LAP) were also calculated according the waist

circumference and triglycerides levels (mmol/dL) as described previously (21).

2.3 Biochemical Analysis

Total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), triglycerides,
glucose, uric acid, urea, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, gamma-glutamyl
transferase, creatinine and alkaline phosphatase were determined in the automatized system
Modular®Analytics Evo (Roche Diagnostics, Burgess Hill, West Sussex, UK) using
commercially available Roche Diagnostics® (Mannheim, Germany) assays. Thyroid
stimulation hormone (TSH) and thyroxin (T4L) were also determined in automatized system
Elecsys 2010 (Roche, Basel, Switzerland) using Roche Diagnostics® (Mannheim, Germany)
assays.

Low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and very-low density lipoprotein
cholesterol (VLDL-C) were determined by the Friedwald’s equation and by triglycerides/S,
respectively (22), Non-HDL cholesterol (NHDL-C) were calculated by subtracting the HDL-C
levels from total cholesterol.

Apolipoproteins A-I (apo A-I), B-100 (apo B-100) and lipoprotein (a) were determined
by nephelometry in the automated system BN II (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg,
Germany) using commercially available assays (Dade-Boehringer®, Deerfield, IL, USA). C-
reactive protein (CRP) was measured by immunoturbidimetry using the Tina-quant® CRP
(latex) high-sensitivity assay (Roche Diagnostics®, Mannheim, Germany).

Plasma paraoxonase-1 activity (PON1) was evaluated through an enzymatic method

using paraoxon (diethyl-p-nitrophenylphosphate, Sigma, St. Louis, MO) as substrate (23).

2.4 Carotid Intima-Media Thickness (cIMT) Determination and Carotid Plaques

Detection

The determination of cIMT and plaques was performed by a single trained radiologist,
blind to the study participants. Determinations were made by high-resolution B-mode
ultrasonography using a 6-9 MHz linear array ultrasound imaging system ATL HDI 3500
Ultrasound System (Advanced Technology Laboratories Ultrasound, Bothell, USA). The
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volunteers were examined in dorsal decubitus and were performed five longitudinal
measurements of segments of left and right common carotid arteries at the distal wall and 1 cm
from the bifurcation. Mean cIMT (mm) was calculated as the average of these measurements
and cIMT lower than 0.90 mm were considered normal (24).

In addition, it was considered as plaque the presence at least one of the following
parameters: focal wall thickening with at least 0.5 mm toward the vessel lumen, focal wall
thickening that is at least 50% greater than that of the surrounding vessel wall or focal region
with cIMT above 1.5 mm that protrudes into the lumen that is distinct from the adjacent

boundary (25,26).

2.5 Statistical Analysis

The statistical analyses were performed using the software SAS 9.2 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) and the SPSS 16.0 (SPSS Inc. Released 2007. SPSS for Windows, Version
16.0. Chicago, SPSS Inc.). A two-sided p-value <0.05 was considered as statistically
significant, and p-values >0.05 and <0.08 were determined as borderline.

Data normality were verified by the Shapiro-Wilk test. Due the absence of normal
distribution, numeric data was expressed as median and interquartile range and were adopted
non-parametric tests. In order to explore the relationship between Lp(a) and the studied
variables, Spearman correlation test was performed. In addition, the parameters were compared
by the Mann-Whitney test according to Lp(a) levels (< 30mg/dL and >30mg/dL).

Univariate and multivariate linear regression analyses were performed to evaluate the
influence of Lp(a) levels on the other studied parameters. Numeric variables were transformed
into ranks due the absence of normal distribution and the results expressed as the coefficients
of determination (partial R? and R?). As well, logistic regression analysis was performed in

order to determine the odds ratio (OR) for plaques presence in the studied population.
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Table 1 present the descriptive analysis for clinical, anthropometrical, and biochemical

parameters. Total population (n =317; 51% female) were asymptomatic, with normal weight,

blood pressure and plasma lipids, in accordance with the respective guidelines adopted (20,27—

29). Among the volunteers, 23% present increased cIMT (= 0.90mm) and 18% were identified

with carotid plaques.

Table 1: Anthropometric, clinical, and biochemical characteristics of individuals

Parameters N Median (25th-75th)
Age (years) 317 43 (34-54)
Sex (Female/Male) 163/154 -
Race (White/Non-white) 259/58 -
BMI (kg/m2) 317 23 (22-25)
Waist circunference (cm) 317 74 (68-81)
Hips circunference (cm) 316 92 (88-98)
Waist-to-hip ratio 316 0.8 (0.7-0.9)
Waist-to-height ratio 317 0.5(0.4-0.5)
LAP (cm.mmol/L) 317 9 (4-17)
SBP (mmHg) 317 120 (110-128)
DBP (mmHg) 317 80 (72-80)
Left cIMT (mm) 317 0.6 (0.5-0.7)
Right cIMT (mm) 317 0.6 (0.5-0.7)
Mean cIMT mm) 317 0.6 (0.5-0.7)
Plaques (Yes/No) 58/259 -
Total cholesterol (mg/dL) 317 173 (153-198)
HDL-C (mg/dL) 317 58 (38-74)
NHDL-C (mg/dL) 317 117 (98-135)
Triglycerides (mg/dL) 317 73 (55-95)
LDL-C (mg/dL) 317 101 (85-120)
VLDL-C (mg/dL) 317 15 (11-19)
ApoA-I (mg/dL) 317 149 (118-176)
ApoB100 (mg/dL) 317 78 (67-93)
Lp(a) (mg/dL) 317 12 (4-26)
hsCRP (mg/L) 313 0.8 (0.4-1.7)
PONI1 (umol/min) 315 32 (13-53)
Glucose (mg/dL) 317 84 (78-88)
Urea (mg/dL) 317 30 (25-35)
Creatinine (mg/dL) 317 0.8 (0.7-0.9)
Uric acid (mg/dL) 317 4.5 (3.8-5.4)
ALT (U/L) 317 17 (13-22)
AST (U/L) 297 19 (16-23)
ALP (U/L) 316 65 (52-76)
GGT (U/L) 297 18 (13-25)
TSH (uUI/mL) 317 2(1.4-2.9)
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FT4 (ng/dL) 317 1.3 (1.2-1.4)

N: sample size; Non-whites include: blacks, browns, and Asian BMI: body mass index; LAP: lipid accumulation product; SBP:
systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; cIMT: carotid intima media thickness; HDL-C:high-density lipoprotein
cholesterol; NHDL-C: non-high density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol; VLDL-C: very
low-density lipoprotein cholesterol; ApoA-I: apolipoprotein A-I; ApoB-100: apolipoprotein B100; Lp(a): lipoprotein (a);
hsCRP: high sensitivity C-reactive protein; PON1: paraoxonase 1. ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate
aminotransferase; ALP: alkaline phosphatase; GGT: Gamma glutamyl transferase; TSH: thyroid stimulating hormone; FT4:
free thyroxine. Literature used for reference values: Brazilian Guidelines on Obesity 2016 4th edition; World health
organization - average body mass index; Brazilian Guideline for Hypertension; Update of the Brazilian guideline on
dyslipidemia and prevention of atherosclerosis 2017; Guideline of the Brazilian Diabetes Society; Clinical diagnosis and
treatment by laboratory methods 21 edition; Clinical practice guideline for the assessment and management of chronic kidney
disease; Brazilian consensus on thyroid. Values are expressed as median and interquartile range (25th and 75th).

The variables were compared between groups stratified according to Lp(a) levels, as
showed in table 2. The group with levels above 30mg/dL (21%) exhibited a higher median age,
apolipoprotein B-100, PON1 activity and GGT levels. In addition, the presence of plaques and

non-white individuals was also significantly more frequent in this group.

Table 2: Significant comparisons of demographic and biochemical variables of individuals by serum

Lp(a) concentrations

Lp(a) <30 (mg/dL) Lp(a) >30 (mg/dL)
Parameters N Median (25th-75th) N  Median (25th-75th) p-value

Age (years) 250 43 (33-53) 67 45 (36-57) 0.04
Race (White/No-white) 215/35 44/23 0.01
Plaque (yes/no) 40/210 18/49 0.04
Parameters Biochemicals

ApoB100 (mg/dL) 250 76 (65-91) 67 86 (75-102) <0.01
hsCRP (mg/L) 247 0.80 (0.40-1.50) 66 0.93 (0.50-1.90) 0.07
PON1 (pmol/min) 249 28 (12-52) 66 42 (19-57) 0.01
GGT (U/L) 236 17 (13-23) 61 21 (15-30) 0.02

N: sample size; Lp(a): lipoprotein (a); Non-whites include: blacks, browns, and Asian; ApoB-100: apolipoprotein B100; hsCRP: high
sensitivity C-reactive protein; PON1: activity paraoxonase 1; GGT: Gamma glutamyltransferase; Values are expressed as interquartile range
(25th and 75th); significant p-value: <0,05; the numerical variables were compared by the Mann-Whitney test and the non-numerical
variables by chi-square; the variable Lp(a) was transformed into.

Spearman's correlation between Lp(a) and the other parameters revealed positive and
significant correlations with age (R = 0.167; p<0.01), SBP (R = 0.136; p<0.02), DBP (R =
0.109; p=10.05), ApoB-100 (R =0.258; p<0.01), PON1 (R =0.108; p=0.05), GGT (R =0.123;
p =0.03), hsCRP (R =0.157; p<0.01) and a tendency towards cIMT (R=0.099; p = 0.08).

The possible associations between Lp(a) and the other variables were explored in the
analysis of univariate and multivariate linear regression, whose significant parameters are
shown in table 3. Direct and significant associations with age and race were observed, both in

the univariate and in the multivariate analysis. SBP and DBP are also directly associated with
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Lp(a) in univariate analysis, however, they did not show significance in multivariate analysis.
The LAP, an adiposity parameter, was indirectly related to Lp(a) in both univariate and

multivariate analysis.

Table 3: Linear regression analysis between Lp(a) and clinical and anthropometric
parameters.

Univariate Multivariate
Parameters N B p-value B RZ-partial R2-total p-value
Age (years) 317 1.21 <0.01 1.35 0.02 0.07 <0.01
Race (White/No-white) 317 34.73 <0.01 32.07 0.04 0.01
LAP (cm,mmol/L) 317 -0.65 0.14 -0.87 0.01 0.05
SBP (mmHg) 317 0.93 0.01
DBP (mmHg) 317  1.00 0.02

Linear regression analysis; N: number of individuals; B: estimated parameter; significant p-value: <0.05; Non-whites include
blacks, browns, and Asian; LAP: product of lipid accumulation; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure.

Table 4 shows the analysis of univariate and multivariate logistic regression to explore
the association between the presence of plaques, Lp(a) and other parameters studied. With each
year of life, the odds ratio for plaque increases by about 1.11 times (11%). About non-white
individuals, the odds ratio for plaque is approximately 1.97 times (97%) in the univariate
analysis, and 2.5 times (250%) in the multivariate. Regarding Lp(a) concentrations above 30

mg/dL, there is a 2% increase in the odds ratio for plaque in the univariate analysis.

Table 4: Univariate and multivariate logistic regression analysis for the presence of plaques

Univariate Multivariate
Parameters OR CI(95%) p-value OR CI (95%) p-value
Age (years) .11 1.08-1.1 <0.01 1.11 1.08-1.1 <0.01
Race (White/No-white) 1.97 1.0-3.9 0.05 2.50 1.2-5.6 0.02
Lp(a) (mg/dL) 1.02 1.0-1.0 0.02

OR: Odds Ratio; CI: confidence interval (95%); Non-whites include: blacks, browns and Asian; Lp(a): lipoproteina (a); p-
value <0,05; Lp(a) was transformed into.
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4. DISCUSSION

The present study investigated the possible relationships between plasma Lp(a) levels
and subclinical atherosclerosis determined by cIMT, as well as the presence of established
atherosclerotic disease, detected by the presence of carotid plaques in asymptomatic adults. The
group selected for this study consisted of individuals of both genders, predominantly self-
declared as white (82%) and clinically assessed as normotensive, normolipidemic and
eutrophic, with no evidence of pre-established cardiovascular diseases or other pathologies. In
addition, the group consists of adults (With a median age of 43 years), of whom carotid plaques
were reported in 18%.

The contribution of cIMT measures to the prediction of cardiovascular risk is widely
described in the literature. In addition, the evaluation of the presence of plaques adds significant
value to this determination, since indirectly illustrate the heterogeneity of the atherosclerotic
disease. On the one hand, the cIMT reflects the thickening process of the intima-medial layer,
an area that normally increases with age and smooth muscle hypertrophy. In contrast, the
presence of plaques is specific and shows the established atherosclerotic disease (30).

The occurrence of carotid atherosclerotic plaques is recognized to increase with age,
however, the prevalence in populations can vary significantly according to the methods applied
for its determination and the definition of plaque adopted. Another sensitive point is the
population itself, concerning the presence of comorbidities, lifestyle, type of diet, among other
factors. For example, Ihle-Hansen and colleagues (31) evaluated cIMT and the presence of
plaques in 3683 individuals aged between 63 and 65 years; in this group, 87% had carotid
plaques. Not surprisingly, the presence of risk factors was significant, of which hypertension
(62%), hypercholesterolemia (53%), obesity (23%) and diabetes melitus (11%) stand out. In
this sense, age plus the presence of these other well-established risk factors explain this high
prevalence of plaque. Other studies in the general population corroborate the high prevalence
of atherosclerotic plaques according to the age group and the presence of other risk factors,
whose severity increases significantly as these clinical aspects add up (32). Recently, Song and
collaborators evaluated from a robust meta-analysis that the prevalence of atherosclerotic
plaques in the population between 30 and 79 years is 21.13%, which is equivalent to more than
800 million people (33).

Studies assessing the cIMT and the prevalence of the presence of plaques in

asymptomatic individuals and their association with non-established risk factors, such as Lp(a),
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are scarce. A study with 6617 Chinese, with no history of CVD, diabetes mellitus, hypertension,
and smoking found a mean cIMT of 0.60 mm, considering the age group in the group of49.7 +
5.3 (34). Regarding plaques, the prevalence was 9%, lower than that observed in the present
study. This finding, on the one hand, points to the possibility of the presence of an underlying
factor, hypothetically Lp(a), which, apart from traditional factors, may contribute to this
relatively high prevalence. On the other hand, it shows the challenge in interpreting parameters
that vary according to the technique used, location and number of measurements, number of
individuals enrolled and analysis software algorithm. In this sense, it is possible to state that
cIMT and plaques are unlikely to be directly compared, even among groups of healthy
individuals.

As expected, age was a factor strongly associated with the presence of carotid plaques
in this study, although it was composed of healthy individuals. However, the association
between Lp(a) levels higher than 30mg/dL and the odds ratio for plaques in the univariate
analysis suggests a relationship that can be explored. Tsimikas and colleagues (1) reported the
presence of apo (a) in atherosclerotic plaques, suggesting that Lp(a) in high concentrations may
contribute to plaque progression. There was a positive association between Lp(a) and carotid
atherosclerosis in young adults with ischemic stroke in individuals aged 16 to 54 years in France
(12). The Lp(a) has also been associated with the development of atherosclerosis in individuals
with primary hypercholesterolemia and Lp(a) concentrations greater than 50mg/dL in a group
of individuals aged 18 to 80 years in Spain (35). Hippe and colleagues (13) reported that Lp(a)
concentrations greater than 64 mg/dL. were independent predictors of carotid plaque
progression in individuals with established cardiovascular disease, even maintaining serum
LDL-C concentrations below 70mg/dL. However, Huffman and colleagues (18) did not find an
association between Lp(a) concentrations and atherosclerosis among South Asian Americans
aged 40 to 84 years without cardiovascular disease.

This issue continues to be discussed and is controversially presented in the literature.
Some studies independently associate Lp(a) with cIMT and carotid atherosclerotic plaques,
other studies, however, do not show this correlation, and others in turn report that Lp(a) is more
associated with established CVD than in asymptomatic individuals, once that Lp(a)
concentrations tend to increase in chronic inflammatory processes, such as rheumatoid arthritis
and systemic lupus erythematosus (2,3,14).

In this study, no correlation was found between Lp(a) and cIMT, even though it is a
sensitive issue, Knoflach and collaborators (36) found a direct association between Lp(a) and

cIMT in asymptomatic Austrian women aged 18 to 22, in the same way the study by Schreiner
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and collaborators (37) found a positive correlation between Lp(a) and cIMT in Americans aged
45 to 64, suggesting that Lp(a) may be associated with development subclinical carotid
atherosclerosis. However, Calmarza and colleagues (16) did not find such an association in a
study of 172 asymptomatic Spanish individuals aged 43 to 93 years. This association is, in fact,
a sensitive point for analysis, since the increase in cIMT can be associated with carotid plaque,
however cIMT cannot be considered an independent predictor of the development of carotid
plaque, although these events often coexist and share some vascular determinants common (38).

It is agreed that the plasma concentrations of Lp(a) are genetically determined, more
specifically by the presence of polymorphisms in the LPA4 gene that determine the size of the
type 2 kringle IV peptide chain (KIV-2) (3). Thus, the larger the size of KIV-2, the greater the
Lp(a); in contrast, its plasma concentration is lower. This reverse process is associated with the
easier removal of larger particles, while smaller ones tend to stay in the circulation for longer
periods (39). The removal process is primarily hepatic; however, the mechanisms are not yet
fully understood. Evidence points to the participation of LDLR, including as a therapeutic target
for reducing plasma Lp(a) concentrations. Despite of that, many contradictions regarding the
results observed with statins and PCSK9 inhibitors must be considered (1,3).

Given the complexity of this lipoprotein, reference values have not been defined for the
general population; in fact, studies in different ethnic and population groups point to a wide
range. Thus, some studies indicate that values above 50mg/dL (125nmol/L) or the 80th
percentile are considered high (39). Other studies, on the other hand, adopt the 30 mg/dL cut
(1,8,39-43). In fact, 21% of the recruited individuals had Lp(a) above this value. Some studies
show that around 30% of the world population has high Lp(a), which represents approximately
two billion individuals (1,9,18).

The Lp(a) concentrations in the asymptomatic individuals of the present study were
expressed with a median of 12mg/dL (4-26th percentiles), indicating great similarity with other
Brazilian studies. Maranhdo and collaborators reported that a group of asymptomatic
individuals had concentrations of 23.9 mg/dL compared to individuals with coronary disease
who had plasma concentrations of 41.9 mg/dL (44). In a study with Brazilian individuals aged
46 to 68 years, to verify a possible association between concentrations of Lp(a) and coronary
artery disease, the control group showed average concentrations of 11mg/dL of Lp(a) (45).
Another study carried out with in the city of Ouro Preto in Minas Gerais, with 400
asymptomatic individuals, showed Lp(a) concentrations with a median of 18.11mg/dL with an
average age of 45 years (46). Schoolchildren with an average age of 10 years also demonstrated

Lp(a) concentrations with a median of 25.5 mg/dL in the study by Candido and collaborators
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(46). A recent study involving 4,140 individuals in a cardiovascular reference center in Sao
Paulo, showed an average Lp(a) concentration of 24.8mg/dL in the research participants (47).

In addition, interesting relationships were observed in this study between Lp(a) levels
and race. Several shreds of evidence in the literature points to that non-white individuals have
higher concentrations of Lp(a), about two to three times higher than Caucasians or Orientals,
revealing that there is ethnic variability between different population groups, whose underlying
causes have not yet been fully understood (3,48).

It was possible to perceive in this study that serum Lp(a) concentrations in non-white
individuals were higher, with a median of 22.85mg/dL (5-36 percentiles), and white individuals
with a median of 11.10mg/dL (4-22 percentiles), and with the significance of p<0.01 when
compared by the Mann-Whitney test. These concentrations can be partially explained by
variations in the LPA locus, mainly by the polymorphism of the apo (a) gene (LPA; MIM
152200). Among the variants, notably Schmidt and colleagues evaluated three SNPs and
reported that they contribute to different concentrations of Lp(a) in African-American and
Caucasian individuals (48). Two SNPs (T3888P and G + 1/inKIV-8A), suppressing the Lp(a)
set, were more common in Caucasians, while the third SNP (G-21A) increased the activity of
promoting apo (a), this being more common in African Americans (3).

Other studies looked at different populations and found low concentrations also in non-
Hispanic Caucasians with a median of 12mg/dL (5-32 percentiles), in the Chinese with a
median of 11mg/dL (5-26 percentiles), Japanese with a median of 13 mg/dL (5-26 percentiles),
and Hispanics with a median of 19 mg/dL (8-43 percentiles) (1,3,9,48). Even with different
concentrations and isoforms in some populations, Lp(a) was associated positively and similarly
to the risk of cardiovascular events in a 20-year longitudinal follow-up study among Caucasian
individuals and individuals of African descent (1). Given this, there is still a lot of discussion
about the concentrations considered adequate for Lp(a), due to the great miscegenation of the
population, mainly in some countries like Brazil (49).

Other factors such as age, sex, and environmental conditions do not have a major
influence on Lp(a) concentrations in most studies. However, in this study, Lp(a) concentrations
greater than 30mg/dL were found in older individuals. Some studies suggest that among adults,
Lp(a) concentrations have been somewhat variable, and an association between Lp(a) and
longevity has been suggested among the elderly (50-52). On the other hand, a substantial
number of studies report that there is not an association between age and Lp(a) concentrations,
however, the question of the extent to which age can influence Lp(a) concentrations remains

uncertain (49,51).
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In this study, there was no significant difference between the concentrations of Lp(a)
and sex. However, a meta-analysis with 36 studies showed that females had higher
concentrations of Lp(a) 12% compared to males (53). Likewise, it occurred with the BMI,
where there were no significant results for the BMI classes, but it was the LAP, also considered
a parameter of adiposity, which was indirectly related to the Lp(a). A Japanese study, with
2,997 asymptomatic individuals aged between 40 and 69 years, in which Lp(a) concentrations
were shown to be lower in non-obese individuals (BMI>26) (54).

The concentration of GGT in this study was directly correlated with the concentrations
of Lp(a), since there is a similarity between Lp(a) and the LDL particle, some studies propose
that Lp(a) also undergoes an oxidative process as LDL and during the atherosclerotic process
and GGT activity can increase to compensate for the increase in oxidative stimulants, increasing
the synthesis of glutathione, which is an important antioxidant (1,55). A study conducted by
Ghatge and collaborators (56) also found a positive correlation between the concentrations of
Lp(a) and GGT.

In this study, PONI also showed a significant correlation and increased activity in
individuals who had Lp(a) concentrations above 30mg/dL. It was described in a study with
individuals who had moderate to high concentrations of Lp(a). It is not yet clear whether PON1
concentrations may have any benefit in individuals with high concentrations of Lp(a) (57). The
serum concentrations of hsCRP were also correlated to Lp(a), and the comparison between
individuals with presence and absence of plaques was significant by the Man Whitney test
(p<0.02), which may suggest a possible underlying inflammatory process implied by
atherosclerosis (55,58).

This study has certain limitations since it has not been analyzed genetic factors that
influence the concentration of Lp(a) and identification of apo (a) isoforms. Another limitation
is that only carotid ultrasound was performed and no other arterials systems susceptible to
atherosclerosis were observed. Therefore, the outcome could have been different or increased
with the present results, if the coronary and femoral arteries were analyzed. A strict criterion
was adopted for the selection of participants, which caused a limited number of individuals.
The analysis of Lp(a) was performed by nephelometry, considered the gold standard for
analysis of Lp(a).

This study pointed out that Lp(a) concentrations above 30mg/dL were associated with
the presence of carotid plaques in asymptomatic individuals with a median age of 43 years, and
2% odds ratio for the presence of plaques. In fact, the relationship between Lp(a) and CVD in

general, is well established in the literature, however, the strength of these associations and the
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mechanism in which Lp(a) influences the atherosclerotic process must be explored in other

studies.
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6.0 CONCLUSAO

Mostramos neste estudo evidéncias sugerindo que a Lp(a) se associa positivamente a
presenca de placas aterosclerdticas carotideas (regressdao logistica univariada). Estudos
similares em diferentes populagdes sdo controversos permanecendo uma questdo a ser debatida.
Possiveis causas subjacentes como a presenca de isoformas de Lp(a) e suas mutagdes genéticas
relacionadas poderiam dar suporte a estas divergéncias, sem minimizar as caracteristicas
aterogénicas potenciais ja estabelecidas para essa lipoproteina.

Nao houve associacdes significativas nas andlises de (regressdo linear multivariada)
entre as concentragdes de Lp(a) e EMIc, mas mostramos correlagao (correlacdo de Spearman)
com a EMIc tendendo a se correlacionar positivamente com a Lp(a) (r=0.099; p = 0.08).
Resultados controversos estao também presentes na literatura quanto as associagdes da EMIc.

Com relagdo a fatores clinicos e antropométricos (regressdo logistica multivariada)
observou-se que para cada acréscimo de um ano de vida houve o aumento da razdo de chances
para ocorréncia de placas de 11%. Individuos ndo brancos, representados por 18% dos
participantes, mostraram uma razdo de chance de ocorréncia de placas 2,5 vezes maior em
comparag¢do aos brancos. Ambos os resultados estdo confirmados na literatura.

Quando estratificados por concentra¢des de Lp(a) o subgrupo com valores acima de 30
(mg/dL) se caracterizou como de individuos com idade mais alta, maior nimero de placas
ateroscleroticas, predominio de nao brancos e maiores concentragdoes de ApoB100, PON e GGT
indicando em parte um perfil aterogénico.

As concentragdes de Lp(a) se correlacionaram com a pressao arterial sistémica, GGT,
atividade da PONI1 (regressdo linear multivariada). Uma hipotese seria a de que durante o
processo aterosclerdtico, a GGT possa aumentar sua atividade possivelmente para compensar
o aumento de componentes oxidativos gerados. Ainda nado esta claro na literatura se a PON1
pode exercer algum beneficio aos individuos com altas concentragdes de Lp(a). Houve
correlacdo inversa das concentracdes de Lp(a) com adiposidade medida como LAP.

Este estudo foi desenvolvido em uma populacao assintomatica de 317 individuos sem
fatores de risco cardiovasculares. Se por um lado obtivemos uma amostra homogénea ¢
importante ressaltar que para tal foi aplicado um rigoroso critério de selecao o que pode por
outro lado ter limitado o tamanho e caracteristicas da amostra de participantes. Nao foi possivel
também realizar andlises ultrassonicas em outros sistemas arteriais susceptiveis a aterosclerose,

fato que poderia agregar informagdes ao presente estudo.
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Sugerimos que a Lp(a) pode estar envolvida em vias aterogénicas diretamente na parede
arterial e/ou associada a marcadores de risco pro-aterogénicos. Como cerca de um terco da
populagdo apresenta valores acima do recomendado, destacamos a importancia, como indicado
na literatura especializada, da determinagao de sua concentragao como fator de risco pelo menos
uma vez com fins de diagnostico e tratamento para a prevencao de doengas cardiovasculares e
suas complicagdes clinicas.

Ressaltamos que estudos subsequentes com maior nimero de voluntarios devam ser
desenvolvidos pois poderao avaliar a forca das interacdes estatisticas observadas neste trabalho
e avancar nos mecanismos pelos quais a Lp(a) influencia o processo aterosclerdtico em

individuos assintomaticos € sem fatores de risco cardiovascular.
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8.0 ANEXOS

8.1 Parecer do comité de ética projeto tematico FAPESP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 18/07/11 2°VIA
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 120/2007 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0087.0.146.000-07

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “RELACAO DA CONCENTRACAO DE HDL-COLESTEROL COM O
METABOLISMO DE COLESTEROL EM MONOCITOS E NO PLASMA HUMANO”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Eliana Cotta de Faria

INSTITUICAO: HC/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 06/03/2007

APRESENTAR RELATORIO EM: 27/03/08 (O formulério encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Avaliar a mutua interferéncia da concentragdo da HDL e suas fragdes sobre o
metabolismo do colesterol corpéreo via procedimentos in vivo e im vitro e relacionar os
pardmetros metabdlicos estudados a medida da espessura da camada intima-média de carotides.

III - SUMARIO

Serfio medidos os parAmetros que regulam metabolismo do colesterol em linfo-monécitos
frescos do sangue e os esterdides plasmaticos marcadores de sintese (latotesrol/desmoterol) e de
absorgdo intestinal, que serdo relacionados com o grau de arterosclerose medido por
ultrassonografia de carétidas por eco-doppler.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

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

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resoluges 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restri¢des o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

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

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

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

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

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagfio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma c6pia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item IIL.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) ¢ enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou IT apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO
Homologado na III Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 27 de margo de 2007.

Prof. Dr. c%’(%m(io Steiner

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
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CEP, 28/05/13.
(PARECER CEP: N° 120/2007)

PARECER

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “RELACAO DA CONCENTRACAO DE'H'DL-COLESTEROL COM O
METABOLISMO DE COLESTEROL EM MONOCITOS E NO PLASMA
HUMANO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Eliana Cotta de Faria

II - PARECER DO CEP.

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

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados s3o de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometemn. '

Il - DATA DA REUNIAOQ.

Homologado na V Reunifio Ordinéria do CEP/FCM, em 28 de maio de 2013.
Nl =

Profa. Dra. Fétim%lparecida Bittcher Luiz
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8.2 Autorizacdo da Prefeitura de Campinas

PREFEITURA MUNICIPAL DE CAMPINAS
Secretaria Municipal de Saude
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Nuamero do Parecer: 3.603.864

Apresentacdo do Projeto:

As informagdes contidas nos campos "Apresentacdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa" e "Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios" foram obtidas dos documentos apresentados para apreciacao ética e das informagdes
inseridas pelo Pesquisador Responsavel do estudo na Plataforma Brasil.

As doengas cardiovasculares (DCV) sé@o as principais causas de 6bito no Brasil e no mundo, fazendo parte
das doencas crénicas nio transmissiveis (DCNT), mais especificamente no grupo de doengas do aparelho
circulatério. Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia estima-se que ocorreram 349.938 mortes no
Brasil em 2016 em decorréncia dessas doengas, correspondendo aproximadamente 29% de todas as
mortes no pais. Este grupo de doengas possui uma relagdo direta com fatores muito estudados nas ultimas
décadas e que tiveram grandes mudangas como o consumo de alimentos altamente caldricos e o
sedentarismo. O impacto socioecondmico das DCNT é responsavel pelas atividades laborais e pelo
comprometimento da renda familiar gerando e mantendo um ciclo de gastos importante com a saude
publica. Dados recentes demonstram que a populagéo brasileira esta em uma mudanca importante de faixa
etaria, com o aumento de idosos e da expectativa de vida. Com isso & estimada uma incidéncia maior dos
casos de DCV com seus consequentes custos altos, chegando a 9,5 % do produto Interno Bruto nacional
atualmente. As manifestagbes das doencas cardiovasculares muitas vezes tém como processo subjacente a
aterosclerose, uma doenga inflamatéria crénica, progressiva e silenciosa. Estudos realizados em mumias
com mais de quatro mil anos demonstraram através de analises tomograficas a presenca
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de placas ateroscleréticas em artérias, relatando que essa doenga acompanha a histéria natural da
humanidade por um tempo bastante significativo. A aterosclerose atinge usualmente a parede de vasos
arteriais de médio e grande calibre, onde ocorre um acimulo de lipides no espago subendotelial. Alguns
estudos apontam que o inicio da aterosclerose ocorre na infancia, entretanto as manifestagdes clinicas
tendem a ocorrer apos a quarta década de vida. A génese da aterosclerose envolve uma quantidade
variavel de fatores que culminam na agressdo do endotélio vascular, favorecendo a retengdo de
lipoproteinas, especialmente a lipoproteina de baixa densidade (LDL), rica em colesteril éster. O acimulo de
LDL na camada intima arterialleva as modificagbes quimicas tanto da sua fracao lipidica quanto proteica,
tendo a oxidagdo um papel fundamental. A particula de LDL oxidada (LDLox) & reconhecida pelos
macroéfagos residentes, capazes de capta-las através de seus receptores do tipo scavenger. Apés a
fagocitose, o macréfago sobrecarregado com lipides passa a produzir uma série de quimiocinas, citocinas e
proteases, capazes de estimular o processo inflamatério local. Assim, inicia-se a migragdo de monécitos
para a camada intima onde se diferenciam em macréfagos, que irdo capturar mais particulas de LDLox.
Estes macréfagos (conhecidos como células espumosas) apresentam grande atividade pré-inflamatéria e
amplificam o processo de migragéo e diferenciacéo no espago subendotelial. A progressao desse processo
estimula a proliferagdo das células musculares lisas da camada média para a intima e a sintese de
macromoléculas da matriz extracelular, como a elastina, colageno e proteoglicanos, levando o processo
fisiopatolégico a uma fase mais complexa. A placa aterosclerdtica estabelecida pode ser constituida por
elementos celulares, nucleo lipidico e contetido necrético, devido ao processo de apoptose dos macréfagos
e células musculares lisas. As placas sdo categorizadas de duas formas, uma de forma estavel onde séo
fibrosas e compostas por tecido sélido e com pouco contelido lipidico ou podem ser instaveis, com alta
atividade inflamatéria, capa fibrosa fina e grande contetdo lipidico, o que as tornam mais propensas a
ruptura. A ruptura da placa é a condigdo mais grave do processo de aterosclerose, pois permite a liberagao
do contetdo altamente trombético para a circulagdo dando inicio a aterotrombose, que culmina na restrigao
de oxigénio e nutrientes para os tecidos, levando a isquemia e ou gerando fragmentos que podem gerar
embolia. De forma geral, sdo reconhecidos alguns fatores de risco que contribuem para o desenvolvimento
da aterosclerose. Estes fatores de risco cardiovasculares sao divididos entre ndo modificaveis, modificaveis
e os nao tradicionais. Fatores de risco ndo modificaveis sao bem descritos na literatura, como por exemplo,
aidade. Estima-se que a cada dez anos ha uma chance de aumento de 2,5 vezes na mortalidade pela DCV;
ainda, esta estabelecido que o aumento da idade proporciona um aumento de desenvolvimento da doencga
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aterosclerdtica coronariana (DAC). O sexo também tem sua contribuigdo: a DAC tende a manifestar-se mais
tardiamente em mulheres do que em homens. A etnia também pode corroborar com a DCV: estudos
revelam que na presencga de hipercolesterolemia, individuos brancos tem maior risco do que negros. Entre
os fatores modificaveis destacam-se a presenca de obesidade/sobrepeso, hipertensédo arterial sistémica
(HAS), diabetes mellitus (DM), dislipidemias, sedentarismo e habitos alimentares. A HAS é caracterizada
pela pressao arterial permanentemente elevada e niveis presséricos 140 e/ou 90 mmHg. E apontada como
um dos principais fatores de risco para a DAC, e quando associada ao diabetes sdo responsaveis por 25%
dos o6bitos ocorridos em doengas coronarianas, € contribuem para o desenvolvimento da aterosclerose
gracas aos efeitos deletérios sobre o endotélio vascular. Alguns distarbios no metabolismo como a
resisténcia insulinica, pré-diabetes e diabetes mellitus estdo envolvidos no desenvolvimento e progressdo da
doenca aterosclerotica de forma significativa. Por exemplo, a resisténcia insulinica (que corresponde a um
bloqueio na sinalizagdo efetuada por este horménio), a hiperinsulinemia e a hiperglicemia resultantes
contribuem para o aumento no aporte de acidos graxos livres, produgdo de AGEs (do inglés,
advancedglycationend-product), ativagdo de proteina quinase C, estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial.
Juntos, estes fatores favorecem o processo de disfungdo endotelial e inflamacao sistémica, permitindo a
ativacdo do processo de aterosclerose com proliferagao de células musculares lisas, células endoteliais e
monocitos. Em situagfes onde as concentragdes de LDL sdo elevadas o aumento do estresse oxidativo
modifica esta particula, permitindo o avango da formagdo de estrias gordurosas e a progressdo da
aterosclerose. Como resultado, a principal causa de morte em diabéticos, aproximadamente 2/3, se deve a
DAC, especialmente entre os mais jovens e com maior indice glicémico. A sindrome metabdlica &€ um
problema de saude publica, caracterizada pela presenca de pelo menos trés de cinco fatores de risco
cardiovascular, a saber: a) obesidade central, observada pela circunferéncia de cintura (superior a 94cm
para homens e 80cm para mulheres); b) hipertrigliceridemia (>150mg/dL); ¢) HDL-C baixo (inferior a
40mg/dL para homens e 50mg/dL para mulheres); d) HAS e e) glicose de jejum elevada (igual ou superior a
110mg/dL). Um recente estudo revelou que a sindrome metabdlica & associada ao dobro de desfechos
cardiovasculares e 1,5 vezes de aumento da mortalidade total com relagdo aos ndo portadores. Varios
estudos tém avaliado os mecanismos envolvidos na elevagdo do risco cardiovascular na presenga de
sindrome metabdlica. Entre os mais proeminentes, destaca-se a alteragdo funcional do tecido adiposo, que
impacta no metabolismo corpéreo como um todo sendo um fator chave para o desenvolvimento dos
processos metabdlicos deletérios associados. A obesidade consiste em um disturbio nutricional e
metabolico, sendo
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considerada uma epidemia global frente a transigdo nutricional através dos séculos. A obesidade é definida
pelo indice de massa corpérea (IMC); de acordo com este indice & possivel identificar individuos com peso
normal (IMC entre 18.5 e 24,9 kg/m2), sobrepeso (IMC entre 25 e 29,9 kg/m2) e obesidade de grau | (IMC
entre 30 e 34,9 kg/m2), grau Il (IMC entre 35 e 39,9 kg/m2) e grau Il (IMC maior que 40 kg/m2). As
associacdes entre a presenca da obesidade e manifestagdes cardiovasculares sdo numerosas, sendo esta
condigdo um fator independente de risco as DCVs bem como para o desenvolvimento de HAS, sindrome
metabdlica, diabetes mellitus, infarto do miocardio e fibrilagdo atrial. Os fatores nao tradicionais principais
sao as citocinas pro-inflamatérias, proteina C reativa (PCR) e a interleucina-6 (IL-6). A IL-6 € uma citocina
produzida principalmente pelo figado sob a estimulagdo de citocinas pro-inflamatérias derivadas de
adipécitos. Seu nivel elevado esta relacionado a progndstico adverso, refletindo um estado inflamatério
primario que provoca a instabilidade da placa aterosclerética. Pacientes com angina instavel e com niveis IL-
6 sérica elevados demonstraram associacdo com maior mortalidade intra-hospitalar. A proteina C reativa
(PCR) & uma proteina de fase aguda, utilizada na pratica clinica como um biomarcador de inflamagao
sistémica. E sintetizada pelos hepatécitos em resposta a citocinas inflamatérias. O desenvolvimento de
métodos de alta sensibilidade (PCR ultrassensivel) possibilitou sua aplicagdo clinica no contexto da
aterosclerose, marcada por inflamagao vascular sistémica. Os niveis de PCR estao diretamente ligados aos
fatores de riscos cardiovasculares, e inversamente proporcional aos niveis de HDL-C. As dislipidemias s&o
proeminentes fatores de risco cardiovascular, sendo que o papel do colesterol plasmatico na génese da
lesdo foi sugerido em 1913 por Nikolai Anitschkow. Posteriormente, os conceitos foram refinados com a
descoberta da prevaléncia da lipoproteina de baixa densidade (LDL), rica em colesterol, nas lesdes e
condicdes relacionadas. Alteracées no metabolismo lipidico determinam as dislipidemias, que de acordo
com a sua etiologia podem ser classificadas em primarias, como resultado de alteragées genéticas, ou
secundarias, quando desencadeadas por outras doencgas, intervengdes medicamentosas e/ou fatores
ambientais. Por exemplo, o acumulo de particulas de quilomicrons e/ou VLDL no plasma caracteriza a
hipertrigliceridemia, um reconhecido preditor significante de doengas cardiovasculares. Esta condigao
geralmente é exacerbada por fatores nao genéticos, ja que tanto no estado pés-prandial quanto no jejum o
aumento da trigliceridemia & uma caracteristica comum a sindrome metabdlica, diabetes mellitus, obesidade
e consumo exagerado de bebidas alcodlicas. Ja o acumulo de lipoproteinas ricas em colesterol como a LDL
resulta em uma condicdo denominada hipercolesterolemia, que é condicionada pela quantidade de
receptores para esta lipoproteina nos tecidos, principalmente no figado. Atualmente as dislipidemias podem
ser
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classificadas em hipercolesterolemia isolada, que & o aumento isolado do LDL-C (160mg/dL);
hipertrigliceridemia isolada, onde ocorre o aumento do TG (TG 150mg/dL em jejum ou 175 mg/dL, se a
amostra foi obtida sem jejum); hiperlipidemia mista, que por sua vez &€ aumento do LDL-C ( 160mg/dL) e de
TG (TG 150mg/dL em jejum calérico ou 175 mg/dL, se a amostra foi obtida sem jejum caldrico) e
hipoalfalipoproteinemia, caracterizada pelos niveis diminuidos de HDL-C (homens < 40mg/dL e mulheres <
50mg/dL) isolado ou associado ao aumento do LDL-C ou TG. Em fungdo das lipoproteinas plasmaticas
terem papel relevante no desenvolvimento da doenca aterosclerética, faz-se necessario apresentar aspectos
principais de seu metabolismo que conferem maior risco ou protegdo a esta condigdo. As lipoproteinas sao
definidas como agregados macromoleculares compostos por lipides e apolipoproteinas cuja fungéo
primordial é realizar o transporte dos lipides (hidrofébicos) no plasma. No geral, sdo classificadas em cinco
tipos de acordo com a composicdo, densidade, tamanho e carga elétrica: quilomicron, lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), lipoproteina de baixa densidade
(LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL). Os quilomicrons e a VLDL s&o lipoproteinas ricas em
triglicerideos enguanto a HDL e LDL sdo constituidas principalmente por colesterol (colesterilester). Quanto
maior a proporgao de lipides, principalmente triglicérides, menos densa essas lipoproteinas sdo; o contrario
também é valido em relagao a proporgao proteica. As apolipoproteinas sdo as estruturas mais importantes
dessas particulas, pois sdo fixas em suas superficies e desempenham diversas fungdes. A apolipoproteina
A-l (apo A-l) é a principal proteina constituinte da HDL, possibilitando a retirada de colesterol dassuperficies
celulares entre outras funcdes consideradas antiaterogénicas. Ja os quilomicrons apresentam a apo B-48
como principal apolipoproteina; ainda, a apo B100 representa a principal fragdo proteica da VLDL, IDL e
LDL. Apolipoproteinas menores como a apo C e apo E sdo essenciais para a interacdo das diferentes
classes de lipoproteinas com enzimas hidroliticas (como a lipoproteina lipase - LPL) e receptores celulares
especificos. O metabolismo das lipoproteinas pode ser dividido em duas vias principais, a via intestinal e
hepatica. Na via intestinal os lipides advindos da dieta sdo emulsificados pelos sais biliares e
compartimentalizados em micelas, estruturas que possibilitam seu transporte para o citoplasma e reticulo
endoplasmatico das células intestinais. Nos enterécitos os acidos graxos sdo utilizados para a sintese de
triglicerideos; ainda, nos enteroécitos os lipides sdo esterificados por meio da atividade da enzima ACAT2
(AcilcolesterolAcilTransferase 2), presente no reticulo endoplasmatico. Somado a isso, a proteina de
transferéncia microssomal (MTP) transfere triglicérides e fosfolipides para o interior do reticulo, promovendo
a conjugagao destes ao colesterol esterificado e apolipoproteinas nascentes (neste caso a apolipoproteina B
-48,
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obrigatoriamente). Estas estruturas formadas sao transportadas ao aparelho de Golgi na forma denominada
quilomicrons. Os quilomicrons apresentam composicdo primordialmente lipidica, na forma de triglicérides, e
sdo secretados e transportados via para o sistema linfatico, alcangando a circulagdo através do ducto
toracico. Nos capilares extra-hepaticos sdo convertidos a particulas remanescentes, entretanto ainda ricas
em triglicérides, por meio da lipolise promovida pela atividade da lipoproteina lipase (LPL). Esta enzima se
encontra na superficie das células endoteliais principalmente no tecido adiposo e muscular, sendo
responsavel pela produgdo de monoglicerideos e diglicerideos. Desta maneira a enzima viabiliza ou o
armazenamento dos acidos graxos livres no tecido adiposo ou a utilizagdo no tecido muscular esquelético
como fonte energética. Os quilomicrons continuardo a ser substrato da LPL na circulagdo na forma
denominada quilomicrons remanescentes. Estes sdo removidos da circulagdo pelo figado por meio dos
receptores celulares B e E (ou receptores de LDL, LDLR), em um processo intermediado pelo
enriqguecimento das particulas remanescentes em apolipoproteina E (apo E); ainda, os remanescentes
também podem ser captados pelo figado via receptores E, proteina analoga ao receptor de LDL (LRP) e
receptores tipo 2-macroglobulina. Nos hepatécitos, o aporte lipidico somado ao conteudo endégeno e
balango corpoéreo de colesterol permite a sinalizagdo para a reorganizagdo de uma nova lipoproteina, a
VLDL dando inicio a via hepatica. As particulas de VLDL produzidas variam em tamanho e composigao e
podem ser separadas em duas classes: a VLDL1, com maior contetdo de triglicérides e a VLDL2, menor e
mais densa. Sua formagdo ocorre em etapas distintas; na primeira, a apo B100 é lipidada no reticulo
endoplasmatico com auxilio da MTP, formando as particulas menores de pré-VLDL. Na segunda etapa,
estas particulas sdo conjugadas a uma grande quantidade de lipides, formando as particulas maduras,
enriquecidas principalmente em triglicérides. Portanto, a formacédo e secre¢do de VLDL é um processo
complexo, cuja regulagdo envolve primariamente a producédo do seu maior componente estrutural (apo
B100), a disponibilidade de lipides para a formagéo da monocamada externa e do ntcleo lipidico (colesterol
livre, fosfatidilcolina, triglicérides e colesterol esterificado) e a atividade da proteina MTP. A VLDL produzida
no figado é secretada na circulagdo periférica, onde as moléculas de triglicérides de sua constituigdo sao
substrato para a LPL, enzima primariamente estimulada pela presenca de apolipoproteina Cll (apo Cll) e
inibida pela apolipoproteina Clll (apo Clll). Os acidos graxos advindos da lipolise de VLDL s&o redistribuidos
para os tecidos, onde podem ser armazenados (no caso do tecido adiposo) ou utilizados (principalmente no
musculo esquelético); ainda, as particulas de VLDL depletadas em triglicérides trocam apo Cll e apo E com
as particulas de HDL da circulagdo, sendo entéo formada a lipoproteina de densidade intermediaria, IDL. As
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particulas de IDL também sao substrato para a atividade da LPL e da lipase hepatica (LH), formando a
particula de LDL. Entretanto, as particulas de IDL podem também ser removidas da circulagao via
receptores de LDL (LDLR). A LDL ou lipoproteina de baixa densidade representa a principal fonte de
colesterol aos tecidos periféricos. Particulas de LDL tém meia vida relativamente longa (aproximadamente
trés dias), provavelmente devido a auséncia de apolipoproteinas ativadoras de lipases em sua estrutura,
bem como pela estabilidade promovida pelo maior conteldo de colesterol esterificado. Aproximadamente
75% das particulas circulantes de LDL sdo removidas pelo figado, onde sdo reconhecidas pelo LDLR. Apés
a endocitose da LDL, o receptor LDLR volta a membrana celular num processo de reciclagem. Os
componentes da LDL serdo degradados pelos lisossomos e enzimas especificas no interior da célula. A
HDL compreende um conjunto altamente heterogéneo de particulas lipoproteicas que diferem entre si em
densidade, tamanho, carga de superficie e composicgdo lipidico-proteica. Sélidos estudos epidemiolégicos
demonstraram que o conteldo de colesterol da particula, ou HDL-C, é inversamente correlacionado ao risco
de doenca cardiovascular aterosclerética; de fato, a HDL se distingue das lipoproteinas que contém apo B
pela sua capacidade de exercer um amplo espectro de atividades funcionais consideradas anti-
aterogénicas, inclusive o transporte reverso de colesterol(12,38,39). As particulas de HDL compreendem o
conjunto de lipoproteinas com tamanho variando entre 8 e 12nm e densidade entre 1,063 e 1,210g/mL. As
subfragbes conhecidas como HDL2 e HDL3 podem ser separadas por ordem decrescente de tamanho em
HDL2b (diametro médio 10,6nm), HDL2a (9,2nm), HDL3a (8,4nm), HDL3b (8nm) e HDL3c (7,6nm). No geral
as particulas de HDL sdo constituidas por 50% de apolipoproteinas, 20% de colesterol livre (CL) e de
colesterol esterificado (CE), 15% de fosfolipides e 5% de triglicerideos (TG). Seu formato varia entre
complexos discoidais e esféricos, compostos predominantemente de lipides polares solubilizados por
apolipoproteinas, em especial as apolipoproteinas A-l (apo A-1) e A-ll (apo A-Il). Adicionalmente, as
particulas de HDL contém outras proteinas ndo estruturais, que incluem enzimas e proteinas de fase aguda
da inflamagdo. Deste modo, as particulas de HDL sao altamente heterogéneas em relagdo as suas
propriedades fisico-quimicas, em parte devido ao continuo remodelamento intravascular promovido pela
agado de varios fatores, entre eles proteinas estruturais da particula, transportadores de membrana, enzimas,
receptores e proteinas de transferéncia de lipides. Por exemplo, a estrutura dinamica da apo A-l permite a
molécula adotar diferentes conformagotes (discoidal ou esférica) em fungdo da quantidade de moléculas
lipidicas associadas. Os mecanismos envolvidos na variacdo estrutural da apo A-l, e consequentemente no
diametro da HDL, promovem movimentos especificos conduzidos pela interagao proteina-fosfolipides.
Adicionalmente, o
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diametro das particulas formadas a partir da interagdo entre a apo A-l e o transportador celular ABCA1 (do
inglés, ATP binding cassete transporter A1) é determinado pela estabilidade da hélice N-terminal e
hidrofobicidade do dominio C-terminal da apo A-l. A composicdo quimica da particula é determinante para
as suas atividades biolégicas. Quanto a composi¢do em lipides, a HDL apresenta uma monocamada
externa formada principalmente por fosfolipides e colesterol ndo esterificado, enquanto o nucleo € composto
de lipides neutros como colesterol esterificado e triglicérides. Os fosfolipides sdo quantitativamente
predominantes (20-30%). Junto aos fosfolipides, esteroides como o colesterol nao esterificado estao
localizados na monocamada externa e regulam a sua fluidez. Outros esterois estao presentes em menor
proporgdo, como os oxiesterois. O colesterol esterificado presente no interior da particula de HDL (14-18%
do total lipidico) & formado em decorréncia da atividade da LCAT (do inglés,
lecithincholesterolacyltransferase), enquanto as moléculas de triglicérides sdo derivadas das lipoproteinas
contendo apo B, como resultado da atividade da CETP (do inglés, cholesterylestertransferprotein). A sintese
da HDL é realizada principalmente no figado e no intestino por processos intravasculares cujo precursor é
apo-Al livre de lipides ou pré- HDL pobre em lipides. A formacdo e remodelamento da particula configuram
uma de suas fungdes mais conhecidas e descritas, o efluxo de colesterol. Este processo representa a
propriedade ateroprotetora da HDL com maior relevancia clinica, constituindo a base para a associagao
entre as concentragbes de HDL-C no plasma e o risco cardiovascular. O efluxo do colesterol & o passo
inicial para o transporte reverso de colesterol, sendo de suma importancia para a homeostase do
metabolismo lipidico, atuando na preveng¢do de acumulo nas células espumosas presentes no espaco
subendotelial das artérias e consequentemente levando a doenga aterosclerotica coronariana (DAC). As
particulas de HDL podem ser removidas da circulagdo por “holoparticle HDL receptors” ou HDLR nos
hepatocitos; as particulas de HDL contendo apo E também podem ser removidas da circulagéo por meio do
LDLR hepatico, em uma rota alternativa para a remocéo de colesterol plasmatico. A Lp (a) possui uma
estrutura semelhante ao da LDL, porém com a presenca da apolipoproteina (a) ligada covalentemente por
uma ponte de dissulfeto a ApoB, possui uma estrutura esférica, cerca de 25nm de diametro, densidade
entre 1,05 e 1,12 g/mL. Por razdes ainda desconhecidas a apo (a) evoluiu a partir do gene do
plasminogénio. O plasminogénio contém 5Skrigles que sao estruturas tridimensionais de cadeias pesadas (Kl
a KV). Essa cadeia assemelha-se uma pré-enzima (plasminogénio) que € convertida na enzima fibrinolitica
plasmina, porém, a Lp (a) ndo possui agao fibrinolitica. A Apo (a) ndo contém o Kl a Klll, mas contém 10
subtipos de KIV e uma cépia de KV. O nimero de repeti¢des do KIV é geneticamente determinado podendo
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chegar até 34 diferentes isoformas de apo (a). Estudos in vitro demonstraram que a sintese de apo (a)
ocorre nos hepatocitos e a associagdo desta com a Apo B ocorre na superficie celular. Existem evidéncias
que o receptor de Lp(a) ndo é fundamental na remocéo dessa lipoproteina. A Lp(a) carrega todos os riscos
aterogénicos da particula de LDL, incluindo a propensdo de oxidagdo apds a entrada nas camadas intima e
média das artérias, ocasionando um processo inflamatorio, recrutando macréfagos e esses transformando-
se em células espumosas precursoras da aterosclerose. As concentragdes plasmaticas na populagdo em
geral variam de 0,1 a 300 mg/dL. Segundo a diretriz de risco cardiovascular canadense niveis maiores que
30mg/dL estdo associados a um aumento de risco cardiovascular. Populagdes com ascendéncia africana
tém niveis mais elevados de Lp (a) seguida geralmente pelos sul-asiaticos, caucasianos, hispanicos e
asiaticos do leste. Contudo, a Lp (a) elevada é considerada um fator de risco de doencgas cardiovasculares
independente em todos os grupos raciais estudados até o momento. Estilo de vida e condigées ambientais
ndo demonstram variagdo significativa. Os estudos até o presente momento n&o revelaram uma fungéo
fisiolégica da Lp (a) no transporte ou na regulagdo do metabolismo lipidico. Portanto, permanece
conceitualmente apenas como uma lipoproteina antifibrinolitica devido a homologia ao plasminogénio e pré-
aterogénica em razao da semelhan¢a com a particula de LDL. A Lp (a) tem sido considerada como um risco
independente para doencgas cardiovasculares, por sua semelhanca a LDL, podendo também se acumular
nas camadas intima e média das artérias levando a um processo inflamatorio precursor da aterosclerose.
Todavia, ainda esse assunto permanece discrepante na literatura devido a controvérsias evidenciadas em
alguns estudos como demonstrou Huffman Mark e colaboradores em uma populacgédo de sul- asiaticos na
qual os niveis de Lp (a) ndo se associaram a aterosclerose carotidea. Outros autores revelaram uma
associagdo entre niveis elevados de Lp (a) e o espessamento e ou placas carotideas sendo responsavel
pelo recrutamento de macréfagos e posteriormente transformados em células espumosas as quais sdo
responsaveis pelo espessamento e presenca de placa carotidea.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliagdo das relagdes entre as concentragdes de Lp(a) com a presenga de placas aterosclerdticas
carotideas e a espessura da camada intima e média das carétidas (cIMT) em individuos assintomaticos.
Objetivo Secundario:

a- Avaliar a Lp(a) com variaveis clinicas, como sexo, idade, etnia, pressédo arterial, dados de antropometria
(peso corporal, altura, circunferéncia de cintura, circunferéncia de quadril, produto
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de acumulo lipidico) e indices de avaliagdo da rotina de atividade fisica (indice de esporte, de trabalho, de
tempo livre e geral). b- Avaliar a Lp(a) com as seguintes variaveis bioquimicas: perfil lipidico (colesterol total,
HDL-C, LDL-C, VLDL-C triglicérides, apoA-l, apoB100 e o tamanho da HDL) proteina C reativa (PCR),
atividade de paraoxonase-1 (PON1), marcadores de fungdo hepatica (alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, glutamil transferase e fosfatase alcalina), fungdo renal (ureia, creatinina, acido urico) e

tireoidiana (horménio estimulante da tireoide e tiroxina livre).

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Este protocolo de pesquisa ndo envolve riscos previsiveis aos individuos, uma vez que consiste em uma
andlise de dados (estudo retrospectivo). Estdo garantidos nos protocolos da pesquisa em questdo (banco de
dados) a integridade dos participantes no que diz respeito a preservagdo de sua identidade, sigilo e
confidencialidade dos resultados de seus exames.

Beneficios:

Os beneficios da pesquisa se traduzem em resultados com possivel aplicabilidade nas politicas de avaliagédo
de risco cardiovascular.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa & de responsabilidade de Victor Franca, com a participacédo de Eliana Cotta de Faria e Vanessa
Helena de Souza Zago. Trata-se de projeto de Mestrado.

O protocolo estd bem escrito, detalhado e claro. A metodologia é adequada e factivel. Sera realizado um
estudo retrospectivo a partir de dados de voluntarios que participaram do Projeto Tematico FAPESP
n°2006/60585-9 “Relacdo da concentragdo de HDL-C com o metabolismo de colesterol em monécitos e no
plasma humano” (aprovagédo CEP 120/2007, anexo |) entre os anos de 2008 e 2013 na cidade de Campinas
- SP. A populacdo sera composta por 327 voluntarios, com idade entre 19 e 75 anos, de ambos os sexos.
Nao foram caracterizados dados como orientacdo sexual, identidade de género e grupos sociais
determinados por aspectos socioecondmicos, nem incluidos grupos vulneraveis. O processo de selegdo de
voluntarios foi previamente descrito por Parra e colaboradores e envolveu o estabelecimento de um
convénio com a Secretaria Municipal de Satide de Campinas em 2008 com longa duragdo. Neste convénio
ficou estabelecido o envio mensal do perfil lipidico (colesterol total, LDL-C, HDL-C e triglicérides) de todos os
individuos que espontaneamente buscaram atendimento médico nos 64 postos de salide deste municipio. A
partir destes resultados foi feita a triagem inicial para inclus@o de voluntarios com idade entre 19 e 75 anos,
com concentracdo plasmatica de LDL-C e triglicérides inferiores ou
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iguais a 130mg/dL e 150mg/dL, respectivamente. Apos a triagem inicial foi realizado contato telefénico e
aplicado um questionario que permitiu o convite a mais 1500 voluntarios para comparecer ao Hospital de
Clinicas (HC) da UNICAMP para a avaliacdo clinica e laboratorial inicial, chamada visita 1. Desta forma, os
voluntdrios que compdem a presente proposta correspondem a todos os que compareceram nesta fase. Os
voluntarios desta proposta compareceram ao HC/UNICAMP para realizagdao de exame clinico completo para
avaliagdo da saude geral. A pressdo arterial sistolica e diastélica (mmHg) foi aferida indiretamente através
da artéria braquial mantendo iguais procedimentos de posicdo e tempo determinados. Todos os individuos
responderam um questionario padronizado sobre uso de medicamentos, tabagismo, histérico familiar de
DAC precoce e outras condigdes pré-existentes. A etnia foi auto referida e respondida conforme vontade e
critério do proprio voluntario. Na admissdo foi aferido o peso corporal (kg), altura (cm), circunferéncia de
cintura (CC), e circunferéncia de quadril (CQ). A partir destas medidas foi calculade o indice de massa
corpérea (IMC, kg/m2), a razdo CC/CQ e CC/altura, todos considerados marcadores de adiposidade.
Determinagdes laboratoriais: O sangue venoso periférico dos voluntarios foi coletado na admissdo apos
jejum de 12 horas para a separacdo de soro e plasma EDTA por centrifugacdo (4°C, 1000 g, 10 minutos).
Parte do soro foi analisada imediatamente na Secdo de Bioquimica Clinica e Fisiologia Clinica do Hospital
de Clinicas/Unicamp onde foram determinados em sistema automatizado Modular®Analytics Evo (Roche
Diagnostics, Burgess Hill, West Sussex, UK) utilizando reagentes Roche Diagnostics® (Mannheim,
Germany)e parte do soro e do plasma EDTA foi armazenada a -80°C até as analises. A determinagao da
espessura média da camada intima-média da artéria carétida (EIMc) foi realizada por um unico radiologista
do Servigo de Radiologia do Hospital de Clinicas / Unicamp. No procedimento, os sujeitos foram avaliados
em decubito dorsal, com a cabega elevada em cerca de 20 graus e girados para aproximadamente 45
graus, utilizando um sistema transdutor linear de 6-9 MHz (ATL HDI 1500 e 3500 Ultrasound System,
Advanced Technology Laboratories Ultrassom, Bothell USA).O protocolo consistiu em varias medidas
longitudinais de segmentos das artérias carotidas comuns, direita e esquerda, na parede distal e a 1 cm da
bifurcagdo Os resultados correspondem a média aritmética das espessuras (em milimetros) das artérias
cardétidas direita e esquerda. O valor de referéncia do EIMc foi considerado menor que 0,9mm. Além disso, a
presenga de placas aterosclerdticas (PA) (ao longo do bulbo e paredes internas da carotida 1,5mm) foi
relatada. Critério de Inclusdo: Serdo incluidos neste estudo voluntarios que do Projeto Tematico FAPESP n°
2006/60585-9 , intitulado “Relagdo da concentracdo de HDL-colesterol com o metabolismo de colesterol em
mondcitos e no plasma humano”, executado entre os anos de 2008 e 2013 apos
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autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas (parecer
n®120/2007).Como critérios de inclusdo serdo utilizados a idade (entre 19 e 75 anos), ndo tabagistas e que
ndo faziam uso de medicamentos reconhecidos por interferir no metabolismo lipidico. Critério de Exclusao:
Serdo excluidos os voluntarios que reportaram ou tiveram exames laboratoriais que evidenciaram doencgas
metabolicas, renais, hepaticas ou tireoidianas, pois ndo caracterizam individuos assintomaticos.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Além do relatério de pesquisa, foi encaminhada a folha de rosto da CONEP assinada pelo pesquisador e
complementada por autorizagédo do Diretor Associado da FCM/UNICAMP. O pesquisador solicita a dispensa
do TCLE com a seguinte justificativa: “Por ser um estudo retrospectivo de analise de dados, que nédo
envolvera recrutamento nem atendimento a voluntarios, sera solicitada a dispensa do uso de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, uma vez que nao ha riscos previsiveis aos participantes. Estédo
garantidos nos protocolos da pesquisa em questdo (composigdo do banco de dados) a integridade dos
participantes no que diz respeito a preservacao de sua identidade, sigilo e confidencialidade dos resultados
de seus exames. Os dados que serdo analisados nesta proposta foram obtidos entre durante a vigéncia do
projeto tematico FAPESP n° 2006/60585-9, intitulado “Relagdo da concentragdo de HDL-colesterol com o
metabolismo de colesterol em monécitos e no plasma humano”, executado entre os anos de 2008 e 2013
ap6s autorizagdo do Comité de Etica em Pesquisa(CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas (parecer n°
120/2007).".

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado, com dispensa do TCLE.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na

integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em

qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

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

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

Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

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

- Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste

parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

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

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

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagédo
Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/08/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1407140.pdf 09:51:42
Cronograma cronograma.pdf 15/08/2019 | Victor Franca Aceito

09:49:56
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Projeto Detalhado / |Novo_projeto_Lpa140819.pdf 15/08/2019 | Victor Franca Aceito
Brochura 09:47:02
Investigador
Qutros Parecer_CEP_FCM_2007.pdf 08/08/2019 | Victor Franca Aceito
11:35:13
Qutros AtestadoMatricula.pdf 08/08/2019 | Victor Franca Aceito
11:33:20
Qutros Cracha.pdf 08/08/2019 | Victor Franca Aceito
11:32:24
Outros VANESSA_C_RESUMIDO.pdf 08/08/2019 | Victor Franca Aceito
11:25.07
Outros Eliana_C_Resumido.pdf 08/08/2019 | Victor Franca Aceito
11:24:.07
Qutros 2017 _Prefeitura.pdf 08/08/2019 | Victor Franca Aceito
11:21:55
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 08/08/2019 | Victor Franca Aceito
Assentimento / 11:19:51
Justificativa de
Auséncia
Orgamento orcamento.pdf 08/08/2019 | Victor Franca Aceito
11:08:19
Folha de Rosto folha_rosto.pdf 08/08/2019 | Victor Franca Aceito
11:05:24

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

CAMPINAS, 27 de Setembro de 2019

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador(a))
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