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LISTA DE ABREVIATURAS:

ABC - “cassete”transportador de ligantes, quando de adenosina vem seguido de
A (i.e.ABCA1), e quando de guanosina vem seguido de G (i.e.ABCG1)
ALT — alanina aminotranferase

AMPc — adenosina 5’monofosfato ciclico

Apo — apolipoproteina

AST —aspartato aminotransferase

AVC - acidente vascular cerebral

C.Abdo. — circunferéncia abdominal

CETP - proteina de transferéncia de colesterol éster

DAC - doenca arterial coronaria

DM - diabetes mellitus

DMF - dilatacdo mediada por fluxo

DMN - dilatagdo mediada por nitrato

ECG - eletrocardiograma ou monitorizagéo eletrocardiografica
EL - lipase endotelial

eNOS - sintase de oxido nitrico endotelial

GMPc - guanosina 5’monofosfato ciclico

gp — glicoproteina

HAS - hipertensao arterial sistémica

HDL-C - lipoproteina de alta densidade

HF - histérico familiar de doencga coronaria

HL - lipase hepatica

ICAM-1 — molécula de adeséo intracelular-1

IL — interleucina (i.e.IL-6 = interleucina-6)

IMC - indice de massa corporal

LDL-C - lipoproteina de baixa densidade

LCAT - lecitina colesterol acil transferase

LP — lipoproteina

LPL —lipase lipoproteica



NF-Kappa B - fator nuclear Kappa B

NO - éxido nitrico

NOS - sintase de 6xido nitrico

PA — presséo arterial

PAD - presséo arterial diastdlica

PAI-1 — inibidor de ativador de plasminogénio-1
PAS — pressao arterial sistdlica

PLTP - proteina de transferéncia de fosfolipides
PON - paroxonase (i.e.PON1 = paroxonase 1)
PPAR - receptor ativado de proliferador de peroxissoma
QM — quilomicrons

RQM - remanescentes de quilomicrons

SR-B1 - receptor “scavenger” B1

TG - triglicérides

TNF — fator de necrose tumoral

TRF — taxa de remocao fracional

TRF-CE - taxa de remocéao fracional de colesterol éster
TRF-TG - taxa de remocao fracional de triglicérides
t-PA — ativador de plasminogénio tecidual

TX — tromboxane

VCAM-1 — molécula de adesao vascular-1

VLDL-C - lipoproteina de muito baixa densidade
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RESUMO

Benjo, A.M.. Avaliagdao da fungcao endotelial e da cinética de quilomicrons
em homens saudaveis com reducgao isolada do HDL-colesterol: agdao da
niacina . Sao Paulo, 2004. 144p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina,

Universidade de Sio Paulo.

A aterosclerose € um processo inflamatoério crénico e sistémico, responsavel
pelo surgimento de eventos cardiovasculares, uma alteracdo precoce na
aterosclerose € a disfuncdo endotelial. Fatores de risco classicos, em geral,
associam-se a aterosclerose. Porém, cerca de 35% dos coronariopatas néo
apresentam estes fatores. Estudos tém relacionado concentragdes baixas de
HDL-C com coronariopatia e disfuncdo endotelial. Sabe-se também que a
lipemia pos-prandial esta relacionada alteracbes na cinética de quilomicrons
(QM) e associa-se a doenga coronaria.

Nossa hipotese foi que concentragcdes baixas de HDL-C, isoladamente,
estariam associadas a disfuncdo endotelial e a diminuicdo da remocgao de
remanescentes de quilomicrons; e que o tratamento com niacina de liberagao
lenta poderia reverter estes efeitos.

Estudamos 30 pacientes com HDL-C inferior a 40 mg/dl e 11 controles.
Avaliamos a fungédo endotelial por ultra-sonografia de alta resolugao da artéria
braquial aferindo a dilatagdo mediada pelo fluxo (DMF) e pela dilatagao
mediada pelo nitrato (DMN). Avaliamos também a cinética de quilomicrons
utilizando a técnica de clearence de quilomicrons artificiais.

Idade e altura foram similares em ambos os grupos, porém os pacientes do
grupo HDL-C Baixo apresentavam maior peso, IMC e circunferéncia abdominal.
Os pacientes do grupo HDL-C Baixo apresentaram concentragdes mais baixas
de HDL-C (34,3 +/- 4,6 vs. 50,6 +/- 11,7 mg/dl), p < 0,001. As concentragdes de
Colesterol Total e LDL-C foram semelhantes em ambos os grupos porém, as
concentragdes basais de triglicérides e glicemia foram mais elevadas no grupo
HDL-C Baixo (113,1 +/- 43,9 vs. 78,9 +/- 35,1; e 96,2 +/- 8,6 vs. 89,9 +/- 7,8),
p<0,02 e <0,05 respectivamente. A DMF e a taxa de remocao fracional de
colesterol éster (TRF-CE) foram menores no grupo HDL-C Baixo (7,4 +/- 4,1
vs. 12,8 +/- 4,6%; e 0,0036 +/- 0,0051 vs. 0,0122 +/- 0,0084 0,0036 +/-
0,0051min'1), p < 0,001 e < 0,008 respectivamente; a DMN e a taxa de remoc¢ao
fracional de triglicérides (TRF-TG) foram similares. Os 22 pacientes
apresentaram DMF diminuida (< 8 %) e foram divididos aleatoriamente em 2
grupos de 11 individuos. Um grupo recebeu 1,5 g/dia de niacina de liberagao
lenta e o outro placebo. Apés 3 meses de tratamento os pacientes do grupo
niacina apresentou normalizagdo da DMF que aumentou de 5,44 +/- 1,89%



para 11,13 +/-3,4%, p <0,01. Os demais parametros ndo se alteraram em
ambos os grupos.
Baixas concentragcdes de HDL-C associaram-se a disfungdo endotelial, pela
menor DMF, e a menor TRF-CE, ou seja maior permanéncia de RQM. A niacina
corrigiu a disfungcdo endotelial sem agir nas concentragdes lipidicas ou na
cinética de lipides.
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Benjo, A.M. Endothelial function and chylomicron-like emulsion kinetics
assessment in healthy men with isolated low HDL-cholesterol: Niacin’s
effect Sao Paulo, 2004. 144p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo

Atherosclerosis is a chronic and systemic inflammatory process that causes the
cardiovascular disease. Classical risk factors are, in general, associated to
atherosclerosis; however about 35% of the patients do not have those factors.
Low HDL-C has been associated to coronary artery disease (CAD) and
endothelial dysfunction. Postprandial lipemia is related to changes in
chylomicron kinetics and are also related to CAD.

Our hypothesis were that low HDL-C would be associated to endothelial
dysfunction and slower clearence of chylomicron and remnants; and that
treatment with slow release niacin could revert those abnormalities.

We studied 30 men with 40 mg/dl or less of HDL-C and 11 controls. We used
high resolution ultrasonography on the brachial artery to evaluate flow-mediated
dilation (FMD) and nitrate-mediated dilation (NMD) to estimate the flow
independent dilation. We also assessed chylomicron kinetics trough the
chylomicron-like emulsion clearence technique.

Both groups were comparable regarding age, height and total cholesterol and
LDL-C concentrations. The low HDL-C group had higher weight, body mass
index, abdominal circumference and triglycerides and glucose concentrations
(113.1 +/- 43.9 vs. 78.9 +/- 35.1; and 96.2 +/- 8.6 vs. 89.9 +/- 7.8), p<0.02 and
<0.05 respectively. This group also had lower concentrtions of HDL-C (34.3 +/-
4.6 vs. 50.6 +/- 11.7 mg/dl, p < 0.001) as expected. The FMD and the
cholesterol ester fractional clearence (CEFC) were reduced in the low HDL-C
group (7.4 +/- 4.1 vs. 12.8 +/- 4.6%; and 0.0036 +/- 0.0051 vs. 0.0122 +/- 0.0084
vs. 0.0036 +/- 0.0051min™", p < 0.001 and < 0,008 respectively). The NMD and
the triglycerides fractional clearence were similar in both groups. Twenty two low
HDL-C patients had a reduced FMD (< 8%) and were randomized in 2 groups of
eleven. 1.5 g/day of niacin were given to the first group while the other received
placebo. After 3 months the niacin treated patients showed a normalization of
FMD (from 5.44 +/- 1.89 to 11.13 +/-3.4%, p <0,01) while the placebo group had
no changes (from 5.21 +/- 2.07 vs. 5.69 +/- 2%) . The other variables remained
unmodified.

In conclusion, low concentrations of HDL-C were associated with endothelial
dysfunction and slower chylomicron clearence. Niacin corrected the endothelial
dysfunction without affecting the lipids concentration or chylomicron kinetics.
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Introducgao

Aterosclerose

A aterosclerose é um processo inflamatério crénico, sistémico,
responsavel pelo surgimento de eventos cardiovasculares, que sao a
principal causa de mortalidade no Brasil e nos paises ocidentais (Lotufo,
1996).

A aterosclerose se inicia precocemente com alteragbes anatémicas
do tipo estrias gordurosas, que ja sdo encontradas na infancia e na
juventude, como demonstrado no estudo PDAY (McGill Jr. et al, 2000). Seu
desenvolvimento tem magnitude e rapidez variaveis, conforme predisposi¢céao
genética e exposicdo ambiental a fatores de risco.

Diversos mecanismos estao envolvidos na formacéo e progressao da
placa aterosclerética, em especial a disfungéo endotelial (Kinlay et al, 2001;
Luscher, 1994 ; da Luz et al, 2003). Entre as fun¢gdes mais importantes do
endotélio relacionadas com a formacao da aterosclerose estdo a modulagao
do ténus e da dilatagao vascular, dos mecanismos inflamatérios e de
coagulagao.

As lesbes aterosclerdticas iniciam-se apds algum tipo de agressao a
camada endotelial (Ross, 1995 e 1999; Libby et al, 2002) levando a disfungao
endotelial como o evento inicial do processo aterogénico. Apds este fato
ocorrem diversos eventos, como a expressao de sitios de ligagdo de

leucdcitos, a producao de fatores de crescimento, moléculas quimiotaticas e



vasoativas; a alteragcdo nas capacidades de oxi-reducdo de LDL-C e de
resposta as lipoproteinas oxidadas, na capacidade de expressar atividade pro e
anticoagulantes, e na modulacao da permeabilidade vascular; da interagéo LDL-
C-macrofagos formam-se células espumosas e ha migracao e proliferagédo de
células musculares lisas , bem como producéo de matriz. Esses fatores levam a
lesdo na camada intima da parede arterial aumentando a permeabilidade
endotelial a lipides, mondcitos, linfécitos T e plaquetas circulantes. A complexa
interacao desses e de outros fatores leva ao desenvolvimento e progressao da
placa aterosclerotica.

A aterosclerose também apresenta diversas caracteristicas de uma
tipica doencga inflamatdria, na qual ocorrem muitas reacbes celulares e
moleculares. Varios marcadores de resposta inflamatéria aguda, como
proteina C reativa e citocinas proé-inflamatérias, tém sido relacionados a
gravidade, prognéstico, extensao e agudizagao da doenga. O processo inflamatério
na placa vascular consiste na migracdo leucocitaria para o subendotélio e a
complexa interagéo entre células endoteliais, plaquetas, e leucdcitos (Williams et

al, 1998; Ross, 1999).

Fatores de risco cardiovascular

InUmeros estudos epidemioldgicos prospectivos, como o0s de
Framingham (Kannel et al, 1961) e o PROCAM (Assmann et al, 2002),
estabeleceram que alguns fatores se associam ao aparecimento das

manifestagdes clinicas da doenca arterial coronaria (DAC).



Nos estudos de Framingham demonstrou-se um risco cardiovascular mais
precoce em homens do que em mulheres. No estudo PROCAM s6 foram
analisados homens. Em ambos, idade, histéria familiar (HF), hipertensao arterial
(HAS), diabetes mellitus (DM), hipercolesterolemia (em especial o0 aumento nas
concentragoes de LDL-C) e tabagismo foram os fatores de risco principais,
ficando estes e o0 sexo masculino definidos como os fatores de risco classicos.

A importancia destes fatores de risco € comprovada por diversos
outros dados. Por exemplo, a redugao das concentragdes de LDL-C diminuiu
o0 numero de eventos cardiovasculares e mortalidade global, tanto em
prevencao primaria, como nos estudos WOSCOPS (Shepherd et al, 1995),
AFCAPS/TexCAPS (Downs et al, 1998), HPS (2002) e ASCOT-LLA (Sever
et al, 2002), quanto secundaria, como no 4S (1994), no CARE (Sacks et al,
1996) e no LIPID (1998).

Collins et al (1990), avaliando a relagcado da presséao arterial diastdlica
com risco para AVC (acidente vascular cerebral) e DAC, em meta-analise de
estudos com anti-hipertensivos, demonstraram que a diminuicdo dos valores
pressoricos esta diretamente relacionada a diminuicdo de acidentes
vasculares cerebrais e eventos coronarios. Comparando a importancia do
diabetes mellitus em brancos e negros, Cooper et al (1984) encontraram
impacto importante na mortalidade em ambos os grupos. Winniford (1990)
descreve que o tabagismo aumenta o risco cardiovascular por diversos
mecanismos, tais como a ativacao do sistema nervoso simpatico, o aumento
na reatividade plaquetaria e nas concentragdes de fibrinogénio, e a redugéo

das concentracées de HDL-C. O impacto do tabagismo é de tal monta na



incidéncia de eventos cardiovasculares que mesmo o consumo de 1 a 4
cigarros por dia, aumenta a chance de infarto ndo fatal e de doenca
coronaria fatal em 2 vezes ( Willet et al, 1987). Além disso Wilson et al
(1999) demonstraram que o numero de fatores de risco tradicionais esta
significativamente associado a extensdo e a gravidade da doencga arterial

coronaria.

Observagdes mais recentes no entanto indicam que
aproximadamente 35% dos pacientes com DAC n&o tém fatores de risco
convencionais (Favarato e da Luz, 1998). Outros fatores de risco cogitados
incluem Proteina C Reativa ultra-sensivel elevada, LP(a) (lipoproteina (a))
elevada, processos infecciosos (Chlamydia e H.pylori por exemplo) e

hiperhomocisteinemia.

Nosso interesse no presente estudo € o HDL-C baixo, um fator de
risco ja conhecido e cada vez mais valorizado. Analisamos especificamente
sua relagdo com a fungao endotelial e a cinética de lipides. Para dar uma
visdo mais abrangente do papel do HDL-C segue-se uma sintese sobre suas

fungdes fisioldgicas e sua importancia fisiopatologica.

Metabolismo do HDL-C e Transporte Reverso do Colesterol

Uma gama de particulas de densidade de 1.063 a 1.125 g/ml é
denominada HDL-C ou lipoproteina de alta-densidade (O’Conell e Genest,

2001); sdo compostas por proteinas, em especial as apolipoproteinas A-l e



A-ll e uma monocamada de fosfolipides, em especial fosfatidilcolina, com
pequena quantidade de colesterol livre, apresentando em seu interior

esteres de colesterol e triglicérides.

Parte do HDL-C ¢ sintetizado pelo figado; a Apo (apolipoproteina) A-I
la produzida se associa a fosfolipides formando o pré-B HDL-C, discdide;
outra parte é originada no plasma a partir de componentes de superficie de
lipoproteinas ricas em triglicérides liberados durante a remodelagéo
intravascular mediada pela lipase lipoprotéica (LPL) (von Eckardstein et al,
2001; Deckelbaum et al, 1986). O HDL-C recém formado, pobre em lipides
remove colesterol e fosfolipides de membranas celulares de tecidos
periféricos, células endoteliais em especial (Savion, Kotev-Emeth, 1989), por
intermédio do ABCA1 (“cassete” transportador de ligantes de adenosina
trifosfato A1 ou “ATP-binding cassette transporter A1”). A deficiéncia de
ABCA1 resulta na diminuicdo ou na auséncia de HDL-C em humanos e
animais (Attie et al, 2001), sendo seu exemplo mais conhecido a doenga de
Tangier e hipoalfalipoproteinemia familiar, ambas associadas a doenga

coronariana precoce.

O colesterol adquirido pelo HDL-C é entdo esterificado pela lecitina
colesterol acil transferase (LCAT), proteina secretada pelo figado e
localizada na superficie do HDL-C, com a particula de HDL-C modificando
sua forma para esférica, ficando o colesterol estereficado no nucleo
hidrofébico e os fosfolipides e o restante do colesterol ndo estereficado na
superficie. Este HDL-C, agora denominado HDL-C 3, continua crescendo

vindo a tornar-se o HDL-C 2 ao receber mais colesterol livre, que é também



estereficado pela LCAT; entretanto neste estagio o transporte do colesterol
nao mais ocorre por intermédio do ABCA1, mas sim por difusdo passiva ou

intermédio do SR-B1 (receptor “scavenger” B1) (Phillips et al, 1998).

O HDL-C 2 realiza trocas de colesterol e triglicérides (TG) com as
particulas de LDL-C e VLDL-C por intermédio da proteina de transferéncia
de colesterol éster (CETP) plasmatica; ele também recebe colesterol livre e
fosfolipides de VLDL-C, hidrolisadas pela lipase lipoprotéica (LPL), por
intermédio da proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP). Essa relagéo
do HDL-C com as demais lipoproteinas, realizada pelas CETP e PLTP, é
fundamental para a remocéo do excesso de colesterol periférico, tanto para
0 uso no metabolismo quanto para sua reciclagem, e tem impacto no
tamanho, na composicao e nas concentragdes de HDL-C, regenerando sua
funcdo para continuidade do processo de transporte reverso direto do
colesterol (Wang e Briggs, 2004). Esse processo permite também um
mecanismo de transporte reverso indireto do colesterol com as LDL-C e as
VLDL-C que receberam este excesso de colesterol éster sendo captadas no

figado por receptores de LDL (Gotto Jr e Brinton, 2004).

A degradacao do HDL-C no figado ocorre pela retirada de colesterol
éster mediada pelo SR-B1 e pela hidrolise dos triglicérides, pela lipase
hepatica (HL). A Apo A-l restante é reciclada para formagdo de novas
particulas de HDL-C (von Eckardstein et al, 2001; Attie et al, 2001). Além
disso outra lipase, a endotelial (EL), parece regular as concentragbes e
funcdo do HDL-C por hidrolisar seus fosfolipides (McCoy et al, 2002). Outra

via de degradacdo do HDL-C é o clearence renal de Apo A-l pelo complexo



cubulina/megalina, amplamente expresso no rim (von Eckardstein et al,

2001). A Figura 1 sintetiza o transporte reverso do colesterol.
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Figura 1: TRANSPORTE REVERSO DO COLESTEROL (TRC). O colesterol livre sai dos tecidos periféricos, dos macrofagos
por exemplo, por intermédio do “cassete” transportador de ligante de adenosina (ABCA1) indo para a lipoproteina de alta
densidade (HDL) nascente rica em apo-Al. Quando a lecitina colesteroacil transferase (LCAT) esterifica a lecitina desta HDL
ha a formagdo de HDL2 maduro que troca colesterol éster (CE) por triglicérides com as demais lipoproteinas, isto ¢ mediado
pela proteina de transferéncia de colesterol éster (CETP); estes triglicérides sdo posteriormente hidrolisados pela lipase
hepatica (HL). O CE restante na HDL2 ¢ removido do plasma pelo receptor “scavenger” Bl (SR-B1) no figado (TRC “direto”)
resultando numa particula de apo Al pobre em lipides susceptivel a filtragdo glomerular e endocitose pelos receptores
cubulina/megalina no rim. O CE transferido para VLDL, IDL e LDL (lipoproteinas densidades muito baixa, intermedidria e

baixa respectivamente) € retirado no figado pelos receptores de LDL (LDL-R). No figado o colesterol é excretado pela bile.

mLDL = LDL modificada. ~Adaptado de Gotto Jr. e Brinton, J Am Coll Cardiol, 43: 719 2004.



Como dito antes, o ABCA1 media a transferéncia de colesterol e
fosfolipides das células periféricas para o HDL-C “jovem” ou “nascente’,
ainda com poucos lipides, realizando o primeiro estagio do transporte
reverso do colesterol. Um de seus mecanismos de acao € a modificagao da
distribuic&o lipidica na membrana celular facilitando o acoplamento da Apo
A-l a sua superficie (Chambenoit et al, 2001). Além das mutagbes que
diminuem a expressdo do ABCA1 e as concentragbes de HDL, como na
doenga de Tangier e na hipoalfalipoproteinamia (Marcil et al, 1999; Remaley
et al, 1999; Mott et al, 2000),também ja foi descrito polimorfismo que parece
estar associado a elevagdo de ambos, ABCA1 e HDL-C (Wang et al, 2000),
demonstrando sua correlacdo direta. Além deste, outros ABCs relacionam-
se ao metabolismo lipidico, o ABCG1, parece mediar o efluxo de colesterol e
fosfolipides de macrofagos para o HDL-C3 (Klucken et al, 2000), e os
ABCG5 e ABCGS, tém papel no efluxo dos esterdis da dieta da luz do
enterdcito de volta ao lumen intestinal e do figado aos canais biliares (Berge

et al, 2000; Yu et al 2002).

Em relagdo as demais enzimas e proteinas citadas que atuam no
metabolismo do HDL-C e no transporte reverso do colesterol, sabemos por
exemplo que a LCAT também esterifica o colesterol associado a Apo B no
LDL-C (Furbee, 2002) e que a deficiéncia dela parece aumentar o risco de
aterosclerose e coronariopatia (Funke, 1993). E sabido também que o SR-
B1 é uma proteina de membrana induzida pela ativacdo de PPARSs (receptor
ativado de proliferador de peroxissoma) a e y (Chinetti, 2000) que se liga

tanto ao LDL-C quanto ao HDL-C, porém por estruturas diferentes; de forma



interessante, pequenas elevagdes em suas concentragcdes se relacionam a
inibicdo da aterosclerose, enquanto grandes elevagbes ndo demonstram
este papel (Ueda et al, 2000). Ja a EL que é aumentada pelo estresse de
cisalhamento e por citocinas como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), quando expressada em cobaias diminuiu
significativamente as concentragcées de HDL-C e Apo A-l (Jaye et al, 1999).
Sobre a HL sabe-se que sua deficiéncia em humanos causa
hipertrigliceridemia e elevagdo das concentragbes de HDL-C, porém das

particulas de HDL grandes e ricas em triglicérides Demant et al, 1988).

Ainda sobre as enzimas e proteinas citadas que atuam no
metabolismo do HDL-C e no transporte reverso do colesterol, a LPL tem
papel primordial no transporte reverso do colesterol por realizar a hidrolise
de triglicérides do VLDL-C provendo componente de superficie para a
producao de HDL-C (Wang e Briggs, 2004); pérem, quando sua atividade
esta elevada nos macrofagos e na parede vascular ela é aterogénica, ja
quando elevada nos demais sitios € benéfica e anti-aterogénica (Babaev et
al, 1999). Por outro lado, a CETP media a transferéncia de triglicérides do
VLDL-C para o LDL-C e o HDL-C, bem como a de colesterol éster do LDL-C
para o VLDL-C e o HDL-C; sua neutralizagcdo por anti-corpos reduz as
concentragdes de LDL-C e de VLDL-C e aumenta as concentragcdes de HDL-
C em animais (Evans et al, 1994; Zuckerman e Evans, 1995). Ja a PLTP
que media a troca e transferéncia de fosfolipides entre VLDL-C e HDL-C,
quando diminuida em animais, associa-se a concentragdes reduzidas de

HDL (Jiang et al, 1999; Qin et al, 2000). O melhor conhecimento do



melhor conhecimento do metabolismo destas enzimas e proteinas podera

gerar terapéuticas para elevar as concentragées de HDL-C.

Outros Papéis Fisiologicos do HDL-C

Além de atuar no transporte reverso do colesterol o HDL-C tem papel
importante em multiplos processos metabdlicos. Por exemplo, o HDL-C atua
em diversos niveis nos mecanismos inflamatorios, como por exemplo, na
modulagdo de expressdo de citocinas , em especial na inibigdo do NF-
Kappa-B (fator nuclear Kappa B) (Cockerill et al, 1994; Oconell e Genest,
2001). Outra funcdo do HDL-C € aumentar as concentragbes de PGI2
(prostaglandina-12) tanto por prolongar sua meia vida, quanto por
incrementar sua produgcdo por diversos mecanismos (Yui et al, 1988;
Pomerantz et al, 1985; Tamagaki, 1996). Além disso, Sampietro et al (2002)
demonstraram que individuos com HDL-C e Apo A-l baixos apresentam
concentracdes elevadas de proteina C reativa, questionando se o HDL-C

reduzido, por si mesmo, ja ndo € uma condigao pré-inflamatéria.

Por outro lado, foi demonstrado que individuos com concentragdes de
HDL-C permanentemente baixas apresentam disfungcdo endotelial e maior
oxidagdo de LDL-C. Experimentalmente observou-se que a LDL-C oxidada
transloca a eNOS (sintase de oOxido nitrico endotelial) das cavéolas para o
compartimento interno da membrana, e o HDL-C tem capacidade de reverter

este fendbmeno (Toikka et al, 1999; Uittenbogaard et al, 2000). Grande parte
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do efeito anti-oxidante do HDL se deve a paraoxonase, ou PON1, enzima
especifica do HDL, associada a Apo A-l que é responsavel pela hidrélise de
peroéxidos lipidicos e destruicdo de moléculas inflamatérias, ou de
lipoproteinas que podem alterar o metabolismo do HDL-C; recentemente
propriedades similares tém sido descritas em outros membros da familia das
paraoxonases, a PON2 e a PON3. Sabe-se também que variantes menos
ativas da PON1, como a PON1 192 se associam a maior incidéncia de

coronariopatia (Mackness et al, 2002).

Sabe-se também que o HDL-C possui papel fundamental no controle
da hemostasia. Como visto antes, o HDL-C aumenta a producédo de eNOS e
consequentemente de NO (éxido nitrico). O NO aumenta o GMPc
(guanosina 5’monofosfato ciclico) das plaquetas, diminuindo sua ativagao.
Por outro lado, o HDL-C aumenta a sintese de PGI2 por aumento de AMPc
(adenosina 5’monofosfato ciclico), e isto gera diminuigdo da disponibilidade
do calcio do citosol, o que leva a menor ativagédo das vias da ciclooxigenase
e da proteina C quinase, com consequente menor ativagao plaquetaria por
diminuicdo na formacdo de tromboxane (TX) A2 e nado exposi¢cao de
receptores de superficie, como as glicoproteinas (gp) Ib e llb/llla (Chen,
Mehta, 1994; Sugatani et al, 1996; Naqvi et al, 1999). Concomitantemente
o HDL-C diminui a concentracdo do fator de von Willebrand, aumenta a
atividade das proteinas C e S, e reverte a acdo da LDL-glicada na
diminuicao de t-PA (ativador de plasminogénio tecidual) e aumento de PAI-1
(inibidor de ativador de plasminogénio-1) (Rosenson e Lowe, 1998; Giriffin et

al, 1999; Ren e Shen, 2000).
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Demonstrou-se também que o HDL-C pode prevenir a apoptose
gerada pela LDL-C oxidada e por TNF (fator de necrose tecidual), seja por
acgao direta, seja por supressao de caspases (Suc et al, 1997; Sugano et al,

2000).

Uma forma direta de analisar os efeitos do HDL-C ¢é a infuséo
endovenosa de HDL-C reconstituido. Utilizando esta técnica, Pajkrt et al
(1996 e 1997) pré-trataram pacientes com HDL-C reconstituido antes de
infundir uma endotoxina, e encontraram uma inibicdo das
lipopolissacaridases, tanto por ligagdo direta, quanto por inibicdo da
expressao de CD14 nos mondcitos, com diminuicdo dos sintomas da
endotoxemia. Tais efeitos provavelmente se deveram a diminuicio
importante na liberacdo de TNF e interleucinas 6 e 8, ao aumento na
expressdo de CD11b/CD18 nos granulécitos, a redugdo na agregagao
plaquetaria estimulada por colageno, e a diminuicdo na ativagcdo da

coagulagao pelas lipossacaridases.

McDonald et al (2003), entretanto, ndo conseguiram demonstrar em
roedores o mesmo beneficio durante choque endotéxico. Nao houve
diminuicdo do TNF-alfa e as cobaias evoluiram com hipotens&o. Porém, eles
demonstraram diminuicdo nas lesdes teciduais renais, pulmonares,
hepaticas e intestinais, bem como nas concentracbes de P-selectina, e de
molécula de adesao intracelular-1 (ICAM-1) no glomérulo renal; isso sugere
que um dos mecanismos de beneficio do HDL-C é relacionado a inibi¢do da

expressao de moléculas de adesao.
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No mesmo sentido Dimayuga et al (1999) demonstraram que a
infusdo de HDL-C reconstituida diminuiu a formacdo de neo-intima em
carétidas lesadas por baldo, em camundongos ApoE (-/-), com alimentagcao
rica em colesterol. Tal efeito aparentemente se deveu a menor expressao de
VCAM-1 (molécula de adesao vascular-1) e a diminuigcdo na infiltracao de

monadcitos/macréfagos.

Ja Angelin et al (2002) observaram em humanos que a infusdo de
HDL-C reconstituido aumenta a excregao fecal de colesterol sob a forma de
esterdides, o que demonstra estimulacdo do transporte reverso de
colesterol, o qual € um mecanismo anti-aterogénico a médio prazo. Em
paralelo a isto, Spieker et al (2002) observaram, também em humanos, que
a infusdo aguda de HDL-C reconstituido em homens hipercolesterolémicos
normalizou disfungao endotelial por aumento da biodisponibilidade de NO, o
que demonstra que mecanismos rapidos também estdo envolvidos nos

efeitos protetores do HDL-C.

Como visto, os mecanismos de acdao do HDL-C sado diversos e
portanto sua participacdo nos mecanismos de aterosclerose e eventos

cardiovasculares é de importancia fundamental.

HDL-C e Doengas Cardiovasculares

Diversas causas, além das genéticas, concorrem para produzir

concentragdes baixas de HDL-C, como o tabagismo, dieta com mais de 60%
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das calorias provenientes de carboidratos e diversas drogas como beta-
bloqueadores, progestagenos e anabolizantes. Além disso destaca-se sua
participacdo na sindrome plurimetabdlica que inclui obesidade,
hipertrigliceridemia, sedentarismo, resisténcia insulinica e diabetes do tipo 2

(Gotto Jr. e Briton, 2004).

Inimeros estudos analisaram o papel do HDL-C nas doencas
cardiovasculares, em diferentes circunstancias. No Cooperative Lipoprotein
Phenotyping Study, a prevaléncia de coronariopatia obstutiva foi de 8% nos
poetadores de HDL-C acima de 45 mg/dl e de 18% naqueles que se mostrou
inferior a 25 mg/dl (Castelli et al, 1977). Recentemente no estudo PROCAM
(Assman et al, 2002) propds-se um escore para calculo de risco de evento
cardiovascular agudo levando em conta além dos fatores de risco
tradicionais, por exemplo, HAS, HF, concentracbes de LDL-C, idade,
tabagismo e diabetes, também trigliceridemia e concentragdes de HDL-C.
Neste estudo o HDL-C baixo aparece como quarto fator de risco mais
importante, a frente de HAS, HF, DM e hipertrigliceridemia. Além disso,
concentracdes baixas de HDL-C sao reconhecidas pela “American Heart
Association” , em seu “National Cholesterol Education Program Adult

Treatment Panel 111" (2001) como preditores de eventos coronarios.

E sabido que os japoneses tém menor mortalidade por DAC que
americanos e australianos. Analisando-se populagdes de criangcas dos 3
paises, notou-se que as japonesas tem as concentragées de HDL-C maiores
que as australianas e as americanas; esta poderia ser uma das causas para

explicar a diferenga na mortalidade (Dwyer et al, 1997). Analisando ainda
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outra populacéo japonesa notou-se também que as concentragdes de HDL-
C sao inversamente proporcionais a incidéncia de DAC em homens de meia

idade (Kitamura et al, 1994).

Seguindo por 13 anos pacientes com DAC comprovada por estudo
angiografico, Miller et al (1992) encontrou como unico fator preditor de
eventos cardiovasculares subsequentes, concentracdes baixas de HDL-C.
Em estudo de angiografia seriada, com ultra-som coronario, von Birgelen et
al (2003) demonstraram uma relagao inversa das concentragbes de HDL-C
com mudancas no tamanho das placas ateroscleréticas no tronco de artéria
coronaria esquerda. Ja Sha e Amin (1992), demonstraram que
concentracdes baixas de HDL-C estavam fortemente associadas a maior
indice de re-estenose coronaria pés-angioplastia, num periodo de 9 meses.
Mais recentemente, Johansen et al (2001) também encontraram
concentracdes baixas de HDL-C como um dos fatores de re-estenose apos 6

meses de angioplastia.

A pravastatina utilizada em coronariopatas diabéticos com LDL-C
normal ou baixo diminuiu 0 numero de eventos em 44%; aparentemente por
aumentar as concentracdes de HDL-C e diminuir as concentracbes de

triglicérides (Sacks et al, 2002).

Avaliando pacientes coronarios com HDL-C e LDL-C baixos, tratados
com gemfibrozil, o estudo VA-HIT (Bloomenfeld Rubins et al, 2001; Robins
et al, 2001) demonstrou que a elevagédo das concentragdes de HDL-C esta
relacionada a menor incidéncia de eventos coronarios e AVC, mesmo sem

acgao significativa nas concentragdes de LDL-C. No mesmo sentido, o estudo
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LOCAT (Frick et al, 1997) seguiu individuos com HDL-C baixo submetidos a
cirurgia de revascularizagao coronaria aleatorizados para gemfibrozil ou
placebo. O grupo tratado desenvolveu menor progressao angiografica da
doenga coronaria e menor formacdo de lesbes nos enxertos, com uma
reducdo de apenas 4,5% nas concentragbes de LDL-C, contra uma

diminuigéo de 36% nos triglicérides e um aumento de 21% no HDL-C.

Concentragdes reduzidas de HDL-C mostraram-se importante fator
preditor de mortalidade em pacientes submetidos a revascularizagao
miocardica. Tais dados foram demonstrados em diversos estudos, de
diferentes paises como a Suécia (Linden et al, 1994) e os E.U.A. (Cleveland)
(Foody et al, 2000). No Brasil, no InCor HC/FMUSP, isto foi demonstrado
pelo Dr. Magalhdes em sua tese de doutoramento (2003). Seguindo 165
pacientes revascularizados durante 6,3 anos, ele observou que aqueles com
concentragdes reduzidas de HDL-C ( < 35 mg/dl ) apresentavam mortalidade
aproximadamente 3 vezes maior que os com HDL-C normal: 20,8% contra
6,3%. Além disso, mais de 70% dos 6bitos em pacientes com HDL-C baixo
tiveram causa cardiovascular. No grupo com HDL-C normal nenhum

paciente faleceu por causa cardiovascular.

O Coronary Drug Project Research Group documentou mortalidade
maior nos individuos com HDL-C baixo apds infarto do miocardio. Além
disso, mostrou nos pacientes tratados com niacina, uma reducdo no numero
de re-infartos, bem como diminui¢ao tardia na mortalidade, 9 anos apés a

descontinuagéo da droga (1975; Berge et al, 1982 ; Canner et al, 1986).
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Estudos com associacdo de niacina com outros hipolipemiantes,
como CLAS Il (Cashin-Hemphill, 1990) e o HATS (Brown, 2001),
demonstraram diminuicdo de eventos cardiovasculares e/ou regressao
angiografica da aterosclerose. Todos estes estudos também se associaram
a alteragdes positivas do perfil lipidico, em especial a elevagdao das

concentragdes de HDL-C.

No entanto, esses estudos clinicos que -consistentemente
documentaram a associacdo HDL-C baixo e eventos aterosclerdticos nao
esclareceram os mecanismos pelos quais o HDL-C baixo causa a doenca

arterial coronaria.

HDL-C, funcao endotelial e risco cardiovascular

Uma alteragcdo precoce e continua na aterosclerose € a disfuncao
endotelial caracterizada, por exemplo, pela perda da capacidade de
relaxamento do vaso mediado por fluxo e/ou por acetilcolina. Tal disfungéo
esta presente desde as fases iniciais da formagdo de placas, até a
instabilizagdo da placa aterosclerética e seus eventos cardiovasculares
resultantes (Ludmer et al, 1986; Celermajer et al, 1992; Adams e Celermajer,
1999; Swaidi et al, 2000; Schachinger et al, 2000; Halcox et al, 2002; da

Luz e Uint, 2003).

Celermajer et al (1994) demonstraram, estudando 500 individuos

clinicamente saudaveis, uma correlagdo da diminuicdo da DMF (dilatagao
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mediada por fluxo) com hipercolesterolemia, tabagismo, pressao arterial
elevada, sexo masculino, idade e histéria familiar de doenga vascular
precoce; ou seja, com os mesmos fatores de risco que tradicionalmente
levam a aterosclerose. Além disso, varios outros estudos também
relacionaram a disfungdo endotelial aos mesmos fatores de risco, e ainda
dislipidemia mista, sedentarismo, menopausa e hiperhomocisteinemia
(Jodoin et al, 1999; Cohen et al, 2000; Dupuis, 1999; Malik et al, 2001;
Celermajer et al, 1993; Celermajer et al, 1996; Raitakari et al, 1999;
Celermajer et al, 1994; Kimura et al, 1999; Takase et al, 1996; Clarkson et al,
1997; Clarkson et al, 1999; Perregaux et al, 1999; Higashi et al, 2001; Saitta

et al, 2001; Woo et al, 1999).

A disfungdo endotelial apresenta valor prognéstico para eventos
cardiovasculares em pacientes com precordialgia tipica e atipica, bem como
para eventos cardiacos em pacientes com lesdes coronarias inferiores a
40%, ou mesmo sem lesdes. Além disso, marca uma pior evolugdo apds

cirurgia vascular e transplante cardiaco (da Luz e Favarato, 2003).

A avaliacdo ndo invasiva da fungao endotelial com ultassom de alta-
resolucdo, vem se mostrando mais pratica que a invasiva, por apresentar
menores riscos e custos. Como dito, quando normal ela possui um excelente
valor preditivo negativo para presencga de doencga arterial coronaria (Kuvin et

al, 2001).

Em suma, a disfuncdo endotelial associa-se a fatores de risco
cardiovasculares, sendo precursora e marcadora de prognostico da doenga

aterosclerdtica; sua detecgcdo € possivel por métodos invasivos e nao-
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invasivos. O tratamento da disfungcao endotelial deve ser um alvo terapéutico
por si mesmo, e deve ser dirigido a reversao da causa basica desta, ou seja,

dos fatores de risco.

HDL-C e fung¢éao endotelial

Em estudo com individuos normais e hipertensos leves, Toikka et al
(1999) relacionaram concentragdes baixas de HDL-C com disfuncéo
endotelial e aumento na oxidagao de LDL-C. Tais dados sao reforcados por
Li et al (2000) e Zhang et al (2000), que demonstraram que a FMD
apresenta correlagao direta com os valores de HDL-C em individuos normais

e coronariopatas, porém em vigéncia de outros fatores de risco.

Além disso, como mencionado anteriormente, Spieker et al (2002)
demonstraram normalizacdo da disfungcdo endotelial com infusdo aguda de

HDL-C reconstituido em homens hipercolesterolémicos.

No unico estudo encontrado sobre terapéutica oral da disfuncao
endotelial causada pelo HDL-C baixo, Kuvin et al(2002) demonstraram que o
uso de niacina elevava as concentracbes de HDL-C e melhorava a fungao
endotelial em pacientes coronariopatas com outros fatores de risco. Com
adicdo de HDL-C a cultura de células vasculares, houve uma maior
expressao da eNOS. Eles concluiram que esta maior expressao da eNOS
provocada pelo HDL-C contribuiria para o aumento da vasodilatacdo no

experimento clinico. Nao foram encontrados, entretanto, estudos em
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pacientes sem outros fatores de risco, que ndo o HDL-C baixo, tampouco

foram encontrados estudos em prevencao primaria.

Outro aspecto relacionado ao HDL-C diz respeito ao fluxo de
particulas lipidicas no plasma. Técnicas desenvolvidas pelo Dr. Raul
Maranhao, do InCor-HC/FMUSP, permitem tais estudos, como sera visto a

sequir.

Cinética de Quilomicrons e seus Remanescentes

Os remanescentes de quilomicrons (RQM) sdo lipoproteinas formadas
no espacgo intravascular de tecidos extra-hepaticos como resultado do
catabolismo dos quilomicrons (QM) pela acado da lipase lipoprotéica. As
principais transformagdes dos quilomicrons séo a perda de 85% do conteudo
de triglicérides, a perda de Apo A-l e Apds C e a aquisicdo de Apo E . Os
remanescentes sao rapidamente removidos da circulagdo sanguinea pelo
figado através de receptores especificos que reconhecem sua Apo E (Cooper
et al, 1997).

Apos a ligagdo ao receptor, ocorre a captagao da particula pelos
hepatdcitos, por endocitose. Os remanescentes transportam para o figado o
colesterol plasmatico originario da dieta, que pode ser utilizado na sintese de
membranas celulares, na sintese de outras lipoproteinas de origem hepatica

ou ser excretado na bile, na forma de acidos biliares (Brown et al, 1981).
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Quando a cinética de quilomicrons esta alterada, em especial na
remocgao dos remanescentes, ha lipemia pds-prandial que esta relacionada
a doencga coronaria (Zilversmith et al, 1973; Maranhao et al, 1996; Martins et
al, 1995; Roche, Gibney, 2000) e dislipidemias (Sposito et al, 2002; Santos
et al, 2001). Maior tempo de permanéncia dos remanescentes de quilomicrons
na circulacédo pode levar a deposi¢cao de colesterol na parede arterial, 0 que
pode colaborar com o processo aterogénico (Mamo et al, 1994). Nao foram
porém encontrados estudos com esta técnica em pacientes com HDL-C
baixo isoladamente. Assim procuramos analisar aqui também estes
aspectos menos conhecidos de uma possivel fung¢ao da particula de HDL-C.

Para o tratamento das concentragdes baixas do HDL-C a droga

escolhida foi niacina, cujas caracteristicas principais sdo a seguir descritas.

Niacina

A niacina, ou acido nicotinico, € tida como o agente farmacoldgico
com maior capacidade de elevar o HDL-C. Os mecanismos de acido da
niacina ainda nao estao totalmente elucidados; porém sabe-se que ela altera
as concentracoes lipidicas inibindo a sintese de lipoproteinas e diminuindo a
producao de particulas de VLDL-C no figado por inibicdo da mobilizagdo de
acidos graxos livres, o que diminui a concentracdo plasmatica de
triglicérides, remanescentes de VLDL-C e IDL-C, e aumenta o tamanho e

diminui a densidade das particulas de LDL-C. Outro mecanismo de acao da
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niacina é diminuir a taxa de catabolismo fracional da Apo A-l, diminuindo sua
captacao pelo figado e consequente degradacao, o que aumenta o HDL-C
plasmatico; isto a difere das demais drogas disponiveis que aumentam a
taxa de transporte desta (Jin et al, 1997; Gotto Jr. e Briton, 2004). Os
principais efeitos colaterais da niacina sao rubor facial, alteragées do transito
intestinal, hiperglicemia, hiperuricemia e alteracbes hepaticas (lll Diretrizes
Brasileiras sobre Dislipidemias e Diretriz de Prevencdo da Aterosclerose,
Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2001).

A niacina é apresentada em 3 diferentes formulagdes, com algumas
caracteristicas peculiares. A cristalina, primeira formulagao disponivel,
apresenta baixa tolerabilidade pela alta incidéncia de “flushes”, com rubor
facial e sensacao de calor intensos e frequentes. A de liberacao estendida
(Niaspan® ), mais recente, apesar de boa tolerabilidade e poténcia,
apresenta custo elevado e nao esta disponivel em nosso pais. A formulagao
de liberagao lenta, a escolhida, apesar de elevar menos as concentragdes
de HDL-C (cerca de 10 a 15%) que as formulagdes cristalina e de liberagao
estendida, ndo tem os problemas de tolerabilidade da formulagao cristalina,
e apresenta custo acessivel e facil acesso em nosso pais.

Vimos entdo que o HDL-C apresenta diversos papéis biolégicos na
modulagcdo do tbnus vascular, da hemostasia, da coagulacdo e da
inflamacao entre outras acdes. Vimos também que o HDL-C baixo se
relaciona diretamente a doenca aterosclerética em suas diversas formas;
porém, até o presente momento ndo encontramos mecanismos que

expliguem de forma inequivoca como o HDL-C baixo causa tal doenca.
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Nossa hipotese € que concentragcbes baixas de HDL-C acarretem
disfungdo endotelial e diminuicdo da remocao de remanescentes de
quilomicrons e que o tratamento desta dislipidemia possa reverter estes

efeitos.
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OBJETIVOS




Objetivos

Avaliando homens adultos saudaveis com HDL-C baixo,

tivemos por objetivos:

a)

b)

Determinar se concentragdes reduzidas de HDL-C se associam a
disfuncdo endotelial avaliada por DMF com ultra-som de alta-

resolucao.

Determinar se concentracdes baixas de HDL-C acarretam menor
remocao dos remanescentes de quilomicrom, avaliada por clearence

de quilomicrons artificiais.

Em havendo disfuncdo endotelial e diminuicdo na remocao de
remanescentes de quilomicrons, determinar se o tratamento com

niacina de liberacao lenta é capaz de reverté-las.

24



CASUISTICA E METODOS




Casuistica e métodos

Casuistica

Caracteristicas dos pacientes

Foram selecionados individuos adultos do sexo masculino, com
concentragdes de HDL-C iguais ou inferiores a 40 mg/dl e com idade até 70
anos. Estes ndo deviam apresentar outros fatores de risco para
aterosclerose, ou seja: hipertensédo arterial sistémica, tabagismo, diabetes
melito e hereditariedade.

Além disso as concentragcdes dos demais lipides deveriam estar entre
as toleraveis segundo as Ill Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e
Diretriz de Prevencao da Aterosclerose, Sociedade Brasileira de Cardiologia
(2001), por exemplo, colesterol total inferior a 240 mg/dl, LDL-c inferior a 160
mg/dl e triglicérides inferior ou igual a 200 mg/dl.

Os individuos do grupo controle apresentavam os mesmos critérios de
inclusdo e exclusao excetuando os valores de HDL-C que deveriam ser

superiores a 40 mg/dI.

Utilizamos as recomendacdes das |V Diretrizes Brasileiras de
Hipertenséo Arterial (2002) para diagndstico de hipertenséo arterial, ou seja,
pressdo arterial sistélica (PAS) acima de 139 mmHg, e pressao arterial

diastolica (PAD) acima de 89 mmHg.
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Para diagnostico de diabetes mellitus utilizamos o valor limite de 126
mg/dl para glicemia de jejum conforme preconizado no Report of the Expert

Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus (2003).

Como histéria familiar precoce de aterosclerose consideramos
novamente os critérios contidos nas |ll Brasileiras Sobre Dislipidemias e
Diretriz de Prevencao da Aterosclerose, Sociedade Brasileira de Cardiologia
(2001), ou seja, de aterosclerose em parentes de primeiro grau com idade
inferior a 55 anos, se do sexo masculino, e inferior a 65 anos se do sexo

feminino.

Foram analisados 30 pacientes com HDL-C baixo e 11 controles.

Métodos

Reatividade Vascular

Foi empregado um método néo invasivo para testar a reatividade das
artérias sistémicas, usando ultra-som de alta resolugdo conforme descrito
por Celermajer (1992), e normatizado por Correti et al nos “Guidelines for the
ultrasound assessment of  endothelial-dependent flow-mediated
vasodilatation of brachial artery” de 2002 .

Este método contrasta as mudangas do didametro da artéria braquial

em resposta ao aumento de fluxo por hiperemia reativa (HR) (dilatagado
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mediada por fluxo — DMF) e nitrato sublingual (dilatagdo mediada por nitrato
— DMN).

A capacidade da luz dos vasos sanguineos em responder a
estimulos fisicos e quimicos confere habilidade para regular o ténus e
ajustar o fluxo sanguiineo. Muitos vasos respondem a um aumento de fluxo ,
ou mais precisamente ao estresse de cisalhamento ou “shear stress”, com
dilatacdo. Este fenbmeno é chamado de dilatagcdo mediada pelo fluxo ou
DMF. O principal mediador da DMF & o 6xido nitrico (NO) derivado do
endotélio como descrito por Meredith et al (1996) e Celermajer et al (1998).

O mecanismo preciso para explicar esta DMF nao esta bem
esclarecido. Conforme descrito nos trabalhos de Cooke et al (1991), Miura et
al (2001) e Olesen et al (1988), a membrana da célula endotelial contém
canais idnicos, por exemplo, os canais de potassio calcio-ativados, que se
abrem em resposta ao estresse de cisalhamento. Os canais de potassio
abertos hiperpolarizam as células endoteliais, aumentando a entrada de
calcio. O calcio ativa a sintase do oxido nitrico endotelial, e portanto, gera
NO e aumenta a DMF. A dilatagao arterial mediada pelo fluxo mostrou ser
dependente da funcao endotelial intacta, o que ndo ocorre com nitrato.

Para avaliagdo da vasodilatacdo endotélio-independente utilizamos
nitrato (DMN). O nitrato organico é convertido em o6xido nitrico. O NO reage
com radicais sulfidrila, transformando-se em S-nitrosotiol, e estimulam a
enzima guanilato-ciclase, resultando na produgao de GMP ciclico. O GMP
ciclico € um potente inibidor da entrada de calcio do espago extracelular

para o intracelular e da captacao de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico.
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Consequientemente, ocorre relaxamento da musculatura lisa vascular por
inibicdo do sistema actino-miosina, levando ao efeito vasodilatador

independentemente da fungao endotelial.

Os efeitos colaterais mais comuns dos nitratos sdo a cefaléia, resultante
da dilatacdo brusca de estruturas vasculares cerebrais, e a hipotenséo
arterial, que ocorre menos frequentemente. Estes foram facilmente
monitorizaveis por questionamento verbal e pela afericdo seriada da PA.
Quando ocorreram cefaléia foi tratada com analgésicos usuais, e a

hipotensao é revertida com posi¢ao supina e hidratagao oral.

Estudos com Ultra-som

Usamos ultra-som de alta resolugcdo para medir mudancas no
didmetro da artéria braquial em resposta a um fluxo aumentado e nitrato.
Mudangas no didmetro desta foram avaliadas por imagens de ultra-som
modo bidimensional (ATL modelo APOGEE 800 plus, equipado com
transdutor linear 7,5-12MHz, e software para imagem bidimensional e
doppler, e monitorizagao eletrocardiografica (ECG)) (Figura 2), em ambiente
com temperatura controlada variando de 20° a 25° C. O método foi realizado
em Laboratorio Pesquisa da Unidade Clinica de Aterosclerose, do InCor —

HC/FMUSP, equipado para estudos clinicos.
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Figura 2:

Paciente com manguito e transdutor posicionados para realizagdo do exame de reatividade vascular

Todos os pacientes foram examinados apds jejum de 12 horas.
Nenhum deles usava qualquer medicacdo de rotina ou medicagao
esporadica nas ultimas 96 horas. No laboratério o paciente ficou em posigao
supina por 15 min antes do inicio do exame, e permaneceu nesta posi¢cao
até o final do exame. As medidas foram feitas antes e apds a HR, e antes e
apos o nitrato. Quanto ao membro superior usado para esta avaliagdo, néo
existe relato na literatura qual lado deve ser usado. Optou-se pelo membro

superior esquerdo. A prega do cotovelo foi utilizada como marca anatémica
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para sempre obtermos a mesma imagem da artéria. A artéria braquial acima
desta € medida em seccao longitudinal (Figura 2).

O centro do vaso foi identificado através da imagem mais clara entre
as paredes anterior e posterior do vaso, e o Doppler posicionado a 60° em
relacdo ao centro do vaso. A profundidade e o ganho foram otimizados para
identificar a luz e as paredes do vaso durante cada estudo. A avaliagao da
funcdo endotélio-dependente por DMF foi realizada em duplicata, em dias
separados, visando aumentar a confiabilidade do método. Houve diferencga
sempre inferior a 1% entre as medidas. A DMN foi realizada apenas 1 vez
em cada momento. A HR induz o aumento do fluxo por insuflagdo de um
torniquete pneumatico com manguito ao redor do brago até a pressao de
250 mmHg, mantida por 5 minutos, seguido de desinsuflagdo do mesmo.
Isto gera isquemia e consequente dilatagcdo dos vasos de resisténcia via
mecanismos auto-regulatérios, e, com a subseqliente desinsuflagdo do
manguito, induz um breve aumento de fluxo na artéria braquial para
acomodar os vasos de resisténcia dilatados. O aumento de fluxo causa
dilatagcdo da artéria braquial (Figura 3). Apds desinsuflar o manguito,
monitorizamos os 5 primeiros fluxos (Figura 4) e o didmetro da artéria por
um periodo entre 0 15° e 0 120° segundo.

Outras medidas de diametro e fluxo foram feitas durante o primeiro
dia de exames para a avaliagcdo da funcido endotélio-independente. Foi
analisada a mesma artéria braquial na mesma posicao, € no mesmo ponto,
apos repouso de 20 minutos da hiperemia reativa. Repetiu-se as aferigcdes

ap6s administracdo de 5 mg de dinitrato de isossorbida via sublingual,
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sendo calculada porcentagem de dilatagdo da artéria. O nitrato nao foi
administrado a pacientes hipotensos ou com bradicardia clinicamente
significativa; estes pacientes foram excluidos do protocolo. Os pacientes
com diametro da artéria braquial menor que 2,5 mm e maior que 5 mm
foram excluidos por ser de dificil mensuragao e a vasodilatagdo ser menor,

respectivamente.

Figura 3:

DIAMETRO DA ARTERIA BRAQUIAL

Apo6s 5 min
de oclusao

Variago de diametro da artéria braquial apds a hiperemia reativa.
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Figura 4:

FLUXO NA ARTERIA BRAQUIAL

Apoés Smin

de oclusao

Aumento do fluxo da artéria braquial apds hiperemia reativa.

O diédmetro da artéria braquial foi medido no corte longitudinal com a
visualizacdo da luz-intima da parede anterior até a posterior. A analise da
imagem foi realizada entre a média-adventicia da parede anterior até a
posterior, por um software que permitiu medir um segmento da artéria e
calcular a média, conforme demonstrado por Gutierrez et al (2002) (Figura
5). As imagens foram adquiridas em 3 ciclos cardiacos e expressas em

média, coincidente com a onda R do ECG (didmetro minimo).
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Figura 5:
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Avaliacdo computadorizada do didametro da artéria braquial.

As DMF e DMN foram expressas em porcentagem de mudanga do
diametro da artéria braquial apdés estimulo em relagdo ao didmetro basal,
conforme formula abaixo:

(Diametro apés intervencgao- Diametro pré-intervencéo)x100

DMF ou DMN =

Didmetro pré-intervengéao
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O valor de normalidade da DMF para fungao endotelial é igual ou
superior a 8% nos homens. Ja o da DMN ¢ igual ou superior a 10%. Os
diametros e fluxos foram medidos diretamente da gravacdo em videoteipe
VHS. A precisdo da anadlise da reatividade da artéria braquial é altamente
dependente das imagens ultrassonograficas.

Todos estes procedimentos foram feitos em 1 ou 2 ocasides
diferentes, isto €, na época da inclusédo e apds o tratamento com niacina ou
placebo, nos pacientes pertinentes.

Sorensen et al (1995) descrevem que a variagdo das medidas em
periodos longos nao € significativa, o que permite que medidas realizadas
com até meses de intervalo possam ser comparadas. Para assegurar
adequada reprodutibilidade do método, cerca de 150 individuos foram
estudados para treinamento. A variabilidade entre medidas do diametro
arterial, neste laboratorio, foi inferior a 1,5% entre dois observadores e de
1% intraobservador, mesmo quando analisadas repetidamente por outros 2
observadores. Estes dados estdo de acordo com os critérios para assegurar
a reprodutibilidade do método conforme o Intersocietal Commission for the

Accreditation of Vascular Laboratories .

Analises Laboratoriais

As dosagens séricas foram realizadas pelo laboratério de analises

clinicas do InCor — HC/FMUSP pelos seguintes métodos:

a) Colesterol total pelo método enzimatico colorimétrico (CHOD/PAP),
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h)

descrito por Alain et al (1974 ),

HDL-C colesterol pela separacdo da fragdo HDL-C colesterol com
MgCI2 e acido fosfotengsténico e determinagdo colorimétrica
enzimatica, descrito por Assman et al (1983),

Triglicérides pelo método colorimétrico enzimatico (GPO/PAP) com
fosfato de glicerol oxidado e 4-aminoantipirina , descrito por McGowon
et al (1983),

LDL colesterol calculada pela formula de Friedwald et al (1972), isto
€, LDL colesterol = (colesterol total - HDL-C colesterol) —
Triglicérides/5, somente aplicavel para valores de ftriglicérides
ate 400 mg/dl, o que, como ja mencionado, era critério de inclusao.
Glicose pelo método enzimatico com hexoquinase, descrito por
Neeley et al (1972),

Aspartato aminotransferase (AST) pelo método da International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC), porém sem piridoxal-5’, como
descrito por Bergmeyer et al (1986),

Alanina aminotransferase (ALT) pelo método da International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC), porém sem piridoxal-5’, como
descrito por Bergmeyer 2 et al (1986),

Acido urico, pelo método enzimatico colorimétrico, descrito por Siedel
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Medidas antropométricas

Massa corpérea em quilogramas (Kg), peso em metros (m) e
circunferéncia abdominal (CA) em centimetros (cm) foram aferidos com
balanga digital acoplada a aparelho para afericao manual de altura, e com
fita métrica. O indice de massa corpérea, dado pela massa dividida pelo

quadrado da altura, foi calculado.

Cinética de Lipides

A cinética de lipides foi avaliada por determinagcdo das taxas de
remocao fracional de triglicérides e colesterol éster remanescentes do
clearence de emulsao artificial de quilomicrons, por analise compartimental.

Redgrave e Maranhao (1985) desenvolveram a emulsao artificial de
estrutura e composicao lipidica semelhante a dos quilomicrons da linfa. A
emulsdo é composta de trioleina (69%), lecitina (23%), oleato de colesterol
(6%) e colesterol (2%). Seu comportamento metabdlico é semelhante ao dos
quilomicrons naturais (Maranhéo et al., 1986; Hirata et al, 1987; Oliveira et al,
1988).

Os quilomicrons artificiais consistem numa emulsao lipidica, sem
apolipoproteina, o que pode ser aparente contradicdo porque, 0s
componentes protéicos sao de fundamental importancia na modulacdo do

seu metabolismo, assim como das outras classes de lipoproteinas. No
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entanto, em experimentos in vitro Redgrave e Maranhdo (1985)
demonstraram que, em contato com o plasma, apolipoproteinas das
lipoproteinas plasmaticas sao transferidas para as particulas da emulsao
que, assim, adquirem toda a gama de apolipoproteinas existentes no
quilomicrom natural; a unica excegao € a Apo B, que € pouco soluvel, portanto,
nao passivel de troca entre as particulas. No entanto a Apo B-48, que é
essencial para a sintese do quilomicrom pela célula absortiva da mucosa
intestinal, ndo participa de nenhum processo metabdlico importante, tanto
no compartimento intravascular quanto na captacao da particula pela célula
parenquimatosa hepatica (Shaeffer et al., 1978). Uma vez provido da Apo CII, o
quilomicrom artificial sofre a agao da lipase de lipoproteina, quando injetado
no meio plasmatico, conforme demonstrado em ratos (Hirata et al., 1987).
Isto resulta em hidrolise da maior parte dos seus triglicérides e geragao de
particula remanescente. A presenga da Apo E, adsorvida a esta particula,
possibilita a sua captacao, principalmente pelo figado, através de receptores
especificos que reconhecem a Apo E. Portanto, os triglicérides sdo removidos
das particulas durante a lipdlise, enquanto os ésteres de colesterol tendem a
permanecer nelas até sua remocao final, Isto se reflete em remocao
plasmatica do componente triglicéride mais rapida que a do éster de
colesterol (Redgrave e Maranhao, 1985).

Os exames foram coletados no Laboratério da Unidade Clinica de
Aterosclerose do Incor — HC por biomédica, e processados no Laboratério

de Lipides do InCor — HC/FMUSP.
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Material utilizado no preparo da emulséo lipidica artificial

Os lipideos puros, trioleina, colesterol, colesterol oleato e
fosfatidilcolina (lecitina de ovo) foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, EUA). Os isétopos radioativos, glicerol tri [9,10 (n) - °H] oleato (*H-TG)
e colesteril [1-14] oleato (*C-CE) foram obtidos da Amersham International
(Amersham, Reino Unido).

As emulsbes foram preparadas através de irradiagao
ultrassbnica em meio aquoso salino, utilizando-se disruptor de células,
Branson Cell Disruptor (Branson Ultrasonics Corp, mod .B450). As emulsdes
obtidas foram submetidas a duas etapas de ultracentrifugacao, utilizando-se
ultracentrifuga da marca Sorvall rotor TH641 modelo OTD Comb,
Wilmington, EUA . Apds o preparo, a emulsao foi esterilizada em filtros da

marca Millipore , SP de porosidade de 0,22 p.

Materiais utilizados nos estudos cinéticos

As amostras de sangue foram centrifugadas em centrifuga da
marca Sorvall modelo RT7, Wilmington, EUA. A radioatividade presente em
aliquotas do plasma é determinada em solugdo de cintilagdo PPO:DM-
POPOP (TritonX-100: Tolueno; 5g:0,59:333ml:667ml), marca Merck, Rio de
Janeiro, Brasil usando um Beta-contador marca Packard, modelo 1660TR,
EUA. A heparina sddica (Liquemine) utilizada como anticoagulante nas

amostras colhidas dos participantes do estudo foi obtida do Laboratério Roche.
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Preparo da emulséo artificial de quilomicrons

Uma mistura de lipides é seca através de fluxo de nitrogénio na
composicao que se segue: 2% de colesterol, 23% de lecitina, 6% de oleato
de colesterol e 69 % de trioleina (Lipides Frios) juntamente com os lipides
radioativos colesteril [1-'*C] oleato e glicerol tri [9,10(n)->H] oleato. A mistura
foi mantida durante 12 horas em dessecador a vacuo para completa
evaporagao dos solventes organicos residuais. Acrescentou-se a mistura ja
evaporada, 6.0 ml de solugao salina densidade 1,101 g/ml, pH 7,0.

As emulsdées foram preparadas através de irradiagcao
ultrassbnica das misturas em meio aquoso salino, utilizando-se disruptor de
células, durante 40 minutos com uma poténcia de 70-80 watts, sob fluxo de
nitrogénio em uma temperatura que varia de 50-55°C. As emulsdes obtidas
foram submetidas a duas etapas de ultracentrifugacdo em gradiente
descontinuo de densidade, para purificagdo, ou seja obtencédo de particulas
homogéneas, com a densidade e o tamanho desejados. Na primeira etapa,
acrescentou-se ao volume das emulsdes obtidas por irradiacao ultrassonica,
solugdes salinas com densidades 1,065 g/ml, 1,020 g/ml e 1,006 g/ml, nesta
ordem. As emulsdes foram centrifugadas a 12.000 rotagcbes por minuto, a
22°C por 15 minutos. Ao término da ultracentrifugagéo, foram desprezados
0,5 ml do sobrenadante e o restante do volume foi submetido a segunda
etapa de purificagdo ,através de ultracentrifugacéo a 36.000 rpm, a mesma
temperatura durante 25 minutos. Apds o término da ultracentrifugagao foram

retirados 3,0 ml do sobrenadante contendo a fragdo das particulas utilizadas no
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estudo, e foi submetida a esterilizagdo em filtros com poros de 0,22 p, de

didmetro e armazenada em frasco estéril, a temperatura ambiente.

Estudos cinéticos

A emulsao de quilomicrom artificial foi injetada endovenosamente em
pacientes que estavam em jejum por 12 horas. Os pacientes foram submetidos a
cateterizagdo venosa, mantida com soro fisioldgico (0,9%). Foram injetados 100

ul da emulsao artificial contendo 148 kBq (4 uCi ) de *H e 74 kBq (2 pCi) de  C.

Amostras de sangue foram coletadas em intervalos regulares pré-
estabelecidos (2,4,6,10,15,20,30,45 e 60 minutos), mantendo-se a
cateterizagdo venosa com soro fisioldgico. A radioatividade presente em
aliquotas do plasma foi determinada em solugcéo de cintilagdo usando um
Beta-contador. A taxa fracional de remogao (TFR) dos lipideos é calculada
através do estudo de Analise Compartimental que foi realizada de acordo com
o modelo proposto por Redgrave et al (1987). Tal como descrito
anteriormente, o catabolismo intravascular do quilomicrom € um processo
bifasico, envolvendo a hidrdlise dos triglicérides do quilomicrom pela lipase
da lipoproteina e a captagado dos remanescentes , principalmente pelo figado

, por meio de receptores.

Foram analisadas as amostras de todos os grupos antes e apds o
tratamento, quando pertinente. As contagens da radioatividade obtidas foram
utilizadas para o calculo de decaimento plasmatico e dos parametros dos

componentes marcados na emulsao.
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A dose radiolégica injetada foi avaliada de acordo com as normas da
"International Comission on Radiological Protection" (ICRP) (Sowby , 1985).
O parametro "Annual Limit for Intake" (ALI) de radionuclideo é definido como
a quantidade de radio is6topo que induz a uma dose equivalente de 50 mSv.
Para componentes organicos marcados com '“C ou >H, os valores de ALI sdo
9x 107 e 3x 10° Bqg, respectivamente. No presente estudo, a dose injetada foi de
'C foi de 22,2 x 10* Bq, o que equivale a 22,2 x 10* Bq / 9x 10’Bq) x 50mSv =
0,1233 mSv. Para o >H, a dose injetada foi de 44,4 x 10°Bq, portanto a dose
equivale a (44.4 x I0” Bq / 3 x 10° Bq) x 50 mSv=0,0074 mSv.

A dose equivalente incorporada no corpo inteiro em consequéncia da
exposicao aos lipides radioativos foi estimada em 0,04 mSv, conforme
avaliado pelo método MIRD - Medical Internal Radiological Dosimetry (Smith,
1977). Em conformidade com as normas de protegao radiolégica (Comissao
Nacional de Energia Nuclear, 1988), este valor € muito inferior ao maximo
permitido. A dose de radiagdo induzida pela inje¢gdo dos radioisotopos €&
menor que a obtida com a maioria dos procedimentos radiolégicos, sendo

cerca de 10 vezes menor que a dose induzida por uma radiografia de cranio.

Analise dos dados cinéticos

Foi utilizado o modelo de andlise compartimental do programa

computacional AnaComp versao 4.1, desenvolvido por Mesquita (Mesquita,

1994), para a anadlise de cinética de emulsdes. A cinética da emulsao foi
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avaliada através das remogdes plasmaticas de seus componentes lipidicos
radioativos, pelo fato dos mesmos apresentarem cinéticas diferentes.

Assim, como no metabolismo dos quilomicrons naturais, os triglicérides da
emulsdo sao hidrolisados durante o metabolismo, enquanto que o éster de
colesterol permanece no interior da particula até a captacdo da mesma pelo
figado . A curva de remocdo plasmatica dos °>H-triglicérides (*H-TG)
representa a cinética das moléculas de triglicérides. Embora a curva apresente
as mesmas caracteristicas da curva de remocao do ™ C-CE, o seu decaimento
é mais rapido devido a acdo da lipase de lipoproteina. A cinética do ® H-TG é
representada por trés compartimentos: os triglicérides na particula, tal como foi
injettada na circulagdo sanguinea (compartimento 3), as particulas
remanescentes (compartimento 4) e os acidos graxos livres, derivados da
hidrélise dos triglicérides (compartimento 5).

A curva de remocdo plasmatica do *C-colesterol esterificado ('* C-CE)
reflete a cinética do colesterol esterificado e apresenta um perfil biexponencial
com um rapido decaimento inicial seguido de outro mais lento. Esse perfil
levou a adogdo de um modelo com dois compartimentos (Figura 6) que
representam o colesterol esterificado dos quilomicrons no espago
intravascular, tal como foi injetado (compartimento 1) ou na particula
remanescente, resultante do processo de lipdlise (compartimento 2).

Para representar a remocdo das particulas foram utilizados os
parametros denominadas taxas de remocédo fracional (TRF), em min™, dos
lipides marcados, calculados pela média ponderada das respectivas taxas

fracionais de transferéncias (k).
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Figura 6:

4 C-CE *H-TG

k50

Modelo compartimental utilizado para demonstrar a cinética plasmatica dos quilomicrons artificiais
(Mesquita, 1994), adaptado de Brandizzi, LIV. 2002 — Metabolismo de Quilomicrons em pacientes

portadores de doenga arterial coronaria. Dissertagdo de Mestrado — IPEN/USP.

Tratamento

Foi utilizada para tratamento a niacina de liberacado lenta “No flush
niacin” ; da marca Solaray, lote 070603, fabricados por Nutraceutical Corp.
Park City UT 84060 USA, e adquiridos em filiais do grupo Natural Quality
Store em Sao Paulo. Cada comprimido era composto por 500mg de niacina,
125 mg de inositol, gelatina, arroz integral concentrado, estearato de
magnésio e améndoa, concentrado, cera e gel de aloe Vera.

O placebo foi o placebo HC numero 1 fabricado no HC/FMUSP.
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Inicialmente todos os pacientes do grupo Niacina tomaram uma
capsula com 500mg de niacina de liberagao lenta 3 vezes ao dia, totalizando
1,5 g de droga/dia durante 3 meses. Mimetizando a prescricdo do outro
grupo, foi prescrito ao grupo Placebo um comprimido de placebo 3 vezes ao

dia.

Protocolo

A avaliagcao, em todos os individuos, constou de exame fisico completo,
e perfil laboratorial dos parametros anteriormente mencionados. Todos os
pacientes foram esclarecidos quanto ao procedimento e assinaram um termo
de consentimento pés-informacéo. O protocolo foi aprovado pela Comisséo
Cientifica do InCor sob o numero 1978/01/166.

O protocolo foi realizado através de estudo aleatorizado duplo-cego.

Dividimos inicialmente os pacientes em 2 grupos: Controle e HDL-C
Baixo. No 1° dia o paciente chegava ao Laboratorio pela manha em jejum de
12 horas, para coleta de sangue exigidos no perfil laboratorial; a coleta era
realizada no membro superior direito, e em seguida era deitado na maca em
que seriam realizados os exames de ultra-som. Apds repouso, em decubito
horizontal em ambiente tranquilo e refrigerado, por um periodo de 15 min,
efetuava-se medidas de pressao arterial com aparelho Onrom no membro
superior direito, coincidindo com as medidas efetuadas pelo método
ultrassonografico (pré-HR, pdés-HR, antes do nitrato, apds 5 minutos do uso

do nitrato).
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No segundo dia o paciente, novamente em jejum, vinha diretamente
ao laboratério de pesquisa, onde apds novos 15 minutos de repouso nas
condi¢cdes ja mencionadas, era repetido o exame de DMF, mas ndo o de
DMN. Em seguida o paciente era levado a sala de repouso do mesmo

laboratério, onde realizava o exame de cinética de lipides.

Grupo Controle

Formado por 11 individuos ndo idosos, sem fatores de risco
cardiovascular, submetidos a duas avaliagées de DMF, uma de DMN, uma

de cinética de quilomicrons artificiais, além da dosagem de perfil bioquimico.

Grupo HDL-C Baixo

Formado por 30 individuos submetidos inicialmente a duas avaliagbes
de DMF, uma de DMN, uma de cinética de quilomicrons artificiais, além da
dosagem de perfil bioquimico. Este grupo foi subdividido em outros 3 grupos.

Primeiramente foi extraido um grupo de 8 pacientes que
apresentaram DMF normal, denominado nao tratamento, por nao ser
submetido a tratamento ou novas avaliacdes.

Os 22 pacientes restantes foram divididos aleatoriamente em grupos
Placebo e Niacina, denotando o tratamento a eles oferecido. Os grupos
foram constituidos de 11 individuos cada .

Os pesquisadores que procediam os exames ou analisavam o0s
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resultados destes ndo sabiam em que grupos estavam alocados os
individuos, caracterizando um estudo duplo-cego. Um médico informado
sobre o que cada individuo utilizava ficou a disposicdo para analise e, se
fosse necessario, tratamento de efeitos colaterais.

Como mencionado, inicialmente todos os pacientes do grupo Niacina
tomaram uma capsula com 500 mg de niacina de liberagao lenta 3 vezes ao
dia, totalizando 1,5 g de droga/dia durante 3 meses. Mimetizando a
prescricdo do outro grupo, foi prescrito aos pacientes do grupo Placebo um
comprimido de placebo 3 vezes ao dia. A aleatorizagao foi feita com moeda,
jogando “cara ou coroa” .

A analise dos dados da cinética de lipides foi o uUnico parametro
aferido por pesquisador que conhecia a aleatorizagdo dos pacientes. A
realizacdo e a analise dos dados de DMF e DMN, entretanto, foi realizada
por 2 pesquisadores sem esta informagcdo e sem contato entre si, que
obtiveram leitura semelhantes, com variagao intra e interobservador inferior
a 1%, validando o método. A dosagem dos parametros lipidicos foi realizada
na rotina do laboratério de analises clinicas, sem que os técnicos
conhecessem a aleatorizacdo, e os valores foram colocados no banco de
dados apenas apos todos os demais parametros ja terem sido analisados e
o estudo ter sido aberto. Os parametros bioquimicos dos pacientes de ALT,
AST, acido urico e glicemia (repetidos também no 2° més) eram abertos aos
pesquisadores informados sobre a aleatorizacdo para possivel interrupgao
do tratamento se necessario, 0 que nao ocorreu.

Uma sumarizacao do protocolo pode ser vista no esquema abaixo:
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Esquema 1: Sumarizacao do protocolo do estudo.

ENTRADA:
18-70 anos

Nao: HAS,DM,Tabagismo,HF,DLP

HDL > 40 = CONTOLE |«—— — | HDL < 40 e DMF normal
~ Lo = NAO TRATAMENTO
Colesterol e fragoes, triglicerides

AST, ALT, ,glicemia, Ac. Urico

DMF e DMN

TRF-TG e TRF-CE

|

HDL < 40 e DMF < 8%
= ALEATORIZAGAO

NIACINA \\\\jj:iffffi‘

Colesterol e fragées, triglicerides Colesterol e fra_gées_, tri’glic’er_ides
AST, ALT, glicemia, Ac. Urico dINE—  AST, ALT, glicemia, Ac. Urico

DUPLO CEGO
DMF e DMN -

TRF-TG e TRF-CE TRF-TG e TRF-CE

DMF e DMN

Analise de dados

O tamanho amostral necessario para se detectar uma diferengca maior
ou igual ao maior desvio-padrdo entre um par de medidas da variavel
dilatagdo da artéria, com nivel de significancia a=0,05 e poder estatistico 1-
b=0,80, € de n=7 pacientes, em cada grupo. Sendo entdo o tamanho dos

grupos e subgrupos satisfatorio.
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Os dados com distribuigdo normal foram comparados utilizando analise
de variancia, ou quando comparando os efeitos do tratamento, analise de
variancia repetida. Na auséncia desta distribuicdo utilizou-se os testes nao
parameétricos de Kruskal-Wallis, com teste de Dunn se necessario, para
comparagao entre os grupos, e Wilcoxon para comparagdes entre 0 mesmo
grupo pré e pos-tratamento.

Foi realizada analise de correlacdo entre variaveis utilizando-se o
coeficiente de correlagao de Pearson.

O programa utilizado para analise dos dados foi o SAS versao 6.11

fabricado por SAS Institute Inc..
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RESULTADOS




Resultados

Caracteristicas Basais dos Pacientes

Dados Demograficos

Idade e altura foram similares em ambos os grupos. Os pacientes do
grupo HDL-C Baixo porém, apesar de normais, eram mais pesados que 0s
do grupo Controle, tendo conseqientemente maiores IMC e circunferéncia

abdominal. (Tabela 1).

Tabela 1: Perfil demografico basal dos dois grupos.

Controle (n=11) HDL-C Baixo (n=30) p
Idade (anos) 35,6 +/- 8,7 35,1 +/-11,9 NS
Peso (Kg) 68,9 +/- 8,1 78,1 +/- 13,7 0,01
Altura (m) 1,75 +/- 0,1 1,71 +/- 0,6 NS
MC 22,4 +/-1,4 26,4 +/- 3,7 0,0001
C.Abdo. (cm) 81,5 +/-6,8 89,6 +/- 9,3 0,02
PAS (mmHg) 118,8 +/- 10,1 122,7 +/- 9,7 NS
PAD (mmHg) 77,2 +/-8,1 77,5 +/- 6,6 NS
IMC = Indice de Massa Corporal C.Abdo = Circunferéncia Abdominal
PAS = Pressao Arterial Sistélica PAD =Presséo Arterial Diastolica
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Dados Laboratoriais

Como esperado, os pacientes do grupo HDL-C Baixo apresentaram
concentragdes mais baixas de HDL-C que os pacientes do grupo Controle.
As concentracbes de Colesterol Total e LDL-C foram semelhantes em
ambos os grupos. Porém, as concentrag¢des basais de glicemia e triglicérides
foram mais altos no grupo HDL-C Baixo que no grupo controle, apesar dos

valores de ambos serem compativeis com a normalidade (Tabela 2).

Tabela 2: Dados Laboratoriais Basais dos dois grupos.

Controle (n=11) HDL-C Baixo (n=30) p
Glicose 89,9 +/-7,8 96,2 +/- 8,6 <0,05
Colesterol Total 174,3 +/-34,4  165,5 +/- 27,3 NS
HDL-C 50,6 +/- 11,7 34,3 +/- 4,6 <0,001
LDL-C 107,9 +/- 31,4  108,4 +/- 25,1 NS
Triglicérides 78,9 +/- 35,1 113,1 +/- 43,9 <0,02

Valores em mg/dl

Reatividade Vascular Basal

Os pacientes do grupo HDL-C Baixo apresentaram uma menor
Dilatacdo Mediada por Fluxo, ou seja, apresentaram uma pior fungéo
endotelial em relacdo ao grupo Controle. Porém, ndo houve diferenca em
relacdo a Dilatagcdo Mediada por Nitrato, denotando uma funcéao integra da

camada muscular em ambos os grupos (Grafico 1).
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Gréfico 1: COMPARACAO DOS VALORES DE REATIVIDADE
VASCULAR, DMF E DMN, ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E

HDL-C BAIXO.
25

21,5+/-5,8

20,3 +/- 8,9
20

15 4

12,8 +/- 4,6

H Controles
OHDL Baixo

10 4

7.4 +/-4,1*

)

DMF (%
*p<0,001 em relagao ao grupo Controle

0 4

DMN (%)

DMF = Dilatagdo Mediada por Fluxo, e DMN = Dilatacdo Mediada por Nitrato

Valores em %

Dados de Cinética de Quilomicrons Artificiais

Os individuos do Grupo HDL-C Baixo apresentaram uma lentificagcao
na remocgao do colesterol éster dos remanescentes de quilomicrons,

demonstrada pela menor TRF-CE em relagdo aos controles. A TRF-TG, foi
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similar em ambos os grupos, mostrando uma lipdolise normal em ambos os

grupos (Grafico 2).

Grafico 2: COMPARACAO DOS VALORES DAS TAXAS DE
REMOGCAO FRACIONAL DE TRIGLICERIDES E DE
COLESTEROL ESTER ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E

HDL-C BAIXO.

0,03

0,0257

0,0229
+/-
0,0185

0,025

0,02

0,0122
+/-
0,0084 11 HDL Baixo

0,015 - H Controles

0,01 -+

0,0036
+/-

0,005 - 0,0051*

TRF-TG TRF-CE

* p<0,008 em relagado ao grupo Controle
TRF-TG = Taxa de Remocéo Fracional de Triglicérides
TRF-CE = Taxa de remocao Fracional de Colesterol Ester.

Valores em min
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Analise de correlagéo

Foi realizada analise de correlagdo entre as variaveis DMF, DMN,
TRF-TG, TRF-CE, idade, peso, IMC, glicose, colesterol total, HDL-C, LDL-C,
triglicérides, pressdao arterial sistdlica e pressao arterial diastdlica
considerando significativo um R igual ou superior a 0,5 se o p fosse menor
que 0,05. Nao foram encontradas correlagdes significativas entre essas

variaveis.

Efeitos do Tratamento

Os pacientes do grupo HDL-C baixo foram divididos em 2 grupos
conforme sua reatividade vascular. Os 8 pacientes com a DMF normal nao
foram seguidos; ja os 22 com DMF menor que 8% foram aleatorizados em 2

grupos de 11 pacientes cada , e receberam placebo ou niacina por 3 meses.

Dados Laboratoriais — Lipides

Os pacientes dos grupos Placebo e Niacina apresentavam
concentragdes basais de HDL-C e Triglicérides similares. Porém, apesar da
aleatorizagado, os pacientes do grupo Placebo apresentavam concentragdes

laboratoriais basais menores de Colesterol Total e LDL-C que o grupo

53



Niacina.Apds o tratamento ndo houve alteragdes significativas nos valores

dos lipides em ambos 0s grupos.

Tabela 3: Valores de Colesterol Total e LDL-C nos grupos Placebo e Niacina
antes e apos o tratamento.

Grupo Placebo (n=11) Grupo Niacina (n=11)

Colesterol Total LDL-C Colesterol Total LDL-C

Basal 3meses Basal 3meses Basal 3meses Basal 3meses
1 173 152 103 101 1 187 239 135 159
2 168 165 118 111 2 165 182 110 129
3 134 135 87 87 3 200 238 134 167
4 135 151 80 99 4 194 222 137 161
5 221 185 147 127 5 154 161 106 114
6 155 168 79 106 6 183 152 120 99
7 159 157 109 104 7 178 180 122 118
8 151 180 98 120 8 177 208 122 144
9 95 169 38 99 9 186 184 122 123
10 153 152 91 94 10 180 162 133 112
11 119 144 78 100 11 198 188 130 119
Média 151,2 159,8 93,5 1044 182* 192,4 124,6™ 1314
DP 32,3 151 27,5 11,4 13,7 30,4 10,2 22,8

*p<0,003 em relagdo ao grupo Placebo
**p<0,001 em relagdo ao grupo Placebo
Valores em mg/dI

Tabela 4: Valores de HDL-C e Triglicérides nos grupos Placebo e Niacina
antes e apos o tratamento.
Grupo Placebo (n=11) Grupo Niacina (n=11)
HDL-C Triglicérides HDL-C Triglicérides
Basal 3meses Basal 3meses Basal 3meses Basal 3meses

1 39 35 157 80 1 40 49 60 153
2 37 41 63 67 2 36 38 96 74
3 29 31 88 8 3 35 38 157 166
4 38 38 83 72 4 32 34 126 134
5 40 36 170 109 § 24 27 120 100
6 37 42 193 102 6 37 34 128 93
7 38 39 59 68 7 30 33 128 144
8 40 43 66 83 8 35 35 101 143
9 27 33 149 183 9 36 37 141 119
10 27 27 175 157 10 34 38 65 62
11 26 27 74 84 11 38 36 152 165
Média 34,4 35,6 116,1 991 343 36,3 1158 123,0
DP 5,8 5,6 52,2 37,8 4,4 53 32,2 36,1

Valores em mg/dl
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Reatividade Vascular

Os pacientes do grupo Niacina apresentaram normalizacdo da DMF

apods o tratamento, 0 que ndo ocorreu com os pacientes do grupo Placebo

(Tabelas 5 e 6, e Graficos 3 e 4).

melhora é o paciente RABS, como se vé no grafico 5.

Ja a DMN se manteve normal em ambos os grupos, variando nao

significativamente no grupo Placebo de 22,7 +/- 9,5% para 19,1 +/- 6,3%, e

no grupo Niacina de 17,7 +/- 9% para 21,7 +/- 9,5.

Tabela 5: Valores de DMF e DMN no grupo Placebo antes e apods o

Um caso que exemplifica bem esta

tratamento.

Placebo DMF DMN

11 pacientes Basal 3 meses Basal 3 meses
1 6,15 6,14 18,13 12,02
2 1,43 2,33 8,00 9,66
3 6,85 7,30 43,23 22,68
4 7,27 7,55 14,24 30,84
5 4,48 5,90 28,37 21,16
6 7,66 8,05 23,72 20,11
7 1,61 3,84 28,93 27,32
8 5,21 5,97 26,16 16,86
9 6,25 2,34 20,16 18,67
10 5,45 7,13 24,31 16,11
11 4,93 6,06 14,32 15,05
Média 5,21 5,69 22,69 19,13
DP 2,07 2,00 9,45 6,27

DMF=Dilatacdo Mediada por Fluxo DMN=Dilatagdo Mediada por Nitrato

Valores em %
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Tabela 6: Valores de DMF e DMN no grupo Niacina antes e apos o
tratamento.

Niacina DMF DMN

11 pacientes Basal 3 meses Basal 3 meses
1 6,83 15,80 20,11 27,69
2 6,63 10,53 33,67 11,11
3 6,47 12,53 9,54 36,68
4 5,23 15,92 10,00 18,27
5 6,78 8,99 26,72 38,99
6 7,44 10,09 9,96 15,74
7 1,95 4,86 12,04 14,21
8 3,98 10,95 13,69 24,74
9 6,46 14,17 16,58 22,82
10 2,28 11,25 10,95 11,85
11 5,76 7,35 31,42 16,86
Média 5,44 11,13* 17,70 21,72
DP 1,89 3,40 9,01 9,52

DMF=Dilatacdo Mediada por Fluxo DMN=Dilatagdo Mediada por Nitrato
Valores em %
*p< 0,001

Grafico 3: VARIAGAO DA DMF COM O TRATAMENTO COM PLACEBO.

20,00
18,00 -
16,00 -
14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00 q
6,00 q

4,00 4

2,00 4

0,00 -

Basal 3 meses

DMF = Dilatacdo Mediada por Fluxo
NS = Nao Significativo

Valores em %
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Grafico 4:

DMF = Dilatagdo Mediada por Fluxo

20,00 +
18,00 -
16,00
14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00 -
6,00 -
4,00 -+
2,00 -+
0,00 -
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Valores em %

Grafico 5:EXEMPLO DE CASO ( PACIENTE RABS) MOSTRANDO

Dilatagao em %

14 -
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A VARIACAO DA DMF E DA DMN COM O TRATAMENTO
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_

3 meses
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Cinética de Quilomicrons Artificiais

Da mesma forma que as concentragdes lipidicas ndo se alteraram,

tampouco se alterou a cinética de quilomicrons artificiais (Tabela 7).

Tabela 7:Valores de TRF-TG e TRF-CE nos grupos Placebo e Niacina antes
e apos o tratamento.

Placebo ( n=11) Niacina (n=11)
TRF-TG Basal 0,0232 +/- 0,0260 0,0198 +/- 0,0126
TRF-TG3 m 0,0169 +/- 0,0134 0,0196 +/- 0,0187
TRF-CE Basal 0,0044 +/- 0,0062 0,0012 +/- 0,0022
TRF-CE3 m 0,0015 +/- 0,0026 0,0050 +/- 0,0072

TRF-TG = Taxa de Remogao Fracional de Triglicérides

TRF-CE = Taxa de Remocdo Fracional de Colesterol Ester

Valores em min ™

Efeitos Colaterais — Dados Clinicos e Laboratoriais

A niacina e o placebo foram muito bem tolerados, ndo havendo
nescessidade de se descontinuar o tratamento de nenhum dos pacientes.
Os efeitos colaterais clinicos ocorreram em apenas um paciente do grupo
Placebo e outro do grupo Niacina que apresentavam dispepsia e cefaléia,
respectivamente, a ingesta da medicacéo.

Laboratorialmente, diferentemente do esperado, houve uma
diminuigdo nas concentragdes glicémicas dos pacientes de ambos os grupos
em relacdo ao basal. As concentragdes de acido urico, AST e ALT nao se

alteraram (Tabelas 8 e 9).
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Tabela 8: Efeitos do tratamento com placebo nas concentragdes séricas de
glicose, acido urico, AST e ALT.

Grupo Placebo (n=11)

Glicemia Acido Urico AST ALT
Basal 3meses Basal 3meses Basal 3meses Basal 3meses
1 95 86 6,1 5,4 10 9 12 11
2 101 88 5,3 5,6 9 7 7 8
3 96 81 3,8 3,9 16 13 22 17
4 97 88 5,2 6,1 6 8 7 11
5 95 80 6,9 6,8 9 7 13 8
6 114 93 9,2 8,5 12 10 21 16
7 97 89 7,2 6,2 11 16 23 44
8 83 69 4 4,3 11 17 17 21
9 86 75 6,1 6 8 11 13 22
10 93 86 5 4,9 15 13 32 33
11 82 83 5,4 4,2 12 12 31 33

Média 94,5 83,5* 5,8 5,6 10,8 11,2 18,0 20,4
DP 8,9 6,9 1,5 1,3 2,9 3,4 8,6 11,8
AST = Alanina Aminotransferase = ALT = Aspartato Aminotransferase

Valores em mg/dl

*p<0,001

Tabela 9: Efeitos do tratamento com niacina nas concentragdes séricas de
glicose, acido urico, AST e ALT.

Grupo Niacina (n=11)

Glicemia Acido Urico AST ALT
Basal 3meses Basal 3meses Basal 3meses Basal 3meses
1 90 92 5,7 6,7 11 13 24 25
2 97 90 6,3 6,4 10 10 15 12
3 93 86 4,6 5,2 9 9 11 13
4 97 94 6,3 6,2 13 14 28 31
5 100 93 6 55 9 10 10 8
6 101 89 4,2 4.4 8 8 12 10
7 106 81 6,9 6,8 14 13 28 28
8 100 87 7,9 7.4 9 11 17 17
9 93 75 6,3 5,6 12 13 11 14
10 99 83 6 4,6 9 9 10 11
11 95 82 7,2 6,6 11 9 27 19
Média 97,4 86,5* 6,1 5,9 10,5 10,8 17,5 17,1
DP 4,5 5,9 1,1 1,0 1,9 2,1 7,7 7,8

AST = Alanina Aminotransferase = ALT = Aspartato Aminotransferase
Valores em mg/dl
*p<0,001
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DISCUSSAO




Discussao

Os principais achados deste estudo foram:

a. individuos com o HDL-C baixo tém diminui¢cdo significativa da
reatividade vascular endotélio dependente; b. individuos com o HDL-C baixo
tém diminuicdo na remocao de colesterol éster de particula artificial lipidica;
c. houve restauracdo da funcido endotelial nos individuos que tomaram
niacina sem haver alteragcbes significativas nos lipides, inclusive nas
concentracdes de HDL-C. d. ndao houve modificagcdes da cinética de lipides
com niacina de liberacao lenta.

Varios pontos do estudo merecem discussdo, como sera visto a

sequir.

Valores Basais — Comparagao entre os grupos

Os resultados dos pacientes do grupo HDL-C Baixo foram similares
ao grupo Controle em relacdo a idade, altura, colesterol total, LDL-C,
pressao arterial, DMN e TRF-TG; no entanto HDL-C, DMF e TRF-CE foram
menores no grupo HDL-C Baixo, enquanto glicemia, triglicérides, peso, IMC
e circunferéncia abdominal foram maiores. Tentando relacionar os valores
dos triglicérides e da glicemia com os dados de peso, IMC e circunferéncia

abdominal, nota-se que os dados de glicemia parecem ser casuais, pois nao
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se repetem nos pacientes seguidos; nem no grupo Niacina, tampouco no
Placebo; sendo estes no seguimento similares ao grupo placebo .

Além disso as concentragdes glicémicas e de triglicérides foram em
média ndo somente normais, mas dentro da faixa desejavel, com os valores
meédios de glicemia inferiores a 100 mg/dl e os valores médios de
triglicérides muito inferiores a 150 mg/dl.

Pelas diferencas encontradas entre os dois grupos seria possivel
imaginar que a sindrome plurimetabdlica fosse freqliente nos pacientes do
grupo HDL-C baixo, € que esta pudesse ser responsavel pela disfungao
endotelial encontrada. Entretanto, utilizando-se os critérios do ATP Il (pelo
menos 3 dos seguintes: 1-Circunferéncia abdominal > 102 cm; 2-TG > 150
mg/dl; 3- HDL< 40 mg/dl; 4- PAS > 130 e/ou PAD > 85 mmHg; e 5- Glicemia
de jejum > 110 mg/dl) encontramos apenas 4 pacientes que se enquadram
nestes critérios, dois dos quais com func¢ao endotelial normal. Além disso, se
o critério para elevagao da pressao fosse o da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), PAS > 140 e/ou PAD > 90 mmHg, apenas dois pacientes
seriam considerados portadores da sindrome plurimetabdlica, um dos quais
com a DMF normal; os demais critéerios da OMS para sindrome
plurimetabdlica ndo poderiam ser aplicados a esses pacientes pois
demandariam teste oral de tolerancia a glicose, avaliacdo da relagao cintura-
quadril e dosagem de microalbuminuria e clearence de creatinina nao
realizados nestes pacientes.

Além disso, os estudos que tentam relacionar a sindrome

plurimetabdlica a disfuncdo endotelial ttm encontrado resultados dispares;

61



por exemplo Thomas et al (2004) encontraram correlacdo entre ambas,
diferentemente de Wendelhag et al (2002). Mesmo analisando
separadamente os critérios da sindrome plurimetabdlica os resultados
permanecem dispares, havendo porém maior tendéncia a se valorizar a
hiperglicemia, como no estudo de Thomas et al (2004), e a resisténcia
insulinica, como nos estudos de Balletshofer et al (2000) e de Campia et al
(2004); a primeira ausente e a segunda n&o aferida o que n&o em nossos
pacientes. Mesmo os dados relacionados a obesidade sao contraditorios,
com Accini et al (2001) e Aggoun (2002) encontrando, e Joseph et al (2002)
nao encontrando relagao entre disfuncdo endotelial e obesidade. Mesmo os
estudos que encontram esta relacdo a associam a resisténcia insulinica ou
a glicemia, como por exemplo Raitakari et al (2004). Um estudo recente
(Jonkers et al, 2002) demonstrou que as concentracdes de triglicérides per
se nao se associam a disfuncdo endotelial, a ndo ser quando associadas a
resisténcia insulinica e, além disso, trabalhos que analisam a fungao
endotelial em pacientes hipertrigliceridémicos geralmente denominam
hipertrigliceridemia leve valores maiores que 300 mg/dl, (Lundman et al,
2001). Em suma, avaliando nossos pacientes em relacdo a sindrome
plurimetabdlica notamos que pelos critérios possiveis de utilizagdo, os do
ATP Ill, apenas 4 deles se enquadram na sindrome, e que metade destes
tém funcao endotelial preservada. Isto corrobora a idéia de que a relagcao da
sindrome metabdlica com a fungcéo endotelial ndo é perfeita e se deve muito

mais a disglicemia que aos demais fatores, e que a provavel causa da
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disfuncdo endotelial em nossos pacientes realmente sdo as concentracoes
de HDL-C.

Ou seja, em nossos dados demonstramos que concentragdes baixas
de HDL-C relacionam-se a pior fungao endotelial, demonstrada pela menor
Dilatagdo Mediada por Fluxo. Este achado poderia em parte explicar a
elevada susceptibilidade de pacientes com HDL-C baixo ao desenvolvimento
precoce de aterosclerose, mesmo na auséncia de outros fatores de risco.
Como a disfuncao endotelial € um fenémeno inicial na aterosclerose, o HDL-
C baixo poderia ser visto como um fator desencadeante de todo processo.
Estudos prévios ja haviam relacionado concentragdes baixas de HDL-C a
disfungao endotelial, porém em geral em pacientes coronariopatas ou com
outros fatores de risco (Toikka et al, 1999; Li et al, 2000; Zhang et al, 2000;
Kuvin et al, 2002).

Quanto a Cinética de Quilomicrons Artificiais nota-se que a Taxa de
Remocéo Fracional de Colesterol Ester dos pacientes com HDL-C baixo foi
muito diminuida em relacdo ao grupo Controle. Isso identifica uma
lentificacdo na remocado de remanescentes de quilomicrons, sendo este
outro possivel mecanismo pelo qual as concentragdes baixas de HDL-C
geram a aterosclerose.

Varios estudos tém relacionado alteracdes na cinética de quilomicrons
artificiais, em especial na remog¢ao dos remanescentes, a doenga coronaria
(Maranhéo et al, 1996; Martins et al, 1995) e ao aumento do LDL-C e dos
triglicérides (Sposito et al, 2002; Santos et al, 2001). Porém nao foram

encontrados estudos com esta técnica em pacientes com HDL-C baixo
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isoladamente. Entretanto, foram encontrados estudos analisando a lipemia
pos—prandial em individuos com HDL-C baixo e normotrigliceridémicos
(Couillard et al, 2000; Cohen, Grundy, 1992); em ambos, diferentemente de
nosso estudo, nao se verificou associagdo do HDL-C baixo com a lipemia
pos-prandial. Estes estudos diferem do nosso por utilizarem outras técnicas
para avaliacao de lipemia pds-prandial; Couillard et al avaliaram apenas a
trigliceridemia pdés-prandial, enquanto Cohen e Grundy utilizaram a técnica
de sobrecarga lipidica com retinil palmitato que depende da absorgéo deste
pelo trato gastro-intestinal; a metodologia utilizada em nosso estudo tem
como vantagem, em relagdo aos demais métodos, a caracteristica de nao
depender da quantidade de gordura absorvida pelo paciente, que € variavel
entre individuos e mesmo em um mesmo individuo em momentos diferentes,
tal diferenca pode ao menos em parte explicar o fato de termos encontrado
diferencas na permanéncia de remanescentes.

Cabe ressaltar que os remanescentes de quilomicrons sao direta e
indiretamente aterogénicos. Diretamente, pela interagdo com a parede
vascular levando a um maior estresse oxidativo, por lesdo endotelial
causada por constituintes como lisofosfatidilcolina e oxiesterdis, por efeitos
pro-tromboticos e por estimulacdo da producido endotelial de moléculas de
adesdo. Indiretamente, por sua influéncia na composicdo de outras
lipoproteinas como o HDL-C e o LDL-C (Wilhelm e Cooper, 2003). As
alteracbes encontradas no metabolismo destes remanescentes nos

pacientes com HDL-C baixo sdo um mecanismo inequivoco de aterogénese.
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Em suma, varios estudos demonstraram a importancia do HDL-C
baixo nas doencgas cardiovasculares, como o PROCAM que o classificou
como fator de risco maior que hipertensdo e diabetes. Em nosso meio,
Magalhdes (2003) demonstrou o HDL-C baixo como marcador de
mortalidade apds cirurgia de revascularizacdo miocardica, porém nao
demonstraram seus mecanismos de acao. Este estudo sugere a disfungao
endotelial e a alteragcdo na cinética de quilomicrons, como dois desses

mecanismos.

Resultados do tratamento — Niacina X Placebo

Reatividade Vascular e Lipides Séricos

Como visto, os pacientes tratados com niacina apresentaram
normalizacdo da funcdo endotelial; diferentemente dos tratados com
placebo, apesar de terem colesterol total e LDL-C maiores. Apesar disso nao
houve melhora nas concentragdes de lipides. Tal dado foi interessante ja
que o unico estudo encontrado com niacina para o tratamento de disfuncéo
endotelial (Kuvin et al, 2002) demonstrou, em pacientes coronariopatas com
HDL-C baixo, o aumento das concentracbes de HDL-C e a melhora da
funcao endotelial, demonstrando também, em culturas de células endoteliais

humanas expostas ao HDL-C, o aumento na expressao da eNOS; sugerindo
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que a melhora na fungao endotelial foi devida ao aumento do HDL-C. Em
nosso estudo, no entanto, ndo encontramos esta associagao.

Diversos possiveis motivos para a nao elevagdo das concentragdes
de HDL-C podem ser invocados. A falta de aderéncia ao tratamento esta
descartada pois os pacientes eram solicitados a trazer os frascos com os
comprimidos restantes, sendo possivel confirmar diretamente a aderéncia,
além disso é possivel confirmar indiretamente a aderéncia pela melhora
ocorrida na DMF dos pacientes do grupo Niacina, diferentemente do que
ocorreu ao grupo Placebo. Dois outros fatores seriam o tempo de tratamento
e a quantidade da droga administrada. Porém, diversos estudos
demonstraram que o periodo de 8 a 12 semanas ¢é suficiente para melhora
do perfil lipidico e que 1,5 g/dia é dose suficiente para tal; entre estes
estudos podemos citar dois estudos realizados nesta instituigdo pelo Dr.
Sposito e colaboradores (1999 e 2001) utilizando apenas 1 g/dia de niacina
de liberacdo lenta, o que praticamente descarta estas possibilidades.

Outra possibilidade para o efeito benéfico da niacina sobre a DMF é
seu efeito nas concentragdes das sub-fracdbes de HDL-C, o que néao foi
aferido na presente investigacdo; em estudo recente de associagao de
niacina com lovastatina comparada a sinvastatina e a atorvastatina (Bays et
al, 2003) demonstrou-se um aumento muito maior das concentragdes de
HDL-C 2 nos pacientes que utilizaram a niacina, sendo que estudos prévios
sugerem que esta sub-fracdo seja mais cardioprotetora que o HDL-C 3
(Cheung et al, 1991; Griffin et al, 1988). Outra possibilidade poderia ser o

aumento do conteudo de Apo A-l do HDL-C gerado pela niacina ao diminuir
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a taxa de catabolismo fracional da Apo A-l, diminuindo sua captagéo pelo
figado , como demonstrado por Sakai et al (2001); a Apo A-l parece ser
responsavel pela maior quantidade de eNOS gerada pelo HDL-C ja que
Ramet et al (2003) demonstraram que os efeitos da HDL-C e da Apo A-l
isolada n&o diferiam em relagdo ao aumento da eNOS.

Outra hipdétese seria o melhor funcionamento do HDL-C por
alteracdes da atividade das proteinas e enzimas a ele relacionadas, o que
nao foi dosado em nosso estudo. Por exemplo, sabe-se que polimorfismos
de paroxonase (PON1) e de proteina de transferéncia de colesterol éster
(CETP) estdo relacionados ao aumento da espessura intima-média da
carodtida (Leus et al, 2000; Kakko et al, 2000); porém nao foram encontrados
estudos que avaliassem o efeito da niacina sobre estas. Ainda sobre a
PON1, sabe-se que ela diminui a peroxidagcao do LDL-C; sabe-se também
que o LDL-C oxidado leva a uma pior fungdo endotelial (Heitzer et al, 1996);
um aumento da atividade da PON1 poderia diminuir a oxidagdo do LDL-C e
melhorar a fungcdo endotelial. Em relacdo a proteina de transferéncia de
fosfolipides (PLTP), niveis baixos de atividade de PLTP se relacionam a
concentracdes baixas de Apo A-l em pacientes com HDL-C baixo e DAC.
Por outro lado a PLTP previne a disfuncéo endotelial por aumentar a oferta
de alfa-tocoferol as células endoteliais (Desrumaux et al, 1999); porém, em
estudo recente, Cheung et al (2001) demonstraram que a terapéutica com
niacina associada a sinvastatina n&o se associa a alteragdes na PLTP.

Estudos mais recentes forneceram dados importantes sobre a

atuagao da niacina na inflamacao. Assim, foi descrito o efeito da niacina
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blogueando a transcricdo de NF-Kappa B na fibrose pulmonar (
Gurujeyalaksmi et al, 2000; Giri, 2003). Além disso também foram descritos
os efeitos da niacina na via de AMPc/proteina quinase A e na estimulagao
da formacgao da prostaglandina D2, cujo metabdlito 15-deoxi-delta (12,14) -
prostaglandina J2 foi recentemente identificado como o mais potente
ativador endégeno de PPAR gama; a niacina estimulou, em mondcitos, a
translocacao e a transcrigdo de PPAR gama, bem como a transcricao de
CD36 e ABCA1; o efeito sobre o CD36 foi bloqueado pela inibicao da
ciclooxigenase; e o sobre o ABCA1 pela inibicdo da proteina quinase A
(Rubic et al, 2004).

Em sintese, os efeitos da niacina sobre a reatividade vascular
parecem ser pleiotropicos, ja que esta nao alterou as concentracdes
lipidicas; descarta-se a falta de aderéncia e tempo ou dose inadequados
para o efeito. Alteragdes nas sub-fragées e no conteudo do HDL-C poderiam
explicar estes efeitos, bem como a atividade das proteinas e enzimas
relacionadas ao HDL, ou mesmo os efeitos anti-oxidantes ou anti-

inflamatorios, porém estes dados nao foram avaliados no presente estudo.

Cinética de Quilomicrons Artificiais

Em relacdo a utilizagdo de niacina na avaliagdo da cinética de

quilomicrons foi encontrado apenas um estudo do Laboratério de Lipides do

InCor (Dr. Raul C. Maranhdo) que utilizou etofibrato, droga hibrida que

combina niacina com clofibrato em pacientes coronariopatas com perfil
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lipidico bastante diverso do nosso grupo (colesterol total de 240+41 mg/dl,
LDL-C maior que 130 mg/dl, em média 162+38 mg/dl, HDL-C 39+7 mg/dl e
triglicérides 188+42 mg/dl), havendo melhora da lipdlise e da remocgao de
remanescentes de quilomicrons (Sposito et al, 2001). Neste mesmo sentido
Santos et al. (2001), igualmente no Laboratério de Lipides do InCor,
demonstraram que o gemfibrozil melhorou a lipdlise e a remogdo de
remanescentes de quilomicrons em pacientes com hipertrigliceridemia
endogena. Estes dados podem sugerir que a melhora com o etofibrato se
deveu ao componente fibrato da droga e ndo a niacina, o que estaria em
acordo com este estudo; entretanto ndo se pode descartar que o efeito
positivo da niacina ou do fibrato se deva a acao nos demais lipides, que
estavam elevados, e ndo no HDL-C; isto explicaria a auséncia de resposta a
niacina em nosso estudo. N&o foram, entretanto, encontrados estudos
utilizando apenas niacina.

Foram também encontrados estudos clinicos e experimentais com
estatina (Santos et al, 2000; Sposito, 2003) e probucol (Mamo et al, 1993),
todos com respostas favoraveis; no entanto em todos havia associagao de
fatores de risco .

No presente estudo, dicotomizando a resposta em melhora ou n&o da
TRF-CE, os pacientes do grupo Placebo apresentaram comportamento
homogéneo, n&do havendo melhora em nenhum; ja os pacientes do grupo
Niacina se comportaram de forma heterogénea com quatro pacientes
apresentando melhora significativa da TRF-CE que se tornou compativel

com a meédia do grupo Controle; tal dado sugere que esta alteragdo na
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cinética de lipides relacionada ao HDL-C baixo possa ter multiplas causas
com alguns pacientes respondendo e outros ndo a determinados
tratamentos; assim a combinagcdo de terapéuticas pode ser um caminho,
como demonstrado por O’Keffe et al (1995); no estudo a associagao de
pravastatina e niacina diminuiu a lipemia pos-prandial e a presenga de
remanescentes, porém a pravastatina sozinha nao apresentou tal efeito.
Outra consideragao é que, apesar de haver estudos relacionando a
hipertrigliceridemia pds-prandial a pior reatividade vascular (Lundman et al,
1997; Gaenzer et al, 2001) e a hipetrigliceridemia pds-prandial a presenga
de remanescentes (Geurian et al, 1992), podendo se supor que a presenga
de remanescentes estaria relacionada a pior reatividade vascular, esta
relacdo ndao se mostrou valida em nosso estudo. De fato, apesar de
inicialmente a reatividade vascular e a cinética de quilomicrons parecerem

se relacionar, apos o tratamento a primeira se normalizou e a segunda nao.

Efeitos Colaterais

Como visto os pacientes de ambos os grupos nao apresentaram
alteracbes laboratoriais importantes em relacdo ao lipides; tal também é
verdadeiro para as aminotransferases hepaticas e para o acido urico; isto é
importante pois um fator limitante de qualquer terapia sao os efeitos
colaterais. A literatura mostra a hepatite medicamentosa e a gota como

efeitos colaterais, ainda que raros, temidos no uso de niacina. Apesar da
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amostra reduzida e do tempo exiguo de uso, ndo observamos quaisquer
modificagdes.

Em relacdo a hiperglicemia e ao desenvolvimento de diabetes,
possiveis com a niacina, nossos pacientes tiveram o efeito oposto com
diminui¢cdo dos valores de glicemia de jejum, tanto nos pacientes do grupo
Niacina, quanto nos pacientes do grupo Placebo.

A niacina foi portanto tdo bem tolerada quanto o placebo em nosso

estudo.
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Limitagoes

Apesar de estatisticamente adequado este foi um estudo breve
e com poucos pacientes, podendo haver efeitos benéficos ou adversos nao
observados por isto. Por exemplo, as alteragdes da TRF-CE com o uso de
niacina talvez se mostrassem significativas em uma amostra maior. Neste
mesmo sentido, outra limitagdo foi a impossibilidade de encontrar um grupo
de pacientes com HDL-C baixo que fosse totalmente similar ao grupo
Controle. Em relacdo a estas limitacbes salientamos a dificuldade de
encontrar individuos saudaveis com HDL-C baixo sem outras alteracdes

lipidicas ou outros fatores de risco cardiovascular.

Relevancia

O HDL-C baixo € conhecidamente aterogénico, porém seus
mecanismos de acdo ainda nao estdo totalmente elucidados. Estes dados
permitem identificar a disfuncdo endotelial e a deficiéncia na remocao de
remanescentes de quilomicrons como mecanismos facilitadores de

aterosclerose em individuos com HDL-C baixo.

Além disso, sugere-se a presenca de efeito pleiotrépico da niacina de
liberagdo lenta corrigindo a disfungdo endotelial sem agir em lipides;
possivelmente mecanismos anti-inflamatérios ou anti-oxidantes e a agéo nas
sub-fragbes de HDL-C ou na disponibilidade de 6xido nitrico expliquem tais

achados.
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CONCLUSOES




Conclusoes

Este estudo demonstrou que:

Concentragbes baixas de HDL-C associaram-se com disfungao
endotelial, caracterizada por menor DMF.

Concentragdes baixas de HDL-C associaram-se também com
menores taxas de remocao fracional de colesterol éster de
quilomicrons artificiais, ou seja, associam-se a uma maior
permanéncia de remanescentes de quilomicrons no plasma.

O uso de niacina de liberagédo lenta corrigiu a disfungdo endotelial

sem agir nas concentragdes lipidicas ou na cinética de lipides.
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