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RESUMO

Introducio: A resposta de fase aguda (RFA) transforma a lipoproteina de alta densidade (HDL) em uma
particula disfuncional que pode favorecer o estresse oxidativo/inflamatério ¢ disfun¢do da enzima 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS). Ao mesmo tempo, a modulagdao do metabolismo da HDL pela proteina
de transferéncia de colesteril ester (CETP) parece estar associada a um potencial efeito anti-inflamatorio
durante a RFA relacionada a sepse. Embora esses mecanismos possam estar envolvidos na disfungdo
endotelial que se segue ao infarto do miocardio com supra de ST (IMCSST), essas hipdteses nunca foram
testadas em humanos.

Método: Plasma foi obtido de pacientes consecutivos com IMCSST (n=116 a 180) nas primeiras 24 horas
apés o inicio dos sintomas (D1) e no 5° dia (D5), sendo utilizado para medir: proteina C reativa (PCR),
nitrato/nitrito (NOx) e atividade de CETP. As lipoproteinas foram isoladas por ultracentrifugacdo de
gradiente. A oxidabilidade de LDL co-incubada com HDL (HDL,.pr) € auto-oxidabilidade da HDL
(HDL,yx) foram medidas apos a incuba¢do com CuSO, A atividade anti-inflamatoria da HDL foi
estimada pela secregdo de VCAM-1 por células endoteliais da veia umbilical humana, apds a incubagao
com TNF-a. Dilata¢cdo mediada por fluxo (FMD) foi avaliada no 30° dia (D30).

Resultados: Entre os pacientes no 1° tercil de HDL-colesterol no D1 (<33mg/dL), o incremento de NOx
entre D1 ¢ D5 e a FMD ajustada para varias co-variaveis foram maiores do que naqueles no 2° (33-
42mg/dL) e 3° (>42mg/dL) tercis. Do D1 ao D5 houve redugio no tamanho e no numero de particulas de
HDL, bem como aumento da HDL .o pr € HDLyox. A secrecdo de VCAM-1 apds estimulo com TNF-a
foi reduzida apds co-incubagdo com HDL de voluntarios saudaveis, de doentes com IM no D1 ¢ D30, mas
ndo para a HDL do D5. A oxidagdo da HDL foi medida pela concentragdo de TBARS em particulas de
HDL isoladas, sendo observado aumento entre D1 e D5, e permanecendo elevado no D30. O aumento no
conteudo de TBARS na HDL foi associado com a atividade de CETP (r=0,72; p=0,014), FMD (r =-0,61;
p=0,046) e HDL-C (r=0,83; p=0,004). Em paralelo, elevada atividade de CETP na admissédo foi associado
a menor FMD, menor biodisponibilidade de NOx e a maior incidéncia de morte stbita e infarto recorrente
apos 30 (OR=12,8; p=0,032) e 180 dias (OR=3,3; p=0,044).

Conclusio: O IMCSST induz mudangas na composi¢do quimica e fungdo do HDL, bem como alteragdes
na atividade enzimatica da CETP que paralelamente contribuem para o aumento da oxidagdo de particulas
de HDL, que se traduz em disfuncdo endotelial.

Palavras-chave: Lipoproteinas HDL; Disfun¢do endotelial; Infarto do miocardio; Sindrome de resposta

inflamatoria sistémica; Reacdo de fase aguda; Proteina de transferéncia de ésteres de colesterol.
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ABSTRACT

Introduction: Acute phase response (APR) turns high-density lipoprotein (HDL) into a dysfunctional
particle that may favor oxidative/inflammatory stress and endothelial nitric oxide (NO) synthase (eNOS)
dysfunction. Moreover, modulation of HDL intravascular metabolism by cholesteryl ester transfer protein
(CETP) action has also been implicated as a potentially anti-inflammatory and thrombotic mechanism
during APR. Although these mechanisms may be involved into endothelial dysfunction that follows acute
ST-elevation myocardial infarction (STEMI), these assumptions have never been in investigated in
humans.

Method: Plasma was obtained in the first 24-hours after STEMI symptoms onset (D1) and after 5 days
(D5) in consecutive patients (n=116 to 180), and then used to measure C-reactive protein (CRP),
nitrate/nitrite (NOx) and CETP activity. Lipoproteins were isolated by gradient ultracentrifugation. The
oxidizability of low-density lipoprotein incubated with HDL (HDL,oxpr) and the HDL self-oxidizability
(HDL,u0x) were measured after CuSOy4 co-incubation. Anti-inflammatory activity of HDL was estimated
by VCAM-1 secretion by human umbilical vein endothelial cells after incubation with TNF-a. Flow-
mediated dilation (FMD) was assessed at the 30™ day (D30) after STEML.

Results: Among patients in the first tertile of admission HDL-Cholesterol (<33mg/dL), the increment of
NOx from D1 to D5 and the FMD adjusted for multiple covariates were higher than in those in the second
(33-42mg/dL) or third (>42mg/dL) tertiles, respectively. From D1 to D5, there was a decrease in HDL
size and particle number and increase in both HDL,oxpr and HDL, . VCAM-1 secretion after TNF-a
stimulation was reduced after co-incubation with HDL from healthy volunteers, from MI patients at D1
and D30 but not from D5. Oxidized HDL was measured by TBARS in isolated HDL particles and
increased from D1 to D5, and remaining elevated at D30. The change in TBARS content in HDL was
associated with CETP activity (r=0.72;p=0.014), FMD (r=-0.61;p=0.046) and HDL-C (r=0,83,p=0,004).
High CETP activity at admission was associated lower FMD, lower NOx bioavailability and with the
incidence of sudden death and recurrent MI at 30 days (OR 12.8;p=0.032) and 180 days (OR
3.3;p=0.044).

Conclusion: STEMI induces changes in the chemical composition and function of HDL as well as
changes in the enzymatic activity of CETP that in parallel contribute to increased oxidation of HDL
particles, and thus inducing endothelial dysfunction.

Keywords: Lipoproteins, HDL; Endothelial dysfunction; Myocardial infarction; Systemic inflamma-tory

response syndrome; Acute-phase reaction; Cholesterol ester transfer proteins.
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1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares sdo as mais frequentes causas de Obito ndo apenas no
mundo desenvolvido, mas também no Brasil e noutros paises em desenvolvimento (Santos,
Timerman et al. 2009). Entre as doengas cardiovasculares figuram as doencas cerebrovasculares e
as doencas isquémicas do coragdo, que compdem cerca de 21% de todas as causas de 6bito no
mundo (WHO 2010) e 62% dos 6bitos em individuos entre 20 e 59 anos de idade no Brasil
(DATASUS 2014). Além disso, ao atingir uma popula¢do em plena fase produtiva, tais doengas
geram custos diretos para o sistema de saude publica brasileiro da ordem de onze bilhdes de reais
ao ano, e custos indiretos por perda de producdo no trabalho de dezessete bilhdes de reais
(Azambuja, Foppa et al. 2008). Nesse contexto, o infarto do miocardio (IM) consiste hoje em
uma das mais potentes causas de morbidade e de perda de produtividade na populacdo adulta
brasileira (Teich and Araujo 2011).

Embora a incidéncia de IM esteja em franca ascensdo, estudos epidemioldgicos tém
mostrado, entretanto, uma queda em sua letalidade intra-hospitalar (Piegas, Avezum et al. 2003,
Coppieters, Collart et al. 2011). Em 1980, o 6bito nos primeiros 30 dias apds o IM era verificado
em torno de 21-30% dos pacientes. No ano 2008, ja se podia verificar uma redugdo dréstica na
letalidade, alcancando niveis tdo baixos quanto 3 a 12% (Coppieters, Collart et al. 2011). A
relevante queda observada na letalidade intra-hospitalar foi conquistada em grande parte por
admissdes hospitalares mais precoces e pela adogdo de praticas como reperfusdo com agentes
tromboliticos e angioplastia, além do uso de antiplaquetarios em pacientes com IM (Coppieters,
Collart et al. 2011).

Apesar dos grandes avancos nas estratégias terapéuticas, pacientes com sindromes
coronarianas agudas (SCA), em particular aqueles acometidos por IM, permanecem sob elevado
risco de eventos cardiovasculares. O risco de morte cardiovascular ou recorréncia do evento no
primeiro ano apds um episodio de sindrome coronariana aguda ¢ de cerca de 8 a 20% (Yusuf,
Zhao et al. 2001), ou seja, 20 vezes maior que pacientes de baixo risco e até 3-7 vezes maior que
pacientes de alto risco pelos escores de risco tradicionais (Ajani and Ford 2006, Ridker, Genest et
al.). Em doentes cronicos, mesmo aqueles que se encontram em uso de estatinas em dose maxima

tolerada e com adequado manejo e controle da glicemia, pressdo arterial, dieta e sedentarismo, a



reducdo méxima do risco ¢ de 40 a 50% (Baigent, Blackwell et al. 2010). Dessa forma, o ensaio
clinico COURAGE (Clinical Outcomes Utilizing Revascularization and Aggressive Drug
Evaluation) mostrou que ainda persiste nesses pacientes cronicos um risco residual para IM e
obito proximo a 3% ao ano, mesmo com o melhor tratamento disponivel (Boden, O'Rourke et al.
2007).

Em pacientes na fase aguda do IM e nas SCA, o risco residual parece ter impacto
ainda mais relevante. Mesmo quando se usa dupla inibi¢do plaquetdria, com o uso de acido
acetilsalicilico (AAS) e ticagrelor em pacientes tratados por angioplastia primaria (James, Roe et
al. 2011), combinada a redugdo do LDL colesterol pelo uso de estatinas (Waters, Schwartz et al.
2002, Kinlay, Schwartz et al. 2003), o risco de morte e recorréncia do IM permanece superior a
8% no primeiro ano. A persisténcia de elevados indices de mortalidade e recorréncia de eventos
apos o IM sinaliza a existéncia de outros possiveis fatores que, at¢é o momento, ndo receberam

abordagem adequada para este contexto.

1.1.1 O HDL e o Risco Residual

Nos ultimos anos, tem-se procurado alternativas para a redu¢do do risco residual e
uma das perspectivas mais promissoras tem se concentrado em investigar o papel dos niveis de
HDL colesterol como marcador de risco, bem como em avaliar o potencial do aumento dos niveis
de HDL colesterol em pacientes com doenca arterial coronaria (DAC) (Barter, Gotto et al. 2007,
Barter, Caulfield et al. 2007, Schwartz, Olsson et al. 2009, Natarajan, Ray et al. 2010). H4 mais
de 60 anos surgiram as primeiras documentagdes em estudos caso-controle de que pacientes com
IM apresentavam menores niveis de colesterol HDL que individuos saudaveis (Barr, Russ et al.
1951, Miller and Miller 1975, Steinberg 2005). Mas levou diversas décadas para que as
propriedades anti-aterogénicas do HDL ganhassem popularidade (Nicholls and Nissen 2005,
Steinberg 2005). Na década de 70, o estudo de Framinghan mostrou que o HDL era a varidvel
bioquimica mais fortemente associada ao risco cardiovascular (Asztalos, Cupples et al. 2004).
Posteriormente, diversos estudos clinicos prospectivos, incluindo o US Physicians Health Study,

o estudo Prospective Cardiovascular Munster (PROCAM), e o estudo Atherosclerosis Risk in
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Communities (ARIC) confirmaram a observagdo de que baixos niveis de HDL colesterol
constituem um fator de risco independente para DAC tanto em diabéticos, como em individuos
nao-diabéticos com e sem historia de DAC estavel (Maron 2000, Sharrett, Ballantyne et al. 2001,
Gotto and Brinton 2004). Além disso, em pacientes com DAC estavel em uso de altas doses de
estatinas e niveis de colesterol LDL tao baixos quanto 70 mg/dL, os niveis de HDL permaneciam
fortes preditores do risco cardiovascular, de acordo com uma subandlise do estudo Treating to
New Targets (TNT) (Barter, Gotto et al. 2007).

Do ponto de vista epidemioldgico, em uma andlise ecologica com 137.000 pacientes
norte-americanos, foi observada uma tendéncia de decréscimo dos niveis médios de HDL
colesterol de 43 mg/dL em 2000-2001 para 38-39 mg/dL em 2005-2006 (Sachdeva, Cannon et al.
2009). Tal estudo sugere que a presenca de baixos niveis de HDL colesterol em pacientes com
SCA deve estar se tornando ainda mais comum. De fato, usando como base niveis de HDL
adotados como limitrofes pelas diretrizes da SBC (Sociedade Brasileira de, Xavier et al. 2013) e
da AHA/ACC (Stone, Robinson et al. 2014) (abaixo de 40 mg/dL para homens e 45 mg/dL para
mulheres), aproximadamente metade dos pacientes com SCA apresentam baixos niveis de HDL
colesterol (Olsson, Schwartz et al. 2005, Wolfram, Brewer et al. 2006). Estes achados
epidemiologicos em paralelo com o forte poder preditivo para doenca cardiovascular em
individuos saudaveis e com DAC estavel tornam razodvel imaginar que os niveis de HDL possam

ser significativos na determinagdo do risco cardiovascular também em pacientes apds SCA.

1.2 HDL EM PROCESSOS INFLAMATORIOS AGUDOS E NA FASE AGUDA DO
INFARTO DO MIOCARDIO

O HDL desempenha diversas fungdes desde o transporte de colesterol e redugao do
estresse oxidativo até a neutralizacdo de toxinas durante processos infecciosos (Barlage,
Gnewuch et al. 2009, Grion, Cardoso et al. 2010). A lipoproteina apresenta um elevado potencial
em carrear produtos toxicos, como lipides oxidados, prostaglandinas (Proudfoot, Barden et al.
2009) e lipopolissacarideos (LPS) (Barlage, Gnewuch et al. 2009, Grion, Cardoso et al. 2010),

representado uma relevante via de defesa contra agressores enddgenos e exodgenos.
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Em modelos animais (Li, Dong et al. 2008) e em humanos (Grion, Cardoso et al.
2010), o HDL se mostrou ndo apenas um potente agente antiinflamatorio, antioxidante e
antiinfeccioso, mas também um importante marcador progndstico [para revisdo mais detalhada
das agdes fisiologicas do HDL, vide Capitulo 2 — Revisdo de Aspectos Relevantes a Tese]. Em
humanos durante a sepse, por exemplo, niveis mais baixos de HDL no inicio do processo estdo
associados a maior morbimortalidade em curto e longo prazo (Grion, Cardoso et al. 2010). Em
termos mecanisticos, um conjunto de proteinas constituintes do HDL, tais como a
apolipoproteina (apo) A-I, apo C-I e apo E, apresentam elevada capacidade imunomoduladora
(Barlage, Gnewuch et al. 2009), participando da neutraliza¢do de LPS (Li, Dong et al. 2008), da
ativacdo da fagocitose por macréfagos e reducdo dos niveis de citocinas e fatores pro-
inflamatorios (Barlage, Gnewuch et al. 2009). Tal observacdo ¢ consistente também com outros
modelos de estresse inflamatério agudo, como nas SCA e no IM.

Uma relacdo inversa entre os niveis de HDL colesterol e a recorréncia de eventos
cardiovasculares apds um primeiro episodio de SCA foi sugerida em diversas publicagdes
(Nissen, Tsunoda et al. 2003, Olsson, Schwartz et al. 2005, Barter, Gotto et al. 2007). Em um dos
estudos mais populares sobre o assunto, subanalise do estudo clinico Myocardial Ischaemia
Reduction with Aggressive Cholesterol Lowering (MIRACL), pacientes com SCA foram
incluidos e tratados com 80mg de atorvastatina ou placebo, sendo avaliada a relacdo entre os
niveis de lipoproteinas plasmaticas e a incidéncia de morte, IM recorrente e angina instavel apds
16 semanas. Baixos niveis de HDL colesterol foram fortemente associados aos desfechos
clinicos, sendo que o aumento de cada 1 mg/dL. de HDL colesterol associou-se a reducdo de 1,4%
no risco relativo (Olsson, Schwartz et al. 2005). Porém, no estudo MIRACL a coleta de sangue
foi tardia (em média 75 horas pdos-SCA) e os resultados somente se mostraram significativos na
analise combinada de desfechos duros (primordiais) e desfechos secundarios, limitagdes que
obrigam a consideracdo cautelosa dessa subandlise.

Por outro lado, um estudo recente com 12.292 pacientes, envolvendo trés coortes de
pacientes sauddveis e coronariopatas, mostrou que a mortalidade cardiovascular em 10 anos de
seguimento ndo foi diferente entre individuos com altos e baixos niveis de HDL colesterol
durante os episodios de SCA (Figura 1) (Silbernagel, Schottker et al. 2013). Em individuos
saudédveis deste mesmo estudo, consistentemente com dados prévios, elevados niveis de HDL

colesterol (tercil superior) se associaram a menor mortalidade cardiovascular com risco relativo
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de 0,49 (0,34-0,71) na andlise univariada e 0,63 (0,43—0,94) na multivariada. Porém, pacientes
com DAC estavel apresentaram uma atenuagao critica no risco relativo atribuido a baixos niveis
de HDL colesterol. Apesar da heterogeneidade moderada destas ultimas andlises, o risco relativo
do tercil superior de HDL colesterol foi de 0,67 (0,56—0,85) na andlise univariada e 0,84 (0,67—
1,06) na multivariada. Dessa forma, o estudo de Silbernagel et al. sugere que, diferentemente dos
pacientes saudaveis, a presenca de um contexto inflamatdrio/oxidativo desencadeado pelo
estresse agudo pode reduzir a capacidade preditiva da HDL para desfechos clinicos nas SCA

(Silbernagel, Schottker et al. 2013).
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Figura 1. Adaptado a partir de Silbernagel et al. (Silbernagel, Schottker et al. 2013)

De fato, evidéncias recentes indicam que a associagdo entre HDL e desfechos clinicos
parece depender de certos fatores, como a magnitude da ativacdo inflamatoria no estresse e outros
fatores capazes de modificar a estrutura e fun¢do da HDL (Van Lenten, Hama et al. 1995, Ansell,
Navab et al. 2003, Corsetti, Ryan et al. 2010). Em pacientes com IM recente do estudo
THROMBO, o grupo de pacientes com HDL colesterol e proteina C reativa (PCR) elevados foi o
de maior risco para recorréncia de morte cardiovascular, IM e angina instdvel com hospitalizacao
apoOs 26 meses de seguimento (Figura 2) (Corsetti, Ryan et al. 2010). Enquanto isso, o grupo com
HDL colesterol mais baixo e baixa atividade inflamatoria apresentaram o menor risco de
recorréncia de eventos cardiovasculares, sugerindo que o poder preditivo do HDL colesterol para

desfechos clinicos depende diretamente do nivel atividade inflamatoria plasmatica.
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Figura 2. Extraido de Corsetti et al (Corsetti, Ryan et al. 2010).

Durante a resposta ao estresse agudo, a composicdo quimica e a funcionalidade das
particulas de HDL se modificam intensamente. O estresse agudo leva ao aumento na HDL de
proteinas pro-inflamatérias como amildide A sérico (SAA), ceruloplasmina e fragdes do
complemento (Van Lenten, Hama et al. 1995, Vaisar, Pennathur et al. 2007), e a reducdo de
proteinas antiinflamatorias, como a paraoxonase 1 (PON-1) (Davidson, Silva et al. 2009). Ao
mesmo tempo, o estresse inflamatério agudo promove inducdo da lipase endotelial e de
fosfolipases do grupo II, e suprime a atividade da lecithin-cholesterol acyltransferase (LCAT),
gerando redu¢do no conteudo de colesteryl ester da HDL, bem como seu enriquecimento em
colesterol livre, triglicérides e 4cidos graxos livres (Khovidhunkit, Kim et al. 2004, Jahangiri, de
Beer et al. 2009). Além disso, parece haver ainda aumento na relagdo esfingomielina /
fosfatidilcolina e na razdo entre acidos graxos saturados / poliinsaturados (SFA/PUFA). Tais
modificac¢des tornam a superficie lipidica da HDL mais rigida, o que compromete sua capacidade
aceptora e redutora de hidroperoxidos e reduz seu potencial de hidrélise de fosfolipides oxidados
(Kontush and Chapman 2010).

Em termos funcionais, diversas enzimas componentes da HDL sofrem influéncias
negativas do estresse agudo e as propriedades protetoras da HDL sdo inibidas (Van Lenten, Hama
et al. 1995, Kontush, Chantepie et al. 2003, Davidson, Silva et al. 2009). Recentemente, foi
demonstrado que as enzimas PON-1 e mieloperoxidase (MPO) formam um complexo terciario
com apoA-I da HDL, onde PON-1 atua inibindo a agdo da MPO ao passo que a MPO ¢ capaz de
oxidar e reduzir a atividade de PON-1 e apoA-I, de forma que o predominio antioxidante ou pro-
oxidante do complexo ¢ determinado pelas condi¢des inflamatdrias do meio (Huang, Wu et al.
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2013). Além disso, a redugd@o na fun¢ao de PON-1 relacionada ao estresse agudo torna a particula
de HDL capaz de ativar o receptor LOX-1 (lectin-like oxidized LDL receptor 1) no endotélio, o
que promove a sinalizagdo inibitdria sobre expressdo e fun¢do da 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) bem como redug¢do na producdo de oOxido nitrico (Besler, Heinrich et al. 2011).
Entretanto, o impacto deste mecanismo sobre a fun¢do endotelial in vivo jamais foi testado.

Em paralelo, o aumento de citocinas inflamatorias decorrente do estresse agudo
provoca ndo apenas inibi¢do da sintese hepdatica de apoA-I, mas também reducao de sua atividade
e aumento de seu catabolismo (Khovidhunkit, Kim et al. 2004, Jahangiri, de Beer et al. 2009,
Natarajan, Ray et al. 2010). As moléculas de apoA-I sdo altamente suscetiveis a modificagcdes
oxidativas e glicosilacdo, fatores que sdo acentuados durante o estresse agudo e que inibem a
atividade de apoA-I (Zheng, Nukuna et al. 2004, Undurti, Huang et al. 2009). Tais alteragdes
comprometem o transporte reverso de colesterol e a captagdo hepatica do colesterol via scavenger
receptor-B1 (Artl, Marsche et al. 2000), bem como podem potencialmente intermediar a perda da
capacidade antioxidante da HDL durante o estresse agudo (Cho, Shin et al. 2009, Patel, Khera et
al. 2011).

Ao lado desses mecanismos indutores de disfuncdo da HDL durante o estresse,
distintos processos relacionados ao seu remodelamento e metabolismo intravascular também
podem potencialmente ocorrer na fase aguda do IM. Enzimas como a cholesteryl ester transfer
protein (CETP) contribuem para um aumento do conteudo de triglicérides, bem como para a
reducdo de colesteryl ester e aumento do catabolismo de apoA-I (Barter, Brewer et al. 2003,
Brousseau, Diffenderfer et al. 2005). Embora o impacto de tais efeitos ndo tenha sido
efetivamente estudado no contexto do IM, em pacientes com doenga arterial corondria cronica a
acdo da CETP contribui em grande parte para o aumento na transferéncia de lipides oxidados
(Ohmura, Watanabe et al. 1999, Matsunaga, Hokari et al. 2003) e para a inibi¢do do transporte
reverso de colesterol pela HDL e de sua atividade antioxidante (Barter, Brewer et al. 2003). Além
disso, a atividade de CETP foi associada a ativagao dos fatores de coagulacdo VII e XI (Deguchi,
Fernandez et al. 2007), bem como a disfunc¢do endotelial (Gomaraschi, Ossoli et al. 2014). Neste
contexto, o papel da CETP na fase aguda do IM pode ser clinicamente significativo, uma vez que
sua atividade parece se relacionar ndo apenas ao remodelamento da HDL, mas também a outras
vias associadas a pior progndstico no IM. Entretanto, esta hipotese nunca foi testada e até o

presente nao esta claro se a atividade da CETP desempenha algum papel na fase aguda do IM.

7



Tampouco esta claro se as mudangas funcionais da HDL no estresse agudo teriam algum impacto
mensuravel em termos de funcdo endotelial em humanos. Tais questdes foram levantadas para o
delineamento dos objetivos da presente Tese, mas antes de introduzi-los serd apresentada uma
breve revisdo sobre as fungdes da HDL com foco em seu papel na doenca arterial coronariana

aguda e crdnica.

1.3 A HDL COMO MODULADORA DA RESPOSTA OXIDATIVO-INFLAMATORIA E
FUNCAO ENDOTELIAL NO POS-INFARTO DO MIOCARDIO

1.3.1 HDL disfuncional e atividade oxidativo-inflamatoria no IM

O estresse oxidativo constitui elemento central na formacdo e deposicao de particulas
oxidadas da lipoproteina de baixa densidade (LDLox) na intima arterial e contribui para a
perpetuacdo da resposta inflamatoria na placa aterosclerética (Stocker and Keaney 2004) em um
ciclo vicioso pro-aterogénico. Do ponto de vista molecular, a expressdo de fatores pro-
inflamatorios e quimiotaticos como o vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), monocyte
colony stimulating factor (mCSF) e o monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) dependem ao
menos parcialmente de fatores de transcricdo regulados pelo estresse oxidativo em células
endoteliais (Alexander 1995). Portanto, existe uma relagdo de interdependéncia entre a resposta
inflamatoria e o estresse oxidativo.

Apés o infarto agudo do miocardio, a atividade inflamatoria eleva-se
progressivamente como resultante da lesdo por isquemia e reperfusdo miocardica. O pico da
atividade inflamatoria correlaciona-se temporalmente com a incidéncia de complica¢des, como a
extensdo e expansdo da area infartada, que promove precocemente disfuncdo sistolica e arritmias,
bem como tardiamente leva a formacdo de aneurisma ventricular esquerdo e rotura cardiaca
(Frangogiannis, Smith et al. 2002, Nian, Lee et al. 2004). Além disso, a exacerba¢do da liberacao

de citocinas pro-inflamatérias, além de reduzir o inotropismo cardiaco, favorece a fibrose



intersticial e deposicdo de coldgeno no miocéardio ndo-infartado, exacerbando a disfuncao
ventricular (Nian, Lee et al. 2004).

Ao mesmo tempo, elevados niveis de radicais hidroxil sdo produzidos logo apds a
reperfusdo da artéria culpada, como consequéncia da lesdo por isquemia-reperfusdo (Delanty,
Reilly et al. 1997). O estresse oxidativo no pds-infarto contribui direta e indiretamente para
resisténcia a insulina, disfuncdo endotelial e resposta inflamatdria (Arstall, Yang et al. 1995, De
Mattia, Bravi et al. 1998, Sochman 2002, Yesilbursa, Serdar et al. 2006), de forma a amplificar o
estresse oxidativo por retroalimentagdo. Por outro lado, o tamponamento do estresse oxidativo
plasmatico e celular pode estar potencialmente comprometido.

A HDL, a principal via de atenuacdo do estresse oxidativo e da atividade

inflamatoria, encontra-se disfuncional tanto na doenca coronariana crénica como em pacientes

com SCA (Besler, Heinrich et al. 2011, Patel, Khera et al. 2011). Entretanto, ainda ¢ incerto o

impacto clinico dessa HDL disfuncional no contexto do IM. Ndo ha ainda dados que tenham

demonstrado a relacdo entre as mudancas morfologicas ou funcionais da HDL no pos-IM e

desfechos clinicos, sejam eles duros ou substitutos. Além disso, ndo esta claro se o conteudo de

radicais oxidados na HDL pode fazer parte desta relacdo potencial entre HDL e o desfecho

clinico.

1.3.2 HDL disfuncional e funcdo endotelial no IM

Apesar dos avangos no estudo da relacdo entre HDL e disfuncdo endotelial em
doengas cronicas, apenas mais recentemente foi observado que a HDL se torna incapaz de
promover vasodilatacdo também durante o estresse agudo. Besler e colaboradores observaram
que a HDL de pacientes nas primeiras 24 horas apds SCA ¢ incapaz de estimular a producdo de
oxido nitrico bem como de ativar a eNOS (Besler, Heinrich et al. 2011). Os mecanismos causais
deste fendmeno parecem estar relacionados a reducdo da atividade da PON1 associada a particula
de HDL. Enquanto a HDL de individuos saudéaveis contém PON1 que efetivamente inibe a
producdo de lipides e lipoproteinas oxidados como o malondialdeido (MDA), a HDL de

pacientes pos-SCA exibe reduzida atividade de PON1, que leva ao acimulo de MDA e ativagdo
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da cascata da lectin-type oxidized LDL receptor 1 (LOX-1) e da via da proteina quinase CPII
(PKCBII) em células endoteliais. O estimulo da PKCBII tanto inibe a acdo da Akt sobre a
fosforilagdo (ativadora) em serina 1177 da eNOS, como também promove fosforilacao
(inativadora) direta da eNOS em treonina 495. Dessa forma, a HDL de pacientes em fases
precoces das SCA reduz a produgdo de 6xido nitrico pelo endotélio, um determinante central da
adesdo leucocitaria e reparo endotelial. Em paralelo, a inibicdo de tais mecanismos endoteliais
pela HDL parece depender de uma determinada magnitude de resposta inflamatéria que ¢
encontrada apenas em parte dos pacientes com SCA, particularmente naqueles com acentuado
incremento de proteina C reativa (quartil superior) apds o infarto do miocardio com
supradesnivelamento do segmento ST (IMCSST) (Gomaraschi, Ossoli et al. 2013).

As acoes da HDL de individuos saudaveis sobre o endotélio vascular também
envolvem a inibicdo de vias pré-apoptdticas e o estimulo de vias anti-apoptdticas. Em pacientes
apos SCA, a HDL ndo foi capaz de inibir a apoptose endotelial, ao apresentar menor potencial em
ativar a via da Bcl-xL, e passando a estimular, na verdade, vias pro-apoptéticas como a via de
inducdo das caspases pela proteina tBid, mediada pela p38-MAPK (mitogen-activated protein
kinase) (Riwanto, Rohrer et al. 2013). Estudos in vitro também demonstraram que a enzima MPO
catalisa modificacdes oxidativas na HDL que a tornam capaz de ativar a via do NF-xB ¢ a
expressdo endotelial de VCAM-1 (Zheng, Nukuna et al. 2004). Além disso, outros processos
como glicosilagdo e carbamilacdo da HDL ocorrem no diabetes e na doenca aterosclerética in
vivo (Wang, Nicholls et al. 2007, Undurti, Huang et al. 2009, Nobecourt, Tabet et al. 2010). A
HDL glicosilada e/ou carbamilada perde a capacidade de inibir a adesdo leucocitaria ao endotélio
mediada pela LDL oxidada, assim como podem induzir maior expressao de moléculas de adesao
como VCAM-1 e ICAM-1 pelo endotélio (Hedrick, Thorpe et al. 2000, Wang, Nicholls et al.
2007, Undurti, Huang et al. 2009)

Recentemente, a HDL foi também descrita como carreadora de micro RNAs
(miRNAs) entre distintos tecidos. Os miRNAs sdo pequenos fragmentos de RNA ndo codante
com fung¢do reguladora e sinalizadora, tendo sido descrito efeito de miRNAs como o 92a, 146a,
216a e 217a sobre a expressdo génica no endotélio vascular e controle de fun¢des como
angiogénese, regeneracao tecidual, envelhecimento celular e producao de 6xido nitrico (Bonauer,
Carmona et al. 2009, Menghini, Casagrande et al. 2014). Embora ainda inexistam evidéncias de

que miRNAs carreados pela HDL possam induzir disfuncdo endotelial, foi demonstrado em
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humanos com hipercolesterolemia familiar (HF) que a biblioteca de miRNAs na HDL desses
pacientes difere extensamente da HDL de pacientes saudaveis (Vickers, Palmisano et al. 2011).
Além disso, a HDL ¢ capaz de transferir miRNAs ativamente para hepatocitos via receptor SR-
B1, induzindo modificacdo na expressdao génica. A incubag¢do do HDL de pacientes com HF com
hepatocitos modifica a expressdo génica celular de forma distinta do HDL de individuos
saudéaveis. Entretanto, ainda ndo ha evidéncias claras de que a HDL tenha um papel direto na
disfuncdo endotelial por meio da transferéncia de miRNAs.

Dessa forma, apesar do avanco na compreensdo molecular da interacdo entre HDL e

disfuncdo endotelial durante o estresse agudo nos ultimos anos, ndo hé evidéncias da relevancia

clinica de tais achados. A proposta deste estudo se concentra em avaliar em humanos a relacido

entre os niveis e funcdo de HDL e marcadores de disfuncdo endotelial apds o burst inflamatorio

relacionado ao IMCSST.

14 A CHOLESTERYL ESTER TRANSFER PROTEIN (CETP) NA FASE AGUDA DO
INFARTO DO MIOCARDIO

1.4.1 O papel da CETP na doencga arterial coronaria

A CETP representa uma enzima central no remodelamento do HDL, participando da
transferéncia de ésteres de colesterol do HDL para lipoproteinas que contém apoB, como LDL e
VLDL, em troca de triglicérides. Consequentemente, o HDL enriquecido por triglicérides apos a
acdo da CETP encontra-se mais suscetivel a hidrolise pela lipase hepatica, que promove entdo
redu¢do do contetido lipidico, do peso e da area de superficie da particula de HDL (Cazita,
Barbeiro et al. 2008). Por este mecanismo, a medida que se aumenta a atividade da CETP, ocorre
reducdo gradual do tamanho do HDL e aumento do catabolismo de apoA-I (Brinton, Eisenberg et
al. 1994), ao passo que a inibicdo da CETP reduz o catabolismo de apoA-I (Brousseau,

Diffenderfer et al. 2005).
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De forma concordante, estudos em modelos animais € em humanos tém sugerido que
a inibicdo da CETP reduz o desenvolvimento e a progressdo da aterosclerose (Schwartz, Olsson
et al. 2009) e a deficiéncia ou a inibi¢do farmacologica da CETP consistentemente aumentam os
niveis de HDL-c e aumentam o efluxo de colesterol de macréfagos (Matsuura, Wang et al. 2006,
Yvan-Charvet, Matsuura et al. 2007). Por outro lado, insucessos nos ensaios clinicos com dois
inibidores de CETP (torcetrapib e dalcetrapib) tém gerado questionamentos sobre o papel causal
da CETP e mesmo da HDL na doenga aterosclerotica. O estudo ILLUMINATE foi interrompido
precocemente devido a aumento substancial na mortalidade cardiovascular nos pacientes em uso
de torcetrapib comparado com placebo (Barter, Gotto et al. 2007). J& no estudo ILLUSTRATE, o
torcetrapib ndo aumentou a mortalidade, mas mostrou ndo reduzir a progressdo da aterosclerose
(Nissen, Tardif et al. 2007), exceto no subgrupo de pacientes que apresentou niveis mais elevados
de HDL, segundo uma analise posthoc (Nicholls, Tuzcu et al. 2008). Além disso, em ambos os
estudos houve aumento da pressdo arterial e do sodio sérico e reducdo do potassio nos pacientes
em uso de torcetrapib, compativel com ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(Nicholls, Tuzcu et al. 2008).

Nos estudos dal-VESSEL e dal-OUTCOMES com o inibidor de CETP dalcetrapib,
apesar do aumento de 30-40% no HDL-c em comparagdo com o grupo placebo, ndo houve
mudanca na evolucdo do volume de placa carotidea em pacientes com DAC manifesta, tampouco
houve redugdo na incidéncia de eventos cardiovasculares (Luscher, Taddei et al. 2012, Schwartz,
Olsson et al. 2012). Potencialmente, tais estudos contribuem para uma quebra de paradigma sobre
a relacdo causal entre elevagdo do HDL-c e doenga aterosclerdtica. Com a elevacao atingida dos
niveis de HDL-c a expectativa era da reducdo de 12-15% na incidéncia de eventos
cardiovasculares. Por um lado, o aumento de ‘apenas’ 30-40% nos niveis de HDL-c pode ter sido
insuficiente, e o uso de inibidores de CETP mais potentes como anacetrapib e evacetrapib,
capazes de elevar em até 100% os niveis de HDL-c poderdo atingir resultados mais convincentes
(Nicholls, Brewer et al. 2011). Por outro lado, os estudos com dalcetrapib se iniciaram numa fase
tardia da doenga (4 a 12 semanas apos o IM), o que pode representar uma fase onde o impacto do
niveis e funcdo do HDL seja apenas marginal. Nesse sentido, ¢ possivel que a inibi¢do mais
precoce da CETP no pds-IM tenha efeito clinicamente observavel.

Num contexto distinto, mas ainda relacionado a resposta de fase aguda, a CETP

parece também desempenhar papel protetor durante a sepse em humanos e em modelos animais.
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A CETP apresenta elevado grau de homologia estrutural com a lipopolysaccharide (LPS) binding
protein (LBP), a mais importante proteina neutralizadora de toxinas bacterianas e um
componente da resposta imune inata (Grion, Cardoso et al. 2010). Cazita e colaboradores fizeram
a primeira descricdo da CETP como um mecanismo de defesa contra a produgdo excessiva de
mediadores pro-inflamatorios em camundongos (Cazita, Barbeiro et al. 2008). A CETP pode se
ligar diretamente ao LPS, ou pode mediar a ligagdo entre LPS e HDL ou LDL (Cazita, Barbeiro
et al. 2008). Em concordancia, os resultados recentes de Grion e colaboradores sugeriram que
baixos niveis de HDL e redu¢do na atividade de CETP determinam risco aumentado para sepse
grave e morte em pacientes hospitalizados (Grion, Cardoso et al. 2010). Dessa forma, a CETP
pode também exercer papel antiinflamatorio. Porém, inexistem evidéncias de que tal efeito teria

alguma relevancia no contexto do infarto do miocéardio.

1.4.2 O potencial papel da CETP na fase aguda do IM

Durante o infarto do miocardio fase aguda (MI), a resposta oxidativo-inflamatdria
representa um forte determinante de complicacdes elétricas e mecanicas, bem como de
mortalidade em curto e longo prazo (Frangogiannis, Smith et al. 2002). Com isso, ¢ plausivel
considerar que a relagdo entre a atividade da CETP e atenuacdo da resposta inflamatoria em
modelos de sepse possa ter também algum impacto clinicamente relevante no IM. Em pacientes
com angina instavel bem como apds cirurgia cardiaca e em modelos animais de ligadura
coronaria, de fato, ocorre reducdo na expressdo leucocitaria de CETP horas apds o eventos
precipitante e parece haver uma relagdo inversa entre o decréscimo da atividade de CETP e a
magnitude da reposta inflamatoria sistémica (Ye, Kraaijeveld et al. 2008, Jahangiri, de Beer et al.
2009). Porém, nao estd claro se a mudanca na atividade da CETP determina a exacerbagdo da
inflamacdo ou se a flutuacdo dessa atividade representaria apenas mais um marcador da resposta
de fase aguda. Além disso, ndo ha dados disponiveis para verificar essas hipdteses no contexto da
fase aguda do infarto do miocéardio.

Dados recentes também revelam uma associacdo positiva entre a atividade da CETP

no plasma e ativagdo de fatores de coagulacdo VII e XI (Deguchi, Fernandez et al. 2007); ambos
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diretamente implicados na incidéncia e recorréncia de MI (Minnema, Peters et al. 2000, Campo,
Valgimigli et al. 2006). Em paralelo, recentemente foi descrita uma associagdo entre a deficiéncia
genética de CETP em humanos e disfuncdo endotelial, medida pela menor capacidade da HDL
isolada desses pacientes em ativar/fosforilar a eNOS e aumentar a producdo de 6xido por células

endoteliais in vitro (Gomaraschi, Ossoli et al. 2014). Assim, embora a interagdo entre CETP e o

desfecho apds o IM seja plausivel, ndo fica claro se a sua participacdo teria um impacto positivo

ou negativo. Por isso, avaliamos prospectivamente a associacdo entre a atividade da CETP e

desfecho cardiovascular em pacientes com IMCSST. Além disso, exploramos potenciais

associacoes entre a atividade da CETP e funcdo endotelial, tamanho da massa infartada, carga de

trombo corondrio e resposta oxidativo-inflamatoria.
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2 REVISAO DE ASPECTOS RELEVANTES A TESE

2.1 FUNCOES FISIOLOGICAS DO HDL E SEU PAPEL NA DOENCA ARTERIAL
CORONARIANA

O HDL apresenta agdes bem descritas sobre diversos mecanismos protetores contra a
aterosclerose. Entre exemplos cldssicos encontramos o transporte reverso de colesterol (Rader
2006); a reducdo da oxidacdo do LDL (Kontush and Chapman 2010); o carreamento de
marcadores do estresse oxidativo, como a prostaglandina 8-iso-PGF2a (isoprostana-F2a)
(Proudfoot, Barden et al. 2009); efeito antiinflamatorio (Natarajan, Ray et al. 2010);
vasodilatacdo (Sorrentino, Besler et al. 2010); e atividade anti-infecciosa (Grion, Cardoso et al.
2010). Tais mecanismos dependem de uma rede intrincada de interagdes entre proteinas e lipidios
que compdem o HDL e fazem parte do processo fisiologico de remodelamento da lipoproteina
desde seu nascimento até seu catabolismo. Estes processos e fun¢des do HDL serdo detalhados a

seguir.

2.1.1 Transporte Reverso de Colesterol e Remodelamento Intravascular do HDL

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) sdo uma familia de particulas heterogéneas
que variam de tamanho, densidade e composi¢do quimica. Tal diversidade ¢ resultado de sua
sintese e catabolismo, assim como do remodelamento intravascular continuo pela agdo de
enzimas e de proteinas de transporte (Lewis and Rader 2005, Navab, Reddy et al. 2009). A
funcdo principal da HDL parece ser a remoc¢do do excesso de colesterol livre da periferia, a
conducdo ao figado e excrecdo pela bile, o que ¢ conhecido como transporte reverso de colesterol
(Lewis and Rader 2005, Khera, Cuchel et al. 2011). O transporte reverso representa um dos eixos

centrais para a reducdo do contetido de colesterol de macrofagos e placas ateroscleroticas (Rader
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2006). Recentemente, em estudo de Khera et al, a capacidade de efluxo de colesterol por
macrofagos apresentou uma forte associacio inversa com a espessura médio-intimal da cardtida e
o risco de doenca coronariana, de maneira independente dos niveis plasmaticos de HDL
colesterol (Khera, Cuchel et al. 2011).

As particulas de HDL sdo originadas no figado e no intestino a partir de um
complexo fosfolipideo-apolipoproteina conhecido como HDL-nascente. A apolipoproteina A-I
(apoA-I) constitui 70% da estrutura do HDL e representa sua principal proteina (Kontush,
Chantepie et al. 2003). Enquanto virtualmente todas as particulas de HDL contém apoA-I, apenas
algumas apresentam apoA-II que, quando presente perfaz cerca de 20% do conteudo protéico da
lipoproteina.

Adiante, para se tornar uma particula madura, o HDL necessitara passar por
processos de aquisicdo extracelular de lipidios, em sua maioria ésteres de colesterol, fosfolipides
e esfingomielina, o que favorece a associagdo de complexos enzimaticos na estrutura do HDL
(Kontush and Chapman 2010). A aquisi¢do seqiiencial de lipidios e outros componentes ndo
ocorrem em um Unico sentido e esse fato determinard a coexisténcia de particulas de HDL com
composi¢des, densidades e tamanhos variados: HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b e HDL3c
(Blanche, Gong et al. 1981, Williams, Krauss et al. 1992).
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Figura 3. Fenotipos de HDL
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A. Caracterizacdo do HDL humano por eletroforese em gel de gradiente; B. Desenho esquematico que representa a
heterogeneidade morfoldgica das particulas de HDL.
Adaptado a partir de: Blanche, P. J. et al. Biochim Biophys Acta, v. 665, n.3, Sep 24, p. 408-19. 1981.

Desde que ¢ secretado na corrente sanguinea, o HDL-nascente capta colesterol livre
apos a ligacdo entre apoA-I e o receptor ATP Binding Cassette-A1 (ABC-Al) de células
periféricas, permitindo o transporte reverso de colesterol. Este mecanismo permite o retorno ao
figado de excessos de colesterol presentes nas células, incluindo células do endotélio vascular e
macrofagos, o que potencialmente afeta a aterogénese. Na verdade, a superexpressdo de apoA-I
em ratos aumenta os niveis de HDL e promove regressdo da aterosclerose (Rubin, Krauss et al.
1991, Tangirala, Tsukamoto et al. 1999, Rader 2006).

Ao mesmo tempo, as particulas de HDL também sdo enriquecidas com fosfolipideos
derivados de outras lipoproteinas, em especial VLDL, por acdo da Phospholipid Transfer Protein
(PLTP) (Nunes, Quintao et al. 2001, Quintao and Cazita 2009). O aumento do contetido de
fosfolipideos, e conseqiientemente da relacao fosfolipideo/esfingomielina, torna a superficie mais
fluida e menos rigida (Kontush and Chapman 2010), permitindo um aumento na eficiéncia do
transporte reverso de colesterol (Nunes, Quintao et al. 2001).

O desenvolvimento do HDL maduro depende ndo apenas da aquisi¢do de colesterol,
mas também de sua esterificagdo e da formacao de particulas de HDL com um ntcleo lipidico e
hidrofilico (Asztalos, Schaefer et al. 2007). Nesse ponto uma das enzimas associadas ao HDL, a
lecitina:colesterol aciltransferase (LCAT) catalisa a transferéncia de 4acidos graxos dos
fosfolipides para o colesterol, esterificando-o e promovendo a formacdo de particulas de HDL
ricas em ésteres de colesterol (EC) (Navab, Reddy et al. 2009). A formag¢do dos complexos HDL-
EC ¢ um ponto critico no metabolismo do HDL. A deficiéncia de LCAT em humanos reduz
intensamente os niveis de HDL colesterol e leva a um répido catabolismo de apoA-I (Asztalos,
Schaefer et al. 2007). A agdo da LCAT transformard a isoforma HDL3, uma particula pequena,
densa e pobre em ésteres de colesterol, em HDL2, uma isoforma madura, de maior tamanho, com
alto conteudo de ésteres de colesterol (Kontush and Chapman 2006).

O ciclo reverso de colesterol pode se completar quando as particulas de HDL2 sdo
captadas pelos receptores hepaticos Scavenger Receptor-B1 (SR-B1), que removem seu contetido
de colesterol e iniciando o processo de excrecdo dos ésteres de colesterol pela bile (Rader 2006).
Por outro lado, os ésteres de colesterol podem também ser transferidos para outras lipoproteinas

pela acdo da Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP). Por a¢do dessa enzima, o colesterol da
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HDL ¢ trocado por triglicerideos (TG) de lipoproteinas que contém a apolipoproteina B (apoB),
como LDL e VLDL (Lewis and Rader 2005, Rader 2006). Esse processo reduz o contetido de
colesterol e a area de superficie das HDL e induz ao aumento no catabolismo de apoA-I (Lewis
and Rader 2005, Rader 2006). Tanto quanto 70% da variabilidade no catabolismo de apoA-I pode
ser atribuido a modificagdes no tamanho das particulas de HDL durante seu remodelamento
intravascular (Brinton, Eisenberg et al. 1994). De maneira consistente, a inibicdo da CETP
aumenta tanto o tamanho das particulas de HDL como reduz o catabolismo de apoA-I

(Brousseau, Diffenderfer et al. 2005).
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Figura 4. Biossintese do HDL

Enterdcitos e hepatocitos sintetizam apoA-I, que é secretado como particula pobre em lipideos e imediatamente
recruta fosfolipideos (PL) e colesterol livre (FC) via ABC-A1, formando o HDL nascente. O HDL nascente adquire
mais lipideos a partir de tecidos periféricos e de outras lipoproteinas. A LCAT esterifica o colesterol livre, formando
o HDL maduro. O figado também produz apoA-II, que resulta em uma subclasse de HDL contendo tanto apoA-I
como apoA-IIL.

Extraido de: Rader. J Clin Invest, v. 116, n.12, Dec, p. 3090-3100. 2006.

Mas a indugdo do catabolismo de apoA-I ndo depende apenas da agdo da CETP. Um
dos mecanismos principais para a transformag¢do de HDL2 novamente em HDL3, mas também

para a inducdo da degradagdo de apoA-I consiste da acdo da lipase hepatica (LH) (Lewis and
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Rader 2005). A LH se concentra nos sinusdides hepaticos e tem a habilidade de hidrolisar
fosfolipides e triglicérides do HDL, reduzindo o tamanho da particula e tornando-a mais densa
(Cazita, Barbeiro et al. 2008). A acdo da LH ¢ fortemente dependente do enriquecimento prévio
do HDL com triglicérides, o que ¢ comum em estados de hipertrigliceridemia e resisténcia a

insulina (Rader 2006).

2.1.2 Acodes Antioxidantes do HDL

A HDL contribui significativamente para a redu¢do das modificagcdes oxidativas da
LDL, que sdo consideradas o principal evento de iniciagdo da aterosclerose (Chisolm and
Steinberg 2000). A HDL pode inibir a oxidagdo da LDL quando causada por ions de metais de
transi¢do e prevenir a formagdo de hidroperoxidos lipidicos (Kontush, Chantepie et al. 2003). Ao
mesmo tempo, a HDL também permite o transporte de alguns produtos de oxidacdo da LDL
como lisofosfatidilcolina, hidroperoxidos lipidicos (Huang, Huang et al. 1998) e 8-isoprostana
(Proudfoot, Barden et al. 2009). De um ponto de vista fisiologico, a capacidade do HDL de
transportar produtos do estresse oxidativo contribui para uma eficiente eliminacdo de lipidios
oxidados da circulagdo pelo figado (Kontush and Chapman 2010).

Os mecanismos classicos de inibigdo da oxidagdo do LDL pela HDL podem ser
atribuidos a trés fatores: 1) ao seu contetido de antioxidante (a-tocoferol, licopeno, estrogenos); ii)
as propriedades antioxidantes da apoA-I e apoA-II; iii) a presenga de paraoxonase-1 (PON-1),
uma enzima que catalisa a hidrélise de 4&cidos carboxilicos aromaticos e compostos
organofosforados (Mackness, Arrol et al. 1993, Durrington, Mackness et al. 2001) e, em especial,
a quebra de fosfolipideos oxidados do LDL. Ao se relacionar de maneira tdo eficiente com a
atenuacao da producao de radicais livres e da (per)oxidagdo lipidica em individuos saudaveis, o
HDL compde um potencial redutor do risco cardiovascular também via mecanismos anti-
oxidantes.

O HDL e a modulagdo do estresse oxidativo. O LDL oxidado (LDLox) acumula-se
na intima arterial, gerando localmente um estado pro-inflamatorio e pro-aterogénico. O LDLox

contém diversos produtos para peroxidacdo lipidica induzida por radicais livres, incluindo
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hidroperoxidos lipidicos (LOOH) como produtos primarios e, secundariamente, fosfolipidios de
cadeia curta oxidados (PLox) — derivados de LOOH — e esterdis oxidados.

A protecao das particulas de LDL contra a oxidacdo representa um papel central do
HDL. Uma ampla variedade de complexos enzimaticos foi apontada como responsavel pela
atividade antioxidante do HDL, entre as quais se destacam apoA-I, PON-1, LCAT e platelet-
activating factor acetylhydrolase (PAF-AH). Entretanto, estudos recentes apontam que apenas
apoA-I seria habil em reduzir os componentes primarios do LDLox, os LOOH. Enquanto apoA-I
¢ capaz de atenuar a oxidacdo do LDL via conversao de LOOH em hidroxidos lipidicos sem
atividade redox, PON-1, LCAT e PAH-AH atuam apenas sobre PLox (Draganov, Teiber et al.
2005). Especula-se que apoA-I seria o unico complexo enzimatico capaz de reduzir LOOH in
vivo (Kontush and Chapman 2010), porém, ainda h4d poucos dados para esta conclusdo. Na
verdade, ndo estd esclarecido se antioxidantes de baixo peso molecular como a glutationa
peroxidase, um potente redutor de LOOH in vivo (Mashima, Yamamoto et al. 1998), também
seriam capazes de atuar sobre as vias do estresse oxidativo, reduzindo a oxidacdo de LDL e os
niveis de LOOH.

Meétodos de avaliagdo do grau de oxida¢do da HDL. Ao mesmo tempo em que a
HDL ¢ capaz de reduzir a oxidagdo da LDL, os radicais oxidados sdo transferidos ao core da
HDL. Tais modificagdes apos um certo limiar podem reduzir a fungdo antioxidante da HDL
(Huang, Huang et al. 1998, Ohmura, Watanabe et al. 1999). Desta forma, o grau de oxidacao de
componentes da HDL e a carga de espécies reativas de oxigénio pode implicar diretamente em
prejuizo funcional (Hedrick, Thorpe et al. 2000, Undurti, Huang et al. 2009). Danos oxidativos a
lipidios e proteinas sdo boas estratégias para avaliar indiretamente a producdo espécies reativas
de oxigénio, uma vez que tais biomoléculas podem ser facilmente afetadas por radicais livres.
Diversos métodos ja foram descritos para medir a carga de produtos oxidados na HDL, entre os
quais a medida da 8-isoprostana e das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS).

A presenca de 8-isoprostana ¢ mais especifica para radicais oxidados, sendo parte da
familia dos eicosanoides (prostaglandinas) e representa o produto da oxidagdo ndo-enzimatica de
fosfolipideos por espécies reativas de oxigénio. A 8-isoporstana também apresenta atividade
bioldgica, havendo sido descrito como vasoconstrictor renal e pulmonar (Morrow, Frei et al.
1995). Enquanto isso, os TBARS reagem com um grupo mais amplo e heterogéneo de radicais,

todos eles contendo grupos tiol ou carbonila. Diversos aldeidos derivados de lipideos, como o
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malondialdeido e outros lipideos comuns na composi¢cdo da HDL sdo alvos da reagdo com os
TBARS. Porém, os TBARS também reagem com proteinas e lipideos glicosilados e

carbamilados, o que reduz sua especificidade (Huang, Huang et al. 1998).

2.1.3 Acdes Antiinflamatérias do HDL — da Fisiologia ao Estresse Agudo

A importancia do HDL na modulacdo da resposta inflamatdria tem sido abordada em
importantes publicagdes. Na aterosclerose existe um aumento na expressdo de moléculas de
adesdo pelo endotélio vascular, o que ocorre de maneira dependente dos niveis de citocinas
inflamatoérias e de dano vascular (Natarajan, Ray et al. 2010). Em modelos animais foi
demonstrado que o HDL inibe a expressdo de moléculas de adesdo por células endoteliais
(Nicholls, Dusting et al. 2005), além de inibir a migragdo de mondcitos para o espaco
subendotelial (Ansell, Navab et al. 2003), contribui para inibir também a ativacdo de células
inflamatorias no endotélio (Mineo, Deguchi et al. 2006). Além disso, recentemente Bursill e
colaboradores verificaram que a infusdo de particulas rHDL em camundongos induz redugdo dos
niveis de diversas citocinas e receptores de citocinas por um mecanismo relacionado a modulagao
do fator nuclear-xB (NF-xB) e do peroxisome proliferator-activated receptor y (PPAR vy) (Bursill,
Castro et al. 2010). De maneira concordante, no mesmo estudo foi demonstrado que a incubagao
de monocitos ou células endoteliais humanos com particulas tHDL produziu redugdo de
marcadores inflamatdrios, a exemplo da expressdo da subunidade nuclear p65, da atividade da
I»B quinase, e da fosforilagdo do IxBa (Bursill, Castro et al. 2010).

A capacidade do HDL em modular a atividade inflamatéria pode ser modificada pelo
tratamento com niacina (vitamina B3) ou com drogas inibidoras da CETP (Lewis and Rader
2005, Nissen, Tardif et al. 2007, Cazita, Barbeiro et al. 2008, Schwartz, Olsson et al. 2009, Grion,
Cardoso et al. 2010). Exemplos de inibidores da CETP sdo torcetrapib, dalcetrapib e anacetrapib.
Um estudo recente sugeriu que o HDL de pacientes tratados com niacina ou anacetrapib
apresenta maior capacidade de promover efluxo de colesterol do que previamente ao tratamento
(Yvan-Charvet, Kling et al. 2010). Além disso, no mesmo estudo foi observado que, tanto pré-

como pods-tratamento, o HDL apresentou potente capacidade de inibir a resposta inflamatoria de
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macrofagos, através de um processo em parte dependente de ABCA1 e ABCG1 (Yvan-Charvet,
Kling et al. 2010). Estes resultados sdo concordantes com estudos de protedmica do HDL, que
revelaram uma altera¢do profunda na composi¢do protéica da lipoproteina com o tratamento com
estatinas e niacina, levando a redugdo de proteinas pro-aterogénicas como apoE e aumento de

proteinas antiaterorogénicas como PLTP e apoJ (Green, Vaisar et al. 2008).

2.2 METABOLISMO DO OXIDO NIiTRICO

O o6xido nitrico (NO) ¢ uma substancia 1abil e difusivel, mediadora do relaxamento
dependente do endotélio (Furchgott and Zawadzki 1980), e formada a partir do aminoacido L-
arginina, pela enzima NO sintase (NOS). Dois tipos de NOS sdao conhecidos: duas formas
constitutivas (cNOS) e uma forma indutivel (iNOS) (Forstermann, Boissel et al. 1998). Na célula
endotelial estd presente em maior propor¢ao uma NOS constitutiva, a NOS endotelial (eNOS) ou
NOS do tipo III. Esta enzima produz o NO em duas etapas de oxidagdo, utilizando o oxigénio
molecular (O,). Na primeira etapa, ocorre a formagio de N'"-Hidroxi-L-arginina, ¢ na etapa
posterior a  N'-Hidroxi-L-arginina é convertida em NO e L-citrulina, consumindo
nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) e O,.

A ativacdo da eNOS depende em maior grau da concentragdo intracelular de ions
calcio nas células endoteliais. Mas também sua ativacdo depende da via da calmodulina,
demandando a presenga de NADPH e tetra-hidrobiopterina. A eNOS pode ser inibida de forma
competitiva por andlogos da L-arginina, como L-NMMA e L-NAME.

Para exercer seu efeito de vasodilatagdo, o NO difunde-se em dire¢do as células
musculares lisas vasculares e promove seu relaxamento pela ativagdo da enzima citosolica
guanilato ciclase. A guanilato ciclase aumenta a disponibilidade intracelular de GMP ciclico,
levando a redugdo do influxo de célcio para o citoplasma e aumentando a captagdo do ion pelo
reticulo sarcoplasmético por meio da enzima Ca"/ATPase (Hirata and Murad 1994, Warner,
Mitchell et al. 1994). Adicionalmente, o NO pode causar relaxamento muscular por interagdo
direta com canais de potéssio; além de reduzir a produ¢do de endotelina-1 nas células endoteliais

(Warner, Mitchell et al. 1994).
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A produgdo de NO ¢ o mais importante mecanismo para o relaxamento dependente
do endotélio em grandes artérias isoladas, incluindo corondrias, artérias mesentéricas, pulmonares
e cerebrais. A manutencdo do tono vascular basal ocorre devido a liberacdo continua de NO pelas
células endoteliais. Seu significado in vivo € sugerido pelas observagdes de que os inibidores da
eNOS causam vasoconstricdo em muitos leitos vasculares ¢ um aumento da PA sistémica em
animais e humanos (Dattilo and Makhoul 1997, Zatz and Baylis 1998). Ao mesmo tempo, a
liberacdo de NO ¢ modulada por estimulos fisicos e humorais. Entre os estimulos fisicos
encontram-se a pressdao hidrostatica transmural, o estiramento circunferencial e as forcas de
cisalhamento. Os estimulos humorais que estimulam a liberagio de NO sdo: hormonios como
catecolaminas e vasopressina; autacoides, como a bradicinina e a histamina; e mediadores
liberados pelas plaquetas (serotonina e adenosina difosfato - ADP) ou formados durante a
coagulacdo (trombina) (Kiely, Cybulsky et al. 1995). Desta forma, alguns hormdnios e drogas

que alteram os niveis intracelulares de célcio podem interferir na produgao e liberacdo de NO.

2.3 REATIVIDADE BRAQUIAL E DILATACAO ARTERIAL MEDIADA PELO
ENDOTELIO

A ativacdo de células endoteliais ocorre essencialmente por meio de trés tipos de
estimulos mecanicos primarios: pressdo intravascular hidrostatica; tensdo circunferencial, pelo
estiramento das jungdes intercelulares endoteliais; e forcas de cisalhamento, pelo contato
tangencial da coluna sanguinea sobre a superficie endotelial. As forcas de cisalhamento compdem
o mais potente determinante da produgdo de NO pelas células endoteliais. (Gimbrone, Nagel et
al. 1997, Takahashi, Ishida et al. 1997, Gimbrone, Anderson et al. 1999). A partir deste conceito,
a avaliagdo da funcdo endotelial utiliza como método bésico o processo de compressdo e
descompressdo vascular. Apds a descompressdo vascular, a coluna de sangue promove aumento
da forca de “cisalhamento” sobre a parede vascular. O consequente aumento fluxo ¢ detectado
por mecanorreceptores endoteliais, levando a produgdo e liberacdo de substancias
vasodilatadoras, incluindo o 6xido nitrico (Sinoway, Hendrickson et al. 1989). A seguir, a

dilatagdo da artéria alvo pode ser medida por meio de ultrassonografia (expressa em % de
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incremento do diametro em relacdo ao basal). A redugdo da dilatacdo arterial, que depende do
endotélio e ¢ mediada pela via NO-GMP ciclico pode ser interpretada como disfungao endotelial
(Corretti, Anderson et al. 2002).

O posicionamento do manguito proximal ou distal em relagdo a artéria avaliada
parece ter significados fisiologicos diferentes. No caso da avalia¢do da artéria braquial, quando o
manguito ¢ inflado distalmente a artéria, a forca de cisalhamento produzida determina uma
resposta essencialmente mediada por NO. Por outro lado, com o manguito proximal a artéria, a
contribui¢do do NO a vasodilatagdo ¢ de apenas cerca de 40%. O restante da medida parece estar
relacionado a outras substancias vasodilatadoras como prostaglandinas e acetilcolina (Pyke and
Tschakovsky 2005). Apesar disso, ambos os procedimentos sdo igualmente preditores precoces

de eventos cardiovasculares (Green, Jones et al. 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRIMARIO

Examinar a influéncia do estresse inflamatorio agudo e subagudo do IM sobre a
relacdo entre os niveis, funcdo e metabolismo da HDL plasmatica vs a fun¢do do endotélio

vascular.

3.2  OBJETIVOS SECUNDARIOS

a) Capitulo 1: Examinar o impacto do estresse inflamatorio agudo sobre a relagdo
entre os niveis de HDL-C e fungdo da HDL vs a fun¢do do endotélio vascular

a. Estudar a evolucdo temporal das caracteristicas fisico-quimicas da HDL
(tamanho da particula, massa, conteudo de apoA-I, cholesteryl ester,
fosfolipides e outros) nos primeiros 30 dias apds o IM.

b. Avaliar a capacidade da HDL extraida dos pacientes em reduzir a
oxidacdo da LDL induzida por sulfato de cobre no primeiro (D1), quinto
(D5) e trigésimo (D30) dias apds o IM.

c. Estimar a oxidacdo da HDL extraida dos pacientes pela medida de
TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) no D1, D5 e D30.

d. Aferir a oxidacdo da HDL induzida por sulfato de cobre no D1, D5 e D30.
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e. Avaliar a capacidade da HDL isolada dos pacientes no D1, D5 e D30 em
inibir a secrecdo de VCAM-1 por células endoteliais de veia umbilical
humana (HUVEC).

f. Investigar a existéncia de interacdo entre os niveis plasmaticos e
caracteristicas fenotipicas e funcionais da HDL v.s. marcadores de fun¢do
endotelial na fase aguda.

b) Capitulo 2: Estudar o impacto da atividade de CETP sobre a funcdo do endotélio
vascular no periodo ap6s o IM.

a. Avaliar, por meio de avaliagdes sequenciais e curvas temporais, a
evolucao da atividade de CETP nos primeiros 30 dias apds o IM.

b. Estudar a influéncia da atividade da CETP sobre estresse oxidativo e
atividade inflamatoria entre o primeiro e quinto dia apdés o IM e sua
interdependéncia com a a¢do modificadora na HDL.

c. Estudar a influéncia da atividade da CETP sobre o estresse oxidativo e
atividade inflamatoria entre o primeiro e quinto dia apoés o IM e sua
interdependéncia com a a¢do modificadora na HDL.

d. Analisar a influéncia da atividade de CETP sobre a fun¢do endotelial na
evolucao do IM.

e. Estudar a interagdo entre o acimulo de TBARS na HDL e a dilatagao
vascular da artéria braquial mediada pelo endotélio.

f. Avaliar a magnitude da atividade de CETP da fase aguda como marcador
de desfechos clinicos em curto e médio prazo apos o IM.

g. Estudar a relagdo entre os niveis plasmaticos de HDL-C e a resposta

inflamatoria apds IM no primeiro e quinto dia ap6s o IM.
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4 METODOS

4.1 CASUISTICA

A populagdo de estudo foi representada por dois distintos subgrupos de pacientes
admitidos na coorte Brazilian Heart Study (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02062554)
(Sposito, Carvalho et al. 2009). O estudo consiste em uma coorte prospectiva de pacientes
admitidos consecutivamente com IM com supradesnivelamento do segmento ST (IMCSST) no
Hospital de Base de Brasilia desde junho de 2006 até os dias atuais.

Os critérios de inclusdo sdo: (i) periodo menor do que 24h entre o inicio dos sintomas
e a admissao; (i1) supradesnivelamento do segmento ST de, no minimo, 1 mm no plano frontal ou
2 mm no plano horizontal em derivacdes contiguas, (iii) necrose miocardica, evidenciada pela
presenga de ao menos um valor acima do 99° percentil acima da referéncia para Creatina-Cinase-
MB (CK-MB, 25 U/L) e troponina (0,04 ng/mL); e (iv) auséncia de incompeténcia cognitiva que
impossibilite a resposta verbal aos questionarios médicos ou impossibilidade de retornar as
consultas médicas. A razdo da escolha desse tipo de IM, IMCSSST, foi relacionada a acurécia
diagnéstica para a inclusdo em menos de 24 horas.

Conforme demonstrado na figura 5, a partir de um grupo de 599 pacientes admitidos
consecutivamente desde 2006 (sendo 87 excluidos por causas diversas) com os critérios de
admissao listados, foram selecionados dois subgrupos de pacientes para os protocolos: “HDL” e
“CETP”. Para o protocolo “HDL” foram selecionados 180 pacientes admitidos consecutivamente
entre Junho de 2010 e Fevereiro de 2013, sendo admitidos apenas pacientes com dados
completos, incluindo avaliacdo da dilata¢do fluxo-mediada (FMD), e plasma colhido e congelado
em condi¢des adequadas (volume suficiente e estocagem adequada a -80°C em aliquotas nunca
antes descongeladas). Os nove ultimos pacientes com IMCSST do protocolo foram incluidos
prospectivamente com maior volume de coleta de plasma para avaliagdo funcional da HDL. Nove
individuos saudéveis (critérios de inclusdo e exclusdo a seguir) foram paralelamente admitidos

também para realizacdo dos testes funcionais da HDL.
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Num estudo piloto para o protocolo “CETP” foram incluidos prospectivamente 60
pacientes consecutivos com avaliagdo de FMD e plasma colhido e congelado em condi¢des
adequadas entre Abril de 2011 e Fevereiro de 2013. Em seguida, a casuistica do estudo “CETP”
foi projetada para 120 pacientes (justificativa na sec¢do Discussdo), entre os quais quatro foram
excluidos por ndo terem realizado avaliagdo de FMD e/ou perda de contato com a equipe. Os
nove ultimos pacientes do protocolo foram submetidos a coletas de maior volume de plasma para

a medida dos TBARS na HDL isolada por ultracentrifugagao.

599 pacientes admitidos consecutivamente com o diagnosticos de IM e
atendendo aos critérios de inclusao do Brasilia Heart Study

87 pacientes excluidos:
|5 transferidos de hospital nos 2 primeiros dias;
19 ausentes no acompanhamento ambulatorial ou desistén-
cia manifesta;
22 cateterismos brancos (cineangiocoronariografia normal);
31 com dados incompletos (pacientes com alta precoce
[antes do 5° dia] ou o6bito antes do 5° dia, sem que os
principais dados fossem colhidos).

| n=512 I

60 pacientes consecutivos
| (estudo piloto)

180 pacientes consecutivos com
| medida da FMD (admitidos entre v
I Junho de 2010 e Fevereiro de 2013)

60 + 60 pacientes consecutivos

l é (admitidos entre Abril de 201 | e Fevereiro de 2013)
i 180 pacientes arrolados para o 4 perdas de seguimento nos
i protocolo do estudo HDL primeiros 30 dias

l | 116 pacientes com plasma em

1‘ " condi¢des adequadas para o

9 pacientes protocolo CETP e FMD medida
consecutivamente
arrolados l

; 9 pacientes consecutivamente

e o arrolados
9 individuos saudaveis com
| angiotomografia de coronarias
sem evidé'nc.:ia de plac;f | Testes funcionais da
aterosclerotica e demais l HDL
critérios de inclusio® | Medida dos TBARS na
(controles) L HDL isolada

Figura 5. Fluxograma de selegdo dos pacientes para o presente estudo

O grupo controle para os testes funcionais da HDL (n=9) foi selecionado com o
objetivo de parear os individuos para sexo e idade com os nove pacientes infartados. Os
individuos controle foram escolhidos a partir de uma base de dados com 104 pacientes de uma
clinica de radiologia (Biocdrdios, Brasilia, DF) que haviam realizado angiotomografia de

coronarias entre Janeiro de 2012 e Fevereiro de 2013. Antes do pareamento, foram excluidos 89
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pacientes que apresentavam: fatores de risco cardiovascular, anatomia cardiaca anormal, escore
de célcio coronario > zero ou presenca de qualquer placa nas artérias corondrias detectaveis a
angiotomografia computadorizada cardiaca (tomografia de 64 cortes; Aquilion 64, Toshiba
Medical Systems, Otawara, Japao). Os pacientes também foram excluidos do estudo se
apresentassem evidéncias de doengas infecciosos, inflamatérios ou autoimunes, diabetes,
insuficiéncia renal ou hepatica avancada, doengas neoplasicas, e historia de cirurgia maior ou

trauma nos ultimos 6 meses.

4.2 COMITE DE ETICA E TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E INFORMADO

O estudo foi aprovado pelo comité de ética da Fundagdo de Ensino e Pesquisa em
Ciéncias da Satde (FEPECS) da Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal (SES-DF),
sob protocolo numero 130/2006 (Anexo A). Todos os pacientes admitidos no estudo foram
previamente instruidos sobre os procedimentos e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme a Declaragdao de Helsinque e a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de

Saude.

4.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Os participantes do Brasilia Heart Study sdo admitidos nas primeiras 24 horas apds o
inicio do IM, com média de 181227 minutos entre o inicio dos sintomas e a primeira avaliagao.
Nesta avaliacdo, sdo realizados: (i) coleta de sangue e DNA para dosagens e congelamento, (ii)
antropometria, (iii) analise da composi¢do alimentar através de questionario recordatorio, (iv)
historico médico em geral, e (v) avaliagdo da presenca de sintomas depressivos pelo Inventario de

Depressao de Beck 2* Edicao (BDI-II).
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Os pacientes sdo reavaliados diariamente quanto a: quadro clinico, medicagdes
utilizadas e o surgimento de eventos isquémicos recorrentes. O tratamento dos pacientes ¢
decidido pelo médico assistente, sem a interferéncia da equipe do estudo. Caso haja 6bito antes
desta avaliacdo, a confirmag¢do do evento ¢ feita através de registros do prontuario médico ou
atestado de 6bito. No 3°, 5° e 30° dias ap0s inicio do IM, novas coletas de sangue sdo realizadas
para analises bioquimicas e congelamento apds 12 horas de jejum.

Ao final do primeiro més apds o IM, a primeira consulta ambulatorial ¢ realizada
conjuntamente com a coleta de sangue para andlise bioquimica de rotina incluindo perfil lipidico,
proteina C reativa (PCR) e demais exames que se tornarem necessarios. Além disso, sdo
realizados: teste ergométrico em esteira para avaliar isquemia residual ou recorrente, holter 24
horas para avaliar isquemia silenciosa e ecocardiograma para avaliar a func¢do ventricular
sistolica residual apds IM e estudo da reatividade da artéria braquial, ultrassonografia de
cardtidas, tomografia computadorizada cardiaca para avaliar o escore de calcio coronario e
ressonancia cardiaca com gadolineo e realce tardio para confirmagdo e quantificagdo da massa
infartada.

As consultas ambulatoriais se repetem a cada 2 a 4 meses, quando sdo realizadas
dosagens bioquimicas de rotina, avaliagdo médica para a identificagdo de recorréncia ou
complica¢des do evento inicial, como insuficiéncia cardiaca congestiva. Na 24° consulta, além
das avaliagdes acima referidas, avalia-se por teste ergométrico, holter e ecocardiograma, a

recorréncia de isquemia miocardica.

4.3.1 Analises Bioquimicas

As seguintes dosagens sanguineas sdo realizadas: glicose (Glucose GOD-PAP, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), colesterol total (CHOD-PAP, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany), triglicérides (GPO-PAP, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), HDL
colesterol (HDL cholesterol without sample pre-treatment, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) e HbAlc (Variant II, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). O LDL colesterol ¢

calculado pela formula de Friedewald.
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O pool de oxido nitrico (NO) no plasma foi estimado pelos niveis de nitrato e nitrito
(NOx), que foi medido por meio de quimioluminescéncia (NOA model, Sievers Instruments,
Boulder, CO, USA) ap6s redugdo com cloreto 4cido de vanadio (III). Foram também medidos os
niveis plasmaticos de Interleucina-2 (IL-2) (Fluorokine® MAP Human IL-2 Kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) e fator de necrose tumoral tipo a (TNF-a) (Fluorokine® MAP Human
TNF-a Kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). O estresse oxidativo foi estimado pela
mensuragao dos niveis plasmaticos de 8-isoprostano (EIA kit, Cayman Chemical Company, Ann

Arbor, MI, USA).

4.3.2 Medida da atividade da CETP plasmatica

A atividade da cholesteryl ester transfer protein (CETP) foi medida por meio de ensaio
exogeno (Lagrost 1998). A aliquotas de 67 uL/mL de plasma total (onde a atividade da /lecithin
cholesterol acyltransferase [LCAT] era inibida por DTNB 9 uL/mL) foram adicionadas fracdes
de HDL-['*C]colesteril éster (40 mg de colesterol/dL) com particulas de LDL e VLDL (200 mg
de colesterol/dL) preparadas a partir de um pool exdgeno. Esta mistura era entdo incubada a 37°C
por 2h. As lipoproteinas compostas de Apo-B, presentes na mistura incubada, sdo entdo
precipitadas com o uso de cloreto de magnésio e sulfato de dextrana (1:1), passando em seguida
por incubacdo a 4°C por 30 minutos e centrifugagdo a 3.000 rpm por 15 minutos. Em seguida,
200 uL do sobrenadante sdo coletados e misturados a 2,5 ml de solugdo contadora, sendo
realizada a leitura da radiagdo emitida por contador beta. A radioatividade emitida pelo
['*C]colesteril éster no sobrenadante representa a taxa de transferéncia de colesteril éster entre as
lipoproteinas, e os valores da atividade de CETP sdo expressos como o percentual de
['*C]colesteril éster transferido em 2 horas. Estes valores dependem simultaneamente das
concentragdes plasmaticas de HDL, lipoproteinas ricas em triglicérides e CETP. Todos os

experimentos foram feitos em triplicatas.
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4.3.3 Isolamento das particulas de HDL e detecciio de particulas oxidada de HDL

A HDL foi isolada do plasma por meio de ultracentrifugacdo por gradiente de densidade
de acordo com o método descrito por Chapman et al. (Chapman, Goldstein et al. 1981),
utilizando brometo de potassio sélido para ajuste da densidade. As lipoproteinas isoladas foram
extensivamente dialisadas com PBS livre de EDTA, durante 48 h, a 4°C, no escuro. Todos os
ensaios foram realizados em lipoproteinas recentemente isoladas, mantidos a 4°C por um periodo

maximo de 15 dias.

Atividade antioxidante da HDL

A atividade antioxidante da HDL foi medida por co-incubacdo com LDL durante a
oxidacdo estimulada por sulfato de cobre (CuSO4 a 1 mmol/L). H,DCFDA (2',7'-diacetato
dicloro-dihidrofluorescein, Life Technologies, Nova lorque, EUA) a 2,0 mg/ml, uma forma
quimicamente reduzido de fluoresceina utilizada como um indicador de espécies reativas de
oxigénio (ROS), foi incubado com metanol por 30 minutos no escuro. Com isso, o H,DCFDA
(n2o fluorescente) ¢ convertido para o composto altamente fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina
(DCF), e o metanol foi evaporado em nitrogénio. A HDL (concentragdo final de ApoA-I de 50
pg/ml) foi misturada a PBS-Chelex e LDL (colesterol a 20 mg/dL) para um volume total de 100
uL no mesmo eppendorf onde foi preparado o DCF. O curso de tempo da oxidagdo de LDL +
HDL foi caracterizado pelo acimulo de ROS apos a adi¢ao de 0,5 uM de CuSO4 a DCF, sendo
quantificado como o incremento da fluorescéncia a partir do inicio do experimento (baseline). A
fluorescéncia foi medida num leitor de microplacas de fluorescéncia (SpectraMax MSE
MultiModo leitor de microplacas, Molecular Devices, CA, EUA) utilizando um comprimento de
onda de excitacdo de 485 nm e comprimento de onda de emissdo de 540 nm a cada 15 minutos
durante 24 horas. A diferenca entre a fluorescéncia de base e 24 horas (delta) e a area sob a curva
(AUC) para o actimulo de ROS foram calculados. Corre¢des para o aumento de fluorescéncia em
si CuSO4 foram feitas. Um protocolo semelhante foi realizada, na auséncia de particulas de LDL
a fim de testar a auto-oxidacao de HDL.

O grau de modificagdes oxidativas de HDL foi estimada por meio da medi¢do de

substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). A absorvancia foi medida a 535 nm e os
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valores de TBARS foi calculada através de uma curva padrio de 0-100 uM 1,1,3,3-

tetrametoxipropano.

Atividade antiinflamatoria da HDL

Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) foram cultivadas em meio
proprio (DMEM, Gibco), suplementado com fatores de crescimento em uma atmosfera
umidificada (37°C, 5% CO,). As HUVECs foram cultivadas até a confluéncia, sendo mantidas
em repouso em meio contendo 0,5% de soro fetal bovino (FBS) até antes dos experimentos. Para
os experimentos as células foram re-suspensas em DMEM 6ml e tripsinizadas. Em seguida, a
tripsina era neutralizada com 6 mL de DMEM + FBS a 10%, passando-se a centrifugacdo durante
2 minutos a 1500 rpm . Apds a avaliagdo da viabilidade celular com o azul de tripano (trypan
blue), 0,1 a 0,3 x 10° células/mL foram dispostos em cada pogo (wel/) com DMEM + 10% FBS,
com um total de 12 mL/poco e incubadas até confluéncia (~48h).

Inicialmente, as células foram incubadas com HDL (concentracdo final de ApoA-I de 50
pg/ml) durante 1 hora. Depois disso, TNF-a (5 ng/mL) foi adicionado ao meio e as HUVEC
foram incubadas durante 3 horas em atmosfera umidificada (37 ° C, 5% CO2). Ao final, 700 uL
do sobrenadante foi retirada para avaliagdo dos niveis de VCAM-1 por ELISA (VCAM-1
humano kit ELISA, ECM340, Milipore, MA, EUA).

O tamanho e o niimero de particulas de HDL foram medidos por meio de dispersdo de luz
laser (laser light scattering - LLS) apds precipitagdo das lipoproteinas contendo apo B (LDL e
VLDL) com polietileno glicol (PEG) 8000, como descrito por Lima et al. (Lima and Maranhao
2004). O isolamento das HDL para posterior analise LLS foi padronizada como se segue: 0,5 ml
de PEG (Merck-Schuchardt) foi adicionado a cada amostra de plasma dos pacientes (0,5 mL) e
agitou-se num vortice-misturador durante 30s. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 1800g
durante 10 min a 25°C, e uma porcao de 0,5 ml do sobrenadante foi adicionado a 1,5 ml de uma
solugdo a 10 mmol/L de NaCl e passados através de um filtro de 0,22 pm (Millipore Products
Division). O diametro da HDL foi medido por um Analisador de Potencial Zeta ZetaPALS
(Brookhaven Instruments Corporation), que utiliza um laser de hélio-néon 29 mW a 658 nm para
excitar as amostras. A luz dispersa ¢ refletida a um angulo de 90° para um tubo fotomultiplicador

e contador de fotons, sendo entdo dirigida para um dispositivo de leitura.

33



4.3.4 Angiografia coronaria

A coronariografia foi realizada sistematicamente em todos os pacientes inscritos de
acordo com técnicas convencionais. Um estreitamento luminal >70% foi considerado estenose
significativa. Todas as angiografias corondrias também foram classificadas pelos escore de
Gensini e Friesinger (Ringqvist, Fisher et al. 1983). Trombo foi definido como a presenga de um
defeito de enchimento central, endoluminal ou luscéncia rodeado por contraste visto em vérias
projecdes e persisténcia do contraste dentro do limen (Mabin, Holmes et al. 1985). Todos os
dados angiograficos foram obtidas por consenso de dois cardiologistas intervencionistas

experientes que foram cegados a todos os dados do estudo.

4.3.5 Dilatacao fluxo-mediada

A avaliagdo da reatividade da artéria braquial foi realizada sistematicamente 30 dias apos
o [IAM para avaliar a disfuncdo endotelial que persistiu apds o estresse da fase aguda. No
momento em que a andlise foi realizada, todos os pacientes estavam sob terapia de prevencao
secundaria por pelo menos 3 semanas, incluindo com sinvastatina 20 mg/dia. Os pacientes foram
convidados a participar do exame apds jejum de 12 horas e suspensdo dos medicamentos
vasoativos por 24 horas antes do estudo. Apds 10 minutos de repouso em uma sala silenciosa
com a temperatura controlada em torno de 22°C, a artéria braquial foi localizado acima do
cotovelo, sendo adquirida uma imagem longitudinal de 6 a 8 cm e que correspondeu ao scan de
repouso. Um manguito de pressdo arterial foi colocada no antebraco e inflado a 50 mmHg acima
da pressdo arterial sistolica por 5 min. O manguito foi esvaziado, e a dilatagdo mediada pelo
fluxo (FMD) pelo scan foi obtida durante 2 minutos. A percentagem de alteracdo de didmetro
para a FMD foi calculada em relagdo a sua respectiva medida em repouso. A reatividade da
artéria braquial foi analisada por um médico experiente (S.N.S.) que desconhecia a todos os

dados do estudo. A reprodutibilidade intra-observador foi de 95%.
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4.3.6 Ressonancia Nuclear Magnética Cardiaca (RNMC)

A RNMC foi realizada em um aparelho de 1,5-T GE CV /i1 (Wakeusha, Wisconsin) em
todos os pacientes inscritos 15 dias apés o IM. Um eco-gradiente de inversdo-recuperacio foi
utilizado para a estimativa da massa infartada por realce tardio miocardico (10 a 20 minutos apos
bolus endovenoso de 0,2 mmol/kg de contraste a base de gadolinio). A RNMC foi analisada por

um radiologista certificado (J.M.A.), que desconhecia a todos os dados do estudo.

4.3.7 Seguimento ambulatorial

Antes da alta hospitalar, os pacientes receberam aconselhamento sobre dieta, tabagismo,
atividade fisica regular e perda de peso, bem como prescricdo médica orientada pelas diretrizes
da AHA/ACC. Depois disso, os pacientes foram acompanhados no ambulatorio do Brasilia Heart
Study com consultas médicas a cada 30 a 45 dias. Prescrigdes para acompanhamento incluiram
estatinas com a adi¢do de ezetimiba quando necessario (meta de LDL-C de 70 mg/dL); inibidores
da enzima conversora de angiotensina ou bloqueadores dos receptores da angiotensina para a
hipertensdo ou para pacientes com fragao de ejecao reduzida (<40%); controle glicémico (HbAlc
<7%); clopidogrel 75 mg/dia; aspirina 100 mg/dia; e terapia anti-isquémica conforme necessario
(propranolol e dinitrato de isossorbida, isoladamente ou em combinacdo). Os médicos envolvidos

no acompanhamento clinico foram cegados para todas as andlises realizadas no estudo.

4.3.8 Desfechos clinicos

Os desfechos clinicos foram avaliados nas visitas ambulatoriais a cada 30 a 120 dias. Os

pacientes que ndo puderam comparecer para visitas ou familiares de pacientes falecidos foram
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contatados por telefone. As informacdes sobre as causas da morte e eventos clinicos foram obtido
a partir de certidao de dObito ou registros médicos. Eventos cardiacos adversos maiores (MACE)
foram definidos como: morte stbita cardiaca e IM recorrente. A morte stbita cardiaca foi
definida como um evento ndo-traumatico, inesperado e que tenha ocorrido dentro de seis horas do
inicio dos sintomas. IM fatal refere-se a qualquer morte precedida por infarto agudo do
miocérdio. Novo IM foi definido como uma interna¢do hospitalar documentado com sintomas
compativeis com infarto agudo do miocardio e elevacdo de elevagdo da CK-MB e troponina I
para pelo menos um valor acima do percentil 99 acima do limite de referéncia em um padrao
temporal compativel com lesdo aguda do miocardio. Quando um paciente experimentou mais de
um evento, o primeiro a ter ocorrido foi selecionado. Os pacientes que morreram de causas nao-

cardiacas foram censurados no dia de suas mortes.

4.4 CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

O tamanho da amostra foi estimado para o primeiro trabalho (Capitulo 1) com base
em um poder beta de 80% e alfa de 5% bicaudal. Para o célculo do tamanho amostral do primeiro
estudo da Tese nos baseamos nos dados do estudo publicado por Kuvin et al (Kuvin, Patel et al.
2003) no qual individuos saudaveis com valores de HDL-C plasmatico abaixo de 40 mg/dL
apresentaram uma FMD de 7,4%, comparado com 11,0% em individuos com HDL-C igual ou
superior 40 mg/dL. Considerando, portanto, que a diferenca entre os grupos foi de 3,6% e desvio
padrdo de 5,2%, foi calculado que seriam necessarios para este estudo ao menos 38 pacientes em
cada brago (cada tercil). Entretanto, devido a natureza exploratoria desta anélise e contando ainda
com as perdas no seguimento, o tamanho amostral foi estabelecido em 180 pacientes, sendo cerca
de 60 pacientes em cada tercil.

Para embasar o calculo do tamanho amostral para o segundo trabalho (Capitulo 2),
ndo foi encontrada nenhuma referéncia publicada cuja andlise envolvesse a relagdo entre
atividade ou massa de CETP e os niveis de proteina C reativa, interleucinas, 6xido nitrico ou
FMD em humanos. Desta forma, decidimos realizar um estudo piloto inicialmente com 30

pacientes em cada brago (abaixo e acima da mediana para a atividade de CETP). No estudo piloto
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foi encontrada relagao entre atividade de CETP e FMD, bem como CETP e 6xido nitrico. A
diferenca entre os grupos no estudo piloto para a FMD foi de 3,6% (9,2% vs. 5,6%,
respectivamente para o grupo abaixo e acima da mediana), com desvio padrdo de 6%; de forma
que, para um alfa de 0,05, o poder estatistico (1- beta) seria de 64%. Assim, com o objetivo de
confirmar tais achados mas com um poder estatistico maior, o tamanho amostral foi ampliado
para o dobro, sendo que ocorreram 2 perdas em cada grupo. Com os presentes resultados, para a
diferenga observada entre os grupos de 3,7%, desvio padrdo de 6%, alfa de 0,05, obtivemos um

poder estatistico de 91%.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises gerais do primeiro trabalho da Tese, os pacientes foram divididos em
tercis de HDL-C no DI (<33 mg/dL, 33-42 mg/dL e >42 mg/dL). As comparagdes entre os
grupos foram realizadas pelo teste do qui-quadrado para varidveis categoricas e andlises de
covariancia (ANCOVA) ajustadas para idade, sexo e outras varidveis possiveis para variaveis
continuas. Pressupostos dos modelos ANCOVA (linearidade, normalidade da distribuicdo e
variancia igual) foram verificados usando histogramas, graficos de probabilidade normal e de
dispersao residual. Os valores da dilatagdo fluxo-mediada (FMD) foram transformados em log, a
fim de normalizar a distribui¢do e permitir a andlise ANCOVA. Andlises de regressao logistica
binaria foram realizadas utilizando como varidvel dependente FMD abaixo do valor mediano
(6,5%). Estes resultados sdo apresentados como odds ratio (OR) e intervalo de confianga de 95%
(IC), sendo que, primeiramente, foi realizada uma analise de regressdo nao ajustada. Num
segundo modelo foram incluidos sexo e idade como co-varidveis e, no terceiro modelo foram
incluidas varidveis com p<0,2 na andlise univariada para a FMD abaixo ou acima do valor médio.
Para a andlise de caracteristicas antioxidante e anti-inflamatoérios da HDL em pacientes com
IMCSST no D1, D5 e D30, bem como com os controles saudaveis, foram realizados testes de
Kruskal Wallis, seguido de Mann-Whitney e Dunn-Sidak. Em seguida, foi realizada a regressao

linear entre as varidveis qualitativas de HDL e varias co-varidveis independentes.
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No segundo estudo da presente Tese, os pacientes foram divididos em dois grupos de
acordo com os valores plasmaticos da atividade de CETP a admissdo acima ou abaixo da
mediana (12%). Os individuos com atividade de CETP acima da mediana foram classificados
como tendo atividade de CETP elevada e aqueles abaixo da mediana foram classificados como
tendo atividade CETP baixa. O teste do qui-quadrado foi utilizado para comparar dados
categoricos e foram utilizados os testes ¢ de Student ou Wilcoxon para comparar os dados de
paramétricos e ndo paramétricos, respectivamente. A analise de covaridncia (ANCOVA),
ajustada para o sexo, idade, dose de estatina, HDL-C e LDL-C no D1 foi utilizada para avaliar o
efeito da CETP na variagdo (delta) dos niveis plasmaticos de IL-2, TNF-a, CRP e 8-isoprostano.
Pressupostos dos modelos ANCOVA (linearidade, normalidade da distribui¢ao e varidncia igual)
foram verificados usando histogramas, graficos de probabilidade normal e de dispersdo residual.
FMD foi também transformada em log, a fim de normalizar a distribui¢do e permitir a andlise
ANCOVA. Anidlises de regressdo logistica binaria foram realizadas utilizando como varidveis
dependentes FMD abaixo do valor médio e a presenga de MACE. Estes resultados sdo
apresentados como OR e IC de 95%. As curvas de sobrevida foram analisadas pelo método de
Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank Mantel-Cox. O modelo de Cox foi usado
para examinar a associacdo entre a atividade da CETP e tempo até a incidéncia de MACE, onde
foram utilizados dois modelos pré-definidos [modelo 1: ndo ajustado; Modelo 2: ajustado para
sexo e idade]. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo para as varidveis com
distribui¢do normal e como mediana (percentil 25-75) para dados ndo paramétricos. Um valor de
p bicaudal de 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. As andlises estatisticas foram

realizadas utilizando o programa SPSS para Mac versao 20.0.

38



5 CAPITULO1

Atherosclerosis 237 (2014) 840—846

journal homepage: www.elsevier.com/locate/atherosclerosis

Contents lists available at ScienceDirect

atherosclerosis

Atherosclerosis

HDL levels and oxidizability during myocardial infarction are
associated with reduced endothelial-mediated vasodilation and nitric
oxide bioavailability

@ CrossMark

Luiz Sergio F. Carvalho ¢, Natalia Panzoldo ¢, Simone N. Santos ¢, Rodrigo Modolo ¢,
Breno Almeida *, Jose C. Quinaglia e Silva b Wilson Nadruz-Jr ?, Eliana C. de Faria ¢,
Andrei C. Sposito ®, on behalf of the Brasilia Heart Study Group

2 Cardiology Division, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas (Unicamp), Campinas, SP, Brazil

b Escola Superior de Ciencias da Satide (ESCS), Brasilia, DF, Brazil
¢ Lipids Laboratory, Department of Clinical Pathology, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas, Sao Paulo, Brazil

ARTICLE INFO

Article history:

Received 11 August 2014
Received in revised form

22 October 2014

Accepted 28 October 2014
Available online 4 November 2014

Keywords:

High-density lipoprotein
Anti-oxidant
Anti-inflammatory
Myocardial infarction
Endothelial dysfunction
Flow-mediated dilation

ABSTRACT

Objective: Acute phase response modifies high-density lipoprotein (HDL) into a dysfunctional particle
that may favor oxidative/inflammatory stress and eNOS dysfunction. The present study investigated the
impact of this phenomenon on patients presenting ST-elevation myocardial infarction (STEMI).
Methods: Plasma was obtained from 180 consecutive patients within the first 24-h of onset of STEMI
symptoms (D1) and after 5 days (D5). Nitrate/nitrite (NOy) and lipoproteins were isolated by gradient
ultracentrifugation. The oxidizability of low-density lipoprotein incubated with HDL (HDL,oxpr) and the
HDL self-oxidizability (HDLaytox) Were measured after CuSO4 co-incubation. Anti-inflammatory activity of
HDL was estimated by VCAM-1 secretion by human umbilical vein endothelial cells after incubation with
TNF-c.. Flow-mediated dilation (FMD) was assessed at the 30t day (D30) after STEML
Results: Among patients in the first tertile of admission HDL-Cholesterol (<33 mg/dL), the increment of
NOy from D1 to D5 [6.7(2; 13) vs. 3.2(—3; 10) vs. 3.5(—3; 12); p = 0.001] and the FMD adjusted for
multiple covariates [8.4(5; 11) vs 6.1(3; 10) vs. 5.2(3; 10); p = 0.001] were higher than in those in the
second (33—42 mg/dL) or third (>42 mg/dL) tertiles, respectively. From D1 to D5, there was a decrease in
HDL size (—6.3 + 0.3%; p < 0.001) and particle number (—22.0 + 0.6%; p < 0.001) as well as an increase in
both HDL,oxipL (33%(23); p < 0.001) and HDLyyox (65%(25); p < 0.001). VCAM-1 secretion after TNF-a
stimulation was reduced after co-incubation with HDL from healthy volunteers (—24%(33); p = 0.009),
from MI patients at D1 (—23%(37); p = 0.015) and at D30 (—22%(24); p = 0.042) but not at D5 (p = 0.28).
Conclusion: During STEMI, high HDL-cholesterol is associated with a greater decline in endothelial
function. In parallel, structural and functional changes in HDL occur reducing its anti-inflammatory and
anti-oxidant properties.

© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

during myocardial infarction (MI), in which there is a strong
oxidative and inflammatory response, is less clear.

In healthy individuals and patients with low-grade inflamma-
tion, high-density lipoprotein (HDL) has been considered an
important player for protecting functional and structural changes
in the artery wall mainly by attenuating oxidative and inflamma-
tory burden, endothelial protection and reparation, and the reverse
cholesterol transport [1,2]. The role of HDL on the arterial function

* Corresponding author. Cardiology Division, Faculty of Medical Sciences, State
University of Campinas (Unicamp), 13084-971 Campinas, Sao Paulo, Brazil.
E-mail address: andreisposito@gmail.com (A.C. Sposito).

Phenotypic changes in HDL have been observed during the first
24 h after symptom onset in acute coronary syndromes (ACS) [3,4].
It is possible that these changes may persist and even intensify
during the following days after MI where there is a substantial
increase in the systemic inflammatory activity [5]. From a mecha-
nistic point of view, these changes can mitigate a wide range of
potentially protective actions of HDL such as paraoxonase-1 (PON-
1) activity [3,4], apolipoprotein A-I (apoA-I)-mediated cholesterol
efflux [6,7], and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) activity
[3361]. Hypothetically, these aforementioned effects may favor the
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decline in nitric oxide (NO) bioavailability and endothelial vaso-
motor function in MI patients and lead to an unfavorable cardio-
vascular prognosis independently of other known risk factors [8].
However, this assumption has yet to be verified.

In this context, we evaluated the degree of qualitative and
quantitative changes in HDL during the first days after ST-elevation
MI (STEMI) and its impact over NO bioavailability and endothelial
vasomotor function.

2. Materials and methods
2.1. Patients

The study population was composed of 180 consecutive STEMI
patients STEMI admitted to the prospective Brazilian Heart Study,
which is registered at ClinicalTrials.gov as an observational pro-
spective cohort study by the Identifier NCT02062554. A more
detailed description is published elsewhere [9]. Briefly, the
admission criteria included: (i) less than 24 h from the onset of
symptoms of M, (ii) ST-segment elevation of at least 1 mm (frontal
plane) or 2 mm (horizontal) in contiguous leads, and (iii) myocar-
dial necrosis, as evidenced by an increase to at least one value above
the 99th percentile above the reference limit of CK-MB (25 U/L) and
troponin I (0.04 ng/mL), followed by a decline of both.

A complete medical evaluation was performed upon hospital

symptoms and with a mean fasting time of 13 + 6 h. The second and
third samples were collected after a 12-h overnight fast at the fifth
(D5) and 30th day (D30) after MI. The attending physicians solely
decided on medical treatment, including the type of reperfusion
therapy, without the interference of the study investigators.

A subset of consecutive non-diabetic STEMI patients (n = 9)
underwent larger blood sample draws for the HDL functional as-
says. In addition, age- and sex-matched healthy volunteers (n = 9)
were selected as positive controls for these assays. Subjects were
excluded from the control group if they presented the following:
cardiovascular risk factors, abnormal cardiac anatomy, calcium
score > zero, or coronary artery plaques detectable at cardiac
computed tomography (64-slice tomography; Aquilion 64, Toshiba
Medical Systems, Otawara, Japan). Patients were also excluded
from the study if there was evidence for accompanying infectious,
inflammatory or autoimmune disorders, diabetes, advanced kidney
or liver failure, neoplastic disorders, and a history of major surgery
or trauma within the previous 6 months. The institutional research
ethics committee approved the study and each patient signed an
informed consent.

2.2. Biochemical analysis

The following measurements were performed: glucose,

admission (D1) and blood samples were drawn 15 + 6 h after MI cholesterol, triglycerides, HDL-C, high-sensitivity CRP, and
Table 1
Characteristics of studied patients according to HDL-C tertiles.
1st Tertile 2nd Tertile 3rd Tertile p

n 60 61 59

Age, years 59.6 + 10 61.2 + 11 639 + 11 0.01
Male, % 83 77 67 0.01
Body mass index, Kg/m? 280+5 279+ 4 270+ 4 0.22
Waist circumference, cm 97 £ 12 96 + 14 96 + 11 0.30
Diabetes mellitus, % 21 20 19 0.85
HbAlc, % 6.7 +2.0 65+18 64+18 0.25
Blood glucose at admission, mg/dL 142 + 55 145+ 70 149 + 76 0.20
HOMAZ2S, % 62 + 61 60 + 67 60 + 63 0.37
Smoking habit, % 45 38 30 0.044
Sedentary, % 57 59 52 0.49
Hypertension, % 67 56 57 0.13
Prior MI, % 16 12 10 0.29
SBP at admission, mmHg 136 + 33 134 + 34 136 + 30 091
DBP at admission, mmHg 87 + 21 83 +22 86 + 19 0.91
Heart rate at admission, bpm 77 + 16 79+ 15 73 £19 0.28
GFR, mL/min/1.73 m? 70 (61—88) 71 (57-83) 70 (60—84) 0.69
Killip class I, % 96 91 96 0.42
TIMI risk score, points 3+£2 4+2 42 0.52
CK-MB peak, u/L 212 + 182 227 + 199 249 + 216 0.22
Troponin I peak, ng/dL 19«19 20 £22 19 + 22 0.36
Mean simvastatin dose during hospitalization, mg 42 + 28 44 + 27 33 +27 0.065
Mean nitroglycerin dose in the first 24 h, mg 21«3 26+3 23+3 0.80
Chemical thrombolysis, % 70 75 62 0.28
PCI, % 14 10 14.5 0.72
Infarction Mass by CMRI, g 10.0 (7.8—15) 11.0 (4.0-20) 10.5 (9.0-19) 0.72
LV diastolic diameter, mm 555+6 578 £8 53.0x9 0.77
LV ejection fraction, % 50 + 10 42 + 14 46 + 12 0.13
CRP D1, mg/L 0.65 (0.4—1.2) 0.56 (0.3—1.5) 0.40 (0.1-1.2) 0.66
CRP D5, mg/L 2.57 (1.5—-4.2) 3.46 (2.1-7.7) 3.84(2.6-7.4) 0.010
Delta CRP, mg/L 1.45 (0.4-3.2) 2.94 (0.4-7.0) 3.03 (0.9-6.9) 0.001
NO, D1, uMol/L 1867 208 +9 197 +9 0.36
NOy D5, uMol/L 294+ 14 236+ 12 243 £ 10 0.023
Delta NOy, tMol/L 6.7 (2.0-13) 3.2 (-3.0-12) 3.5(-3.0-12) <0.001
FMD, % 8.4 (4.6—-114) 6.1 (3.4-10.2) 5.2(3.1-10.2) 0.001
Log FMD, % 0.92 (0.7-1.1) 0.78 (0.5—-1.0) 0.74 (0.5—1.0) <0.001

Data presented as mean + standard deviation for normally distributed variables and as median (25th — 75th percentile) for nonparametric data. MI:
myocardial infarction; HbA1c: Glycosylated hemoglobin; GFR: Glomerular filtration rate; CMRi Cardiac Magnetic Resonance imaging; CK-MB: creatine
kinase isoenzyme MB; LV: left ventricular; PCI: percutaneous coronary intervention; NOy: nitric oxide; FMD: flow-mediated vasodilation. Statistical
analysis: Chi-Square for categorical data; ANOVA or Kruskal Wallis for continuous variables; for FMD, additional adjustments were made for use of
reperfusion therapy, infarction mass by CMRI, statin treatment and smoking habit.
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nitrite + nitrate (NOy). LDL-C was calculated using the Friedewald
formula. Additional data is available at the Supplements section.

2.3. HDL functional assays

Blood samples were obtained after a 12-h fasting period from a
subset of non-diabetic STEMI patients enrolled in the study at D1,
D5 and D30 as well as from age- and sex-matched healthy volun-
teers. HDL was isolated from plasma by density gradient ultra-
centrifugation according to the method described by Chapman
et al. [10] using solid potassium bromide for density adjustment.
Anti-oxidant and anti-inflammatory tests are described at the
Supplements section. We also estimated the degree of HDL oxida-
tive modifications by measuring thiobarbituric acid reactive sub-
stances (TBARS), a method that quantifies lipid-derived aldehydes,
including malondialdehyde [11]. This assay indicates the magni-
tude of reactive oxygen species production in HDL since the
particle-derived lipids are easily injured by free radicals.

2.4. Brachial artery reactivity

Patients were studied at D30 in the fasting state and vasoactive
medications were withdrawn 24 h before the study. Additional data
is available at the Supplements section.

2.5. Cardiac magnetic resonance imaging

CMRI was performed on a 1.5-T GE CV/i System (Wakeusha,
Wisconsin) in all the enrolled patients at D30. Additional data is
available at the Supplements section.

2.6. Statistical methods

Data are presented as mean + standard deviation for normally
distributed variables and as median (25th — 75th percentile) for
data without normal distribution. For the general analyses, patients
were divided into tertiles of HDL-C at D1 (<33 mg/dL, 33—42 mg/dL,
and >42 mg/dL). Comparisons between groups were performed
using the chi-square test for categorical variables and continuous
variables were analyzed by Kruskal Wallis test for non-normally
distributed data or analysis of variance (ANOVA) followed by
analysis of covariance (ANCOVA) adjusted by age, gender, and other
potential covariates for normally distributed variables. Assump-
tions of the ANCOVA models (linearity, normality of distribution,
and equal variance) were checked using histograms, normal
probability plots, and residual scatter plots. FMD was log-
transformed in order to normalize the distribution and allow
ANCOVA analysis. Binary logistic regression analyses were per-
formed using as dependent variable FMD below the median value
(6.5%). These results are presented as odds ratio (OR) and 95%
confidence interval (CI). Firstly, we performed unadjusted regres-
sion analysis. In the second model we included gender and age and
in the third model we added variables with p < 0.2 in the univariate
comparison for FMD below or above the median value. We based
this p-value cut-off point on previous demonstration of the supe-
riority of this approach in comparison to more traditional levels
such as 0.05 [12,13].

For comparing HDL characteristics, anti-oxidant and anti-
inflammatory properties of STEMI patients among D1, D5 and
D30, as well as with control subjects, we performed Kruskal Wallis
tests, followed by Dunn-Sidak and Mann—Whitney tests. A p value
of 0.05 or less was considered significant. SPSS v20 for MAC was
used for the analyses.

3. Results
3.1. HDL vs. plasma pool of NOx and FMD

According to Table 1, there was no difference between tertiles of
admission HDL-C for demographic data except that patients with
high admission HDL-C levels (third tertile) were significantly older
(p = 0.01), more frequently women (p = 0.01) and had a lower
prevalence of smoking habit (p = 0.044) when comparing to first
and second tertiles. For continuous variables with normal distri-
bution (body mass index, waist circumference, HbAlc, blood
glucose at admission, HOMA2S, SBP and DBP at admission, heart
rate, CK-MB and troponin I peak, mean simvastatin dose during
hospitalization, LV diastolic diameter, and LV ejection fraction) we
performed both an ANOVA model and a sex- and age-adjusted
ANCOVA model, but there was no difference among HDL-C ter-
tiles for these variables in both models. Plasma CRP at admission
was not different between groups, although at D5 patients with low
HDL-C presented lower CRP levels as compared with the other
tertiles (p = 0.010). Also, the increment in CRP from D1 to D5 was
higher among patients in the first tertile (p = 0.001) as compared to
those with higher admission HDL-C levels.

Plasma NOy, at D1 was not significantly different between
groups, but at D5 patients in the first HDL-C tertile presented
higher plasma NOy levels as compared with the other tertiles
(p = 0.023). Indeed, the increase in NOy from D1 to D5 was greater
among patients in the first tertile (p < 0.001) as compared to those
with higher admission HDL-C levels (Table 1). These findings
remained significant even after adjustment for age, gender, statin
use, reperfusion therapy, MI mass, sedentarity, and plasma CRP.

FMD was higher among patients in the first tertile for HDL-C as
compared with second and third tertiles in an unadjusted analysis
and even after adjustment for age, gender, statin use, reperfusion
therapy, MI mass, sedentarity, and plasma CRP in ANCOVA models
(Table 1). In order to increase statistical power we pooled the
second and third tertiles and classified them as high HDL-C group.
High HDL-C was positively associated with endothelial dysfunction
(Table 2), defined as FMD below the median value, in an unadjusted
binary logistic regression model (OR = 2.06; 95% CI 1.11-3.85;
p = 0.023) and in a model adjusted for age and gender (OR = 2.01;
95% CI 1.04—3.86; p = 0.037). In a third model we added statin use,
smoking habit, plasma CRP and sedentarity, and high HDL-C levels
remained independently associated with endothelial dysfunction
(OR = 2.42; 95% CI 1.07—5.50; p = 0.034). In order to address the
potential mechanisms by which HDL-c levels at admission are
negatively associated to endothelial function, we investigated the
dynamic functional and phenotypic changes of HDL elicited by MI.

3.2. Functional and phenotypic changes of HDL throughout MI

As shown in Table 3, healthy controls and MI patients were
successfully matched for age and gender. However, the frequencies

Table 2
Binary logistic regression with FMD lower than median (<6.5%) as dependent
variable.

Models 0Odds ratio 95% C.I for odds p
Lower Upper
Non-adjusted 2.06 1.11 3.85 0.023
Age and gender adjusted 2.01 1.06 3.86 0.037
Fully® adjusted 242 1.07 5.50 0.034

@ Statistically adjusted to age, gender statin use, smoking habit, plasma CRP and
sedentarity.
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Table 3
Characteristics of patients in HDL anti-oxidative and anti-inflammatory protocols.

STEMI patients Healthy controls p

n 9 9

Age, years 64.5 + 10 60.5+5 0.24
Male, % 78 67 0.58
Body mass index, Kg/m? 251+3 240 +2 0.27
Waist circumference, cm 96.0 = 10 923 +9 0.10
Diabetes mellitus, % 0 0 1.00
HbA1lc, % 54+ 0.2 54+0.1 0.98
Smoking habit, % 33 22 0.75
Sedentary, % 67 44 0.19
Hypertension, % 89 0 0.003
Prior MI, % 22 0 0.10
SBP at admission, mm Hg 135 + 38 128 + 10 0.34
DBP at admission, mm Hg 95 + 20 82+8 0.20
Heart rate at admission, bpm 67 + 14 56 + 11 0.15
GFR, mL/min/1.73 m? 73 +22 82+ 11 0.26
Killip class I, % 100 - -
Mean simvastatin dose 41 + 44 0 0.001
Baseline glycaemia, mg/dL 117 + 21 97 +5 0.01
Baseline HDL-C, mg/dL 375+ 13 418 +13 0.41
Baseline LDL-C, mg/dL 152 + 48 80 +42 0.001
Baseline Triglycerides, mg/dL 112 + 105 69 + 31 0.01
Baseline CRP, mg/dL 0.56 + 0.5 0.16 + 0.1 0.10

Data presented as mean =+ standard deviation for normally distributed variables and
as median (25th — 75th percentile) for nonparametric data. MI: myocardial
infarction; HbAlc: Glycosylated hemoglobin; SBP: Systolic blood pressure; DBP:
Diastolic blood pressure; GFR: Glomerular filtration rate; CRP: C-reactive protein.

of hypertension, use of statin, glycaemia, LDL-C, triglycerides and
CRP levels were higher in the MI patients group.

Compared to healthy controls, MI patients presented at D1
smaller HDL particles size, fewer particle number, and lower con-
tent of free cholesterol, cholesteryl ester and ApoA-I (Table 4). From
D1 to D5, HDL particle number, total mass, and size decreased.
There was also a decreased in its content of cholesteryl ester and
ApoA-I (Table 4). From D5 to D30, HDL particles recovered its total
number per mL, mass, size, and its content of cholesteryl ester and
ApoA-L

As a control for the assessment of HDL anti-inflammatory ac-
tivity, we first estimated TNF-o. capacity of increasing VCAM-1
secretion by HUVEC cells without adding HDL. As expected,
following the addition of TNF-a to the medium, HUVECs signifi-
cantly increased VCAM-1 secretion by 2-fold as compared to
baseline level (278 + 29 vs. 538 + 38 pg/mL; p < 0.001). In the
presence of HDL from healthy individuals (409 + 209 pg/mL),

however, we observed a 33% decrease of TNF-a-induced VCAM-1
production, which was comparable to the HDL obtained from MI
patients at D1 (414 + 170 pg/mL) and at D30 (430 + 157 pg/mL)
(Fig. 1). At D5, the inhibition of TNF-a-induced VCAM-1 production
by HDL was significantly reduced (491 + 133 pg/mL, p = 0.001)
when compared to the HDL at D1, D30 and from controls.

According to Fig. 2, area under the curve (AUC) for fluorescence
of CuSO4-induced LDL oxidation was significantly attenuated by the
co-incubation of HDL obtained either from healthy controls or from
MI patients at D1, D5, and D30. AUC analysis was used as a measure
of the cumulative increase in fluorescence throughout 24 h during
incubation of isolated HDL and copper sulfate (with or without
LDL), indicating a higher accumulation of dienes and oxidized
radicals. At D1, HDLox pr and HDL,y¢0x Were similar in controls and
MI patients. At D5 both HDLypy and HDLyyt0x AUCs were signifi-
cantly higher in comparison to controls, D1, and D30. There was no
significant difference in HDLox pr and HDL,yt0x AUCs between D30
and D1 or controls. The increment in HDL,yt0x from D1 to D5 was
inversely correlated with FMD (r = —0.83; p = 0.004). The TBARS
measured in HDL fraction at D1 (0.077 + 0.07 vs. 0.127 + 0.10 nmol/
mL) and at D5 (0.105 + 0.08 vs. 0.177 + 0.17 nmol/mL) were higher
in individuals with higher plasma levels of HDL-C.

4. Discussion

The findings of the present study indicated that during the acute
phase of STEMI HDL particles undergo phenotypic and functional
changes that reduce its anti-oxidant and anti-inflammatory prop-
erties. This decline of anti-oxidant activity and the gathering of
oxidative stress products in HDL are both associated with the
decrease in endothelial vasomotor function. Consistently, patients
with higher HDL-C levels presented a lower increase in plasma NOx
levels during acute phase and lower FMD 30 days after STEMI.

In accordance to prior evidence, we found that HDL composition
is altered and its anti-oxidant capacity is significantly impaired
after STEMI. Indeed, during the first days after onset of STEMI
symptoms we observed that HDL particle number, mass and size
decrease along with its content of cholesteryl ester and apoA-Il.
Such uncoupling of apo A-I from HDL has been observed during
acute stress and is consistent with accelerated catabolism [14,15].
During M], the accelerated catabolism has been shown to occur as a
product of increased cytokine levels, which inhibit apo A-I
expression in the liver and promotes apo A-I replacement in HDL
particles by serum amyloid A (SAA) [15]. Furthermore, apo A-l is
highly susceptible to glycation and oxidative modifications that

Table 4
Physicochemical characteristics of HDL particles of patients in the first, 5th and 30th day after myocardial infarction and healthy controls.
Healthy controls MI day 1 MI day 5 MI day 30 P

Size (nm) 8.1+02 7.62 + 0.4 7.37 + 0.4 7.50 + 0.4 <0.001*Pcde
Particle number (nmol/mL) 25+ 04 2.04 + 0.6 156 + 1.4 2.04 + 0.4 <0.,05%Pcde
Triglycerides (mg/dL) 79 +70 6.4 +3.2 7127 7.7 +3.1 0.62
Total cholesterol (mg/dL) 272 +9.0 17.6 + 6.5 13.6 £ 5.0 15.1 + 4.7 <0.05P<¢
Free cholesterol (mg/dL) 70+ 1.9 36+15 3.8+29 27 +1.1 <0.001*P<
Cholesteryl ester (mg/dL) 33.7 + 16.2 235+90 165 + 8.5 20.7 +7.0 <0.01°¢
Phospholipids (mg/dL) 164 + 4.5 19.8 + 4.5 16.0 + 4.7 192 +4.7 0.15
ApoA-1 (mg/dL) 63.7 £99 53.6 + 21.1 38.8 +10.8 56.6 + 9.2 <0.01Pde
Total HDL mass (mg/dL) 128.7 + 22.7 106.9 + 31.9 82.1 +20.0 107.0 + 20.7 <0.05"cde

Data presented as mean + standard deviation. Statistical analysis by Kruskal Wallis followed by Dunn-Sidak and Mann—Whitney. Particle number (nmol/mL) = total mass (ug/
mL)/molecular mass (ug/mol). Lipid Mass = TG + FC + PL + CE and Total Mass = Lipid Mass + apoA-I.

2 Comparison between Control and MI Day 1;

b Comparison between Control and MI Day 5;
Comparison between Control and MI Day 30,
Comparison between MI Day 1 and MI Day 5;
Comparison between MI Day 5 and MI Day 30.

c
d
e
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Fig. 1. HDL-induced inhibition (%) of VCAM-1 expression in HUVEC cells relative to
positive controls [TNFo(+) HDL(—)], normalized to viable cell counts. Data are
expressed as mean relative VCAM-1 expression + standard deviation. HDL from STEMI
patients at D5 showed a significantly decreased capacity of preventing TNFz-induced
VCAM-1 expression in comparison to HDL at D1 (p = 0.001). No statistic difference was
observed between HDL from healthy subjects, from MI patients at D1 and at D30.

accelerate its clearance from the bloodstream and impair its func-
tionality [5,16]. In parallel, the acute inflammatory burst has also
been implicated in the induction of endothelial lipase, group II
phospholipases and decrease of lecithin-cholesterol acyltransferase
activity [14], thus leading to a decline of cholesteryl ester content in
HDL. These catabolic changes may also explain the reduction of HDL
size and particle number, which are usually accompanied by
functional decline of HDL [7].

Still, we found that HDL becomes less protective against LDL
oxidation and more prone to autoxidation during acute phase of
STEMI and partially restores these properties 30 days after the
coronary event. In another study, HDL from both patients with
chronic coronary artery disease (CAD) and patients at <24 h after
ACS were shown to display reduced PON-1 activity [3], as compared
to healthy subjects. In our population, however, the HDL from pa-
tients at the first 24 h after STEMI showed a similar capacity of
preventing LDL oxidation compared to healthy subjects, and a
significant impairment of such function was found only at D5. In the
first day after STEMI, inflammatory activity, as estimated by plasma
CRP levels, is still comparable to that in healthy individuals; this
may explain the equivalent HDL function in these two groups of
individuals at that point. Furthermore, HDL anti-inflammatory ac-
tivity is only impaired early after ACS when there are high levels of
CRP levels [4].

Consistent to our observations, Patel et al. [17] showed that the
anti-oxidative capacity of HDL is also reduced after ACS when
compared to patients with chronic CAD and healthy individuals. In
addition and also in line with our results, HDL3 isolated from MI
patients was more sensible to copper-mediated oxidation than the
HDL; from CAD controls, suggesting the HDL auto-buffer system is
weakened during MI [18]. Such intensified sensitivity to oxidation
after STEMI has probably contributed to the amplified levels of
TBARS into HDL from D1 to D5 we observed, increasing the for-
mation of oxidized HDL particles in the bloodstream since TBARS
estimates the degree of free radicals production and the intensity of
lipid oxidation in HDL.

Although the magnitude of generation of oxidized HDL particles
has been associated with systemic oxidative stress [2,19], prior to
the present study there was no data associating plasma levels of
HDL-C to oxidized HDL after acute phase inflammatory response.
Indeed, according to our results, higher levels of HDL-C at the first
24 h after STEMI were associated with more intense gathering of
TBARS into HDL. As a limitation, TBARS characterizes not only the
presence of oxidation metabolites but also glycation and nitro-
sylation products [20]. However, all of these negative processes
have been described as drivers of HDL dysfunction during acute
phase responses [ 11]. Therefore, although TBARS are not specific for
oxidative modifications of HDL, it may also measure a combination
of metabolites that are associated with impaired HDL function.

Since HDL shows a high susceptibility to lipid peroxidative
modifications after oxidative stimuli [19,21,22], it becomes plau-
sible that higher volume of HDL particles and enhanced cholesterol
content contribute to increased availability of substrates to oxida-
tive changes. Oxidized HDL particles accumulate not only phos-
pholipid hydroperoxides but also Fp-isoprostane and cholesteryl
ester hydroperoxides [19,21,22]. In fact, the Fp-isoprostane content
in each HDL subfraction has been shown to be very proportional to
its total cholesterol content [ 19]. With this, we can hypothesize that
higher HDL-C levels during STEMI may favor the generation of
enhanced oxidized and dysfunctional HDL particles that can further
contribute to endothelial dysfunction.

We observed that high HDL-C levels at D1 were associated with
lower FMD and lower plasma NO bioavailability after STEMI, even
adjusting for multiple covariates. Although nitroglycerin adminis-
tered during the first hours of STEMI treatment would influence
plasma NOy levels measurement at D1, the doses of such drugs
were not different across HDL-C tertiles. Of note, at D5 when more
than 48 h had passed since the nitroglycerin withdrawal, NOy was
inversely associated to HDL-C. FMD was measured at D30 to avoid
endothelial stunning [23,24], but equally to eliminate potential
confounders such as acute phase treatments and to assess the re-
sidual endothelial dysfunction after STEMI. The study indicates that
the bioavailability of HDL particles in the acute phase and the de-
gree of modification, as estimated by TBARS, favor the persistence
of endothelial vasomotor dysfunction after STEMI. Consistently, the
increment in HDL vulnerability to autoxidation was inversely
correlated with FMD.

While the negative relation between HDL during STEMI and
endothelial dysfunction is somehow unexpected, they are in line
with others and ours in vitro observations. Besler et al. [3]
demonstrated that HDL from patients in the first 24 h after ACS
presented lower PON-1 activity and contributed to increased
endothelial VCAM-1 expression and decreased NO production be
means of an oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1)-
dependent pathway. Indeed, we observed that VCAM-1 secretion
by HUVECs is also inhibited when co-cultured with HDL from
healthy individuals, but this capacity is impaired at D5 after STEMIL.
Increased VCAM-1 secretion by endothelial cells is strongly corre-
lated with VCAM-1 expression in cell cultures [25,26], and its levels
increase more rapidly during acute inflammatory response [26].

The findings of the present study are coherent with recent ev-
idence that demonstrated heterogeneity of the predictive value of
HDL-C between healthy individuals and those with chronic CAD or
ACS. In fact, HDL-C is a predictor of long-term mortality in healthy
individuals but not in individuals presenting with ACS [27]. In
addition, among patients with elevated CRP levels after MI, those
with higher HDL-C are at the highest risk for recurrent cardiovas-
cular events [28].

Some limitations must be considered in our study. First of all,
upstream inflammatory markers, such as plasma interleukin-6,
were not measured during STEMI, which may lead to
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Fig. 2. Area under the curve (AUC) for copper sulfate (CuSO4)-induced LDL oxidation in
the presence of isolated HDL (LDL+) and CuSO4-induced HDL oxidation (LDL—), rela-
tive to positive control curve (LDL + CuSO4). Data are expressed as mean relative
fluorescence emission during 24 h after incubation + standard deviation. The AUC for
cumulative fluorescence emission was reduced after co-incubation with HDL from
healthy volunteers (—24%; p = 0.009), from MI patients at D1 (-23%; p = 0.015) and
D30 (—22%; p = 0.042), but not from patients at D5 (p = 0.28).

underestimating peak inflammatory activity. Secondly, the time
delay between symptoms onset and the first blood draw (=15 h)
could possibly favor alterations in CRP levels and HDL features and
consequently reduce the change between D1 and D5. Neverthelss,
HDL-C levels and CRP levels are not expected to be significantly
modified up to 48 h after MI symptoms onset [15].

In conclusion, our results suggest that HDL-C levels at admission
after STEMI is associated with impaired FMD and NOy bioavail-
ability. In addition, this study indicates that STEMI elicits dynamic
structural and functional changes in HDL that may underlie the
positive association between HDL-C with endothelial dysfunction.
These changes include decreased apo A-I content, impaired anti-
oxidant and anti-inflammatory capacity as well as enhanced
sensitivity of oxidation and increased gathering of TBARS. Such
modifications critically contributed to increased HDL oxidation,
which correlated with decreased endothelial function. These find-
ings suggest that higher HDL-C levels during STEMI may favor the
generation of a higher number of dysfunctional HDL particles and,
thus, induce remote endothelial dysfunction in the brachial artery.
In addition, these findings support the concept that in conditions
such as STEMI the increase of HDL concentration in the blood-
stream may not be sufficient to protect and may even aggravate
cardiovascular disease if the particles bear dysfunctional
phenotypes.
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ABSTRACT

Objective: Recent data suggests that cholesteryl ester transfer protein (CETP) activity may interact with
acute stress conditions via inflammatory-oxidative response and thrombogenesis. We investigated this
assumption in patients with ST-elevation myocardial infarction (STEMI). Methods: Consecutive patients
with STEMI (n = 116) were enrolled <24-h of symptoms onset and were followed for 180 days. Plasma
levels of C-reactive protein (CRP), interleukin-2 (IL-2), tumor necrosis factor (TNFa), 8-isoprostane, nitric
oxide (NOy) and CETP activity were measured at enrollment (D1) and at fifth day (D5). Flow-mediated
dilation (FMD) was assessed by ultrasound and coronary thrombus burden (CTB) was evaluated by
angiography. Results: Neither baseline nor the change of CETP activity from D1 to D5 was associated
with CRP, IL-2, TNFa, 8-isoprostane levels or CTB. The rise in NOy from D1 to D5 was inferior [3.5(—1; 10)
vs. 5.5(—1; 12); p < 0.001] and FMD was lower [5.9(5.5) vs. 9.6(6.6); p = 0.047] in patients with baseline
CETP activity above the median value than in their counterparts. Oxidized HDL was measured by thio-
barbituric acid reactive substances (TBARS) in isolated HDL particles and increased from D1 to D5, and
remaining elevated at D30. The change in TBARS content in HDL was associated with CETP activity
(r=0.72; p=0.014) and FMD (r = —0.61; p = 0.046). High CETP activity at admission was associated with
the incidence of sudden death and recurrent MI at 30 days (OR 12.8; 95% CI 1.25—132; p = 0.032) and 180
days (OR 3.3; 95% CI 1.03—10.7; p = 0.044). Conclusions: An enhanced CETP activity during acute phase
of STEMI is independently associated with endothelial dysfunction and adverse clinical outcome.

© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

inflammatory response [1] and thrombogenesis [2] have been
revealed as other potential mechanisms to influence clinical

The cholesteryl ester transfer protein (CETP) has as its most outcomes.

explored role on cardiovascular disease the mediation of choles-
teryl esters exchange for triglycerides between high-density lipo-
proteins (HDL) and lipoproteins containing apolipoprotein (apo) B.
Recently, novel direct involvement of CETP in acute phase

* Corresponding author. Cardiology Division, Faculty of Medical Sciences, State
University of Campinas (Unicamp), 13084-971 Campinas, Sao Paulo, Brazil.
E-mail address: andreisposito@gmail.com (A.C. Sposito).

http://dx.doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2014.10.104
0021-9150/© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

In severe sepsis, in-hospital mortality was reported to be
inversely related to CETP activity [3]. In transgenic animal models
of sepsis, CETP mediates the transfer of circulating endotoxins to
HDL, increasing their hepatic uptake and attenuating the systemic
inflammatory response [1]. Hypothetically, such an effect may also
be beneficial during acute phase myocardial infarction (MI), when
oxidative-inflammatory response is a strong determinant of short
and long-term mortality [4]. So far, however, data is unavailable to
verify this assumption. In parallel, recent data also reveal a positive
association between plasma CETP activity and activation of
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coagulation factors VII and XI [2]; both directly implicated in the
incidence and recurrence of MI [5,6].

Thus, although an interaction between CETP and outcome after
MI is plausible, it remains unclear whether its participation has a
positive or negative impact. Hence, we prospectively evaluated the
association between CETP activity and cardiovascular outcome in
patients with ST-elevation MI (STEMI). In addition, we explored
potential links between CETP activity and endothelial function, MI
size, coronary thrombus burden and oxidative-inflammatory
response.

2. Methods
2.1. Patients

Consecutive subjects (n = 116) who were enrolled into the
ongoing Brazilian Heart Study (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02062554) [ 7] were selected for this investigation. Briefly, this
is a prospective cohort with consecutive patients admitted with ST-
segment elevation MI (STEMI). Inclusion criteria for the BHS are as
follows: (i) less than 24 h after the onset of MI symptoms, (ii) ST-
segment elevation of a least 1 mm (frontal plane) or 2 mm (hori-
zontal plane) in two contiguous leads, and (iii) myocardial necrosis,
as evidenced by an increase to at least one value above the 99th
percentile above the reference limit of CK-MB (25 U/L) and troponin
1(0.04 ng/mL) and followed by a decline of both.

A complete medical evaluation was performed upon hospital
admission (D1) followed by an initial blood sample collection with
a mean fasting time of 504 + 231 min. A second, third and fourth
samples were collected after a 12-h overnight fast at the third day
(D3), fifth day (D5) of hospitalization and at the 30th day after MI
(D30). The attending physicians decided medical treatment,
including the type of reperfusion therapy, without the influence of
the investigators team. In this context, patients underwent primary
percutaneous coronary intervention (PCI) or tenecteplase treat-
ment followed by PCI according to the current guidelines. The
Institutional Ethics Committee approved the study, and all patients
signed an informed consent.

2.2. Biochemical analysis

The following measurements were performed: glucose,
cholesterol, triglycerides, HDL-C, high-sensitivity CRP and
nitrate + nitrite (NOy). LDL-C was calculated using the Friedewald
formula. Additional data is available at the Supplements section.

2.3. Plasma cholesteryl ester transfer protein activity essay

The CETP activity was measured by an exogenous assay [8],
using both exogenous HDL and LDL-VLDL particles. Additional data
is available at the Supplements section.

2.4. HDL isolation from plasma and detection of oxidized HDL
particles

HDL was isolated from plasma collected at D1, D5 and D30 by
density gradient ultra-centrifugation according to the method
described by Chapman et al. [9] using solid potassium bromide for
density adjustment. The degree of oxidation of HDL was estimated
by the measurement of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS). The absorbance was measured at 535 nm and the TBARS
content was estimated by a standard curve of 0—100 uM 1,1,3,3-
tetramethoxypropane.

2.5. Coronary angiography

Coronary angiography was systematically performed in all
enrolled patients. Additional data is available at the Supplements
section.

2.6. Brachial artery reactivity

All patients were studied at D30 (except in 6 who died and 2
who had non-fatal MI recurrence beforehand) in the fasting state,
and vasoactive medications were withdrawn 24 h before the study.
Additional data is available at the Supplements section.

2.7. Cardiac magnetic resonance imaging

CMRI was performed on a 1.5-T GE CV/i System (Wakeusha,
Wisconsin) in all the enrolled patients at D30. Additional data is
available at the Supplements section.

2.8. Follow-up

Before hospital discharge, patients received lifestyle counseling
for diet, smoking cessation, regular physical activity and weight loss
and a guideline-based medical prescription. After that, patients
were followed-up in the BHS outpatient clinic with medical ap-
pointments every 30—45 days. Follow-up prescriptions included
statins with the addition of ezetimibe when necessary (LDL-C goal
of 70 mg/dL), angiotensin-converting enzyme inhibitors or angio-
tensin receptor blockers for hypertension or reduced ejection
fraction (<40%); glycemic control (HbA1c < 7%); clopidogrel 75 mg/
day; aspirin 100 mg/day; and anti-ischemic therapy as required
(propranolol and isosorbide dinitrate, alone or in combination). The
physicians involved in the clinical follow-up were blinded to all
analyses performed in the study.

2.9. Clinical endpoints

Clinical outcome was assessed at the outpatient clinic visit
every 30 days. Patients who could not come for visits or relatives
of deceased patients were contacted by telephone. Information
about the causes of death and clinical events was obtained from
death certificate or medical records. Major adverse cardiac events
(MACE) were defined as: sudden cardiac death and recurrent MI.
Sudden cardiac death was defined as a non-traumatic, unexpected
event occurred within 6 h of symptom onset. Fatal MI refers to any
death preceded by acute MI. New MI was defined as a documented
hospital admission with symptoms consistent with acute MI and
elevation of serum CK-MB and troponin I to at least one value
above the 99th percentile above the reference limit in a temporal
pattern consistent with acute myocardial injury. When a patient
experienced >1 event, the first event was selected. Patients who
died from non-cardiac causes were censored on the day of their
deaths.

2.10. Statistical methods

Data are presented as mean =+ standard deviation for normally
distributed data and as median (interquartile range) for non-
parametric data. Patients were divided into two groups accord-
ing to admission values of plasma CETP activity < or > the me-
dian value (12%). Those with CETP activity above the median were
classified as having higher CETP activity and those below the
median were classified as having lower CETP activity. Chi-Square
was used to compare categorical data and Student T or Wilcoxon
rank sum test were used to compare baseline parametric and
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nonparametric data, respectively. Analysis of covariance
(ANCOVA) adjusted for sex, age, statin dose and plasma HDL-C
and LDL-C at D1 was used to assess the effect of CETP on the
variation of IL-2, TNF-a, CRP and 8-isoprostane plasma levels.
Assumptions of the ANCOVA models (linearity, normality of dis-
tribution and equal variance) were checked using histograms,
normal probability plots and residual scatter plots. FMD was log
transformed in order to normalize the distribution and allow
ANCOVA analysis. Binary logistic regression analyses were per-
formed using as dependent variables FMD below the median
value and the presence of MACE. These results are presented as
odds ratio (OR) and 95% confidence interval (CI). Actuarial sur-
vival curves were analyzed by the Kaplan—Meier method and
compared by the Log-Rank Mantel—Cox test. The Cox propor-
tional hazards model was used to examine the association be-
tween CETP activity and time to MACE, where two pre-defined

Table 1
Clinical characteristics of enrolled patients.
CETP activity at D
admission
Below Above
median median
Sample size 58 58
Age, years 633+10 63.6+10 0.8
Male, % 80 66 0.12
BMI, Kg/m? 267+4 263+3 06
Waist circumference, cm 968 +11 940+11 02
DM, % 26 19 0.4
HbAlc, % 5.9(1.0) 5.9(0.5) 0.8
Hypertension, % 63 60 0.7
Prior MI or stroke, % 18 19 0.9
Smoking habit, % 51 49 0.7
Killip—Kimbal class I, % 84 89 0.5
Killip—Kimbal class I1I/IV, % 2 4 0.5
Symptom to door time, min 90(102) 87(95) 0.8
Door to needle time, min 39(55) 38(42) 0.8
Door to balloon time, min 61(89) 63(91) 0.9
Prevalence of cardio-pulmonary resuscitation, % 0 0 1.0
Culprit lesion (main artery or branches)
LAD, % 44 37 0.19
RCA, % 25 35
CxA, % 31 28
Success rate of thrombolysis or coronary 97 97 1.0
intervention, %
Pre-PCI Tenecteplase, % 65 60 0.6
Primary PCI, % 13 15 0.7
Success rate of thrombolysis or coronary 97 97 1.0
intervention, %
Gensini angiographic score 123 + 74 110 + 48 0.17
Friensinger angiographic score 8.0+33 84+34 0.5
Thrombus at culprit coronary artery, % 25 29 0.69
Coronary thrombus grade > 3, % 22 24 0.46
Prior simvastatin use, % 8 4 0.3
In-hospital medications
ARBs or ACEi, % 65 60 0.6
Beta-blocker use, % 51 52 0.9
Simvastatin use during hospitalization, % 86 76 0.2
Mean simvastatin dose during hospital stay, 433 +27 37.6+28 03
mg
Mean nitroglycerin dose in the first 24 h, mg 2.0 + 3 23+2 0.7
Discharge medications
ARBs or ACEi, % 95 92 0.7
Beta-blockers, % 83 79 0.6
Calcium channel blockers, % 17 19 0.8
Nitrates, % 21 21 0.9
Simvastatin, % 100 100 1.0

CETP: cholesteryl ester transfer protein; BMI: body mass index; DM: diabetes
mellitus; HbA1c: glycosilated hemoglobin; CKMB: creatine kinase-MB; ARBs:
angiotensin receptor blockers; ACEi: angiotensin-converting enzyme inhibitors;
PCI: percutaneous coronary intervention.

models were used [model 1: unadjusted; model 2: adjusted for
seX, age|. Logistic regressions with the incidence of MACE in 30
days as dependent variable were adjusted for the following var-
iable: admission killip class III/IV, presence of cardio-pulmonary
resuscitation, culprit lesion and success rate of thrombolysis or
coronary intervention. A two-sided p-value of 0.05 was consid-
ered statistically significant. Statistical analyses were performed
using SPSS for Mac version 20.0.

Table 2
Laboratorial data of all included patients stratified by CETP activity.

CETP activity at admission p

Below median Above median

CETP activity, %

D1 6.8+3 174+ 4 <0.001
D3 70+4 125+4 0.017
D5 76+5 121 «5 0.001
D30 99+4 1695 0.011
Delta D1-D5 0.2(3) —6.3(8) <0.001
Non-HDL-C, mg/dL
D1 157(54) 152(72) 0.63
D5 113(47) 122(41) 0.12
Delta —38(41) —32(53) 0.88
LDL-C, mg/dL
D1 129(43) 136(60) 0.86
D5 91(39) 92(35) 0.78
Delta —40(42) —39(57) 0.92
HDL-C, mg/dL
D1 38.5(14) 38.0(11) 0.61
D5 35.0(11) 33.009) 0.27
Delta —4.0(7) —5.0(13) 0.64
HDL size, nm
D1 743 + 0.6 7.41 + 0.6 0.88
D5 7.97 + 0.8 7.95+ 0.9 0.95
D30 7.63 +0.3 7.78 £ 0.2 0.53
Triglycerides, mg/dL
D1 134(108) 113(91) 0.13
D5 150(82) 134(64) 0.047
Delta 2.5(138) 12(61) 0.85
Glucose, mg/dL
D1 122(44) 121(32) 0.61
D5 114(44) 103(45) 0.27
Delta, % —4.5(37) —11.0(34) 0.64
IL-2, ng/L
D1 0.9(1.5) 0.5(1.7) 0.29
D5 4.7(4.0) 5.0(2) 0.56
Delta 3.8(5.4) 4.5(3.2) 0.78
TNF-a, ng/L
D1 7.9(18) 3.0(13) 0.14
D5 21.2(25) 11.2(21) 0.078
Delta 8.6(22) 6.7(10) 0.51
CRP, mg/dL
D1 0.81(1.6) 0.59(1.0) 0.16
D5 3.6(6.7) 3.8(7.3) 0.70
D30 1.03(1.2) 0.91(1.4) 0.75
Delta (D1-D5) 2.0(0.8) 2.9(5.6) 0.54
Delta (D1-D30) 0.2(0.8) 0.3(1.0) 0.94
8-isoprostane, pg/mL
D1 31.5(29) 31.5(23) 0.67
D5 27.0(15) 26.0(14) 0.84
Delta —-3.0(35) -2.0(33) 0.70
NO,, uMol/L
D1 17.2(7) 182 (11) 0.52
D5 23.0(14) 22.8(10) 0.36
Delta 5.46 (12) 3.57 (13) <0.001

ANCOVA, adjusted for sex, age and baseline levels; Data expressed as mean + SEM
for parametric variables and expressed as median (Interquartile range) for non-
parametric variables; CETP: Cholesteryl ester transfer protein; LDL: Low-density
lipoprotein; HDL: High-density lipoprotein; IL-2: interleukin-2; IL-10: interleukin-
10; TNF-o: Tumor necrosis factor-o.; CRP: C-reactive protein; 8-isoprotane: 8-iso-F,
prostaglandin; NO,: Nitrate + Nitrite; D1: first 24 h; D3: third day; D5: fifth day;
D30: thirtieth day after MI.
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3. Results
3.1. Clinical and metabolic characteristics

As shown in Table 1, there was no significant difference between
groups regarding clinical, anthropometric and treatment charac-
teristics. No significant differences were found between groups at
D1 or D5 for plasma glucose, triglycerides, HDL-C, LDL-C and non-
HDL-C. Statin treatment was initiated at admission in 81% of the
enrolled patients and at hospital discharge in 19%. There was no
significant difference in statin dose or use of statins prior to the
index STEML

3.2. CETP activity dynamics and changes in HDL-C size

CETP activity at D1 showed a weak but significant correlation to
HDL-C levels (R = —0.211; p = 0.014). Mean plasma CETP activity
decreased progressively from D1 (15 + 9%) to D3 (11 + 5%) and to D5
(10 + 8%) and returned to baseline levels at D30 (15 + 5%). Repeated
measures analysis of variance showed a significant difference be-
tween days (p = 0.037), but at the Bonferroni post-hoc multiple
comparison analysis the difference reached significance only be-
tween D1 and D5 (p = 0.044). Consistently with the changes in
CETP activity, Mean HDL size increased from D1 (7.7 + 0.4 nm) to D5
(8.8 + 0.9 nm) and then returned to baseline value at the D30 after
STEMI (7.8 + 0.3 nm). Analysis of variance demonstrated a statis-
tically significant difference between all days (p = 0.0001) and
Bonferroni post-hoc test confirmed the significance of all pairwise
comparisons (p < 0.01).

Patients with higher CETP activity at D1 experienced a decrease
in CETP activity between D1 and D5, but they also stood with higher
CETP activity in D5 when compared to low CETP group at D1. That
has been a major reason for dichotomization of CETP activity, but
CETP activity was also treated as a continuous variable to reinforce
its relationship with FMD and TBARS in HDL by multiple
approaches.

Table 3
MR, Brachial reactivity and laboratorial data in patients who survived after 30 day.

CETP activity at admission p

Below median  Above median

Sample size 57 52
Infarction mass by CMRI, g 120 +5.5 11.5+£53 0.8
LV diastolic diameter by CMRl, mm 50 + 11 53+ 13 0.76
LV ejection fraction by CMRI, % 52 + 11 55+ 17 0.46
FMD, % 9.6(5.6) 5.9(5.5) 0.047
IL-2, ng/L
D1 0.92(1.7) 0.76(2.0) 0.92
D5 4.62(4.7) 5.83(2.6) 0.006
Delta 3.74(5.0) 4.50(3.5) 0.39
TNF-a, ng/L
D1 7.53(19) 2.39(16) 0.010
D5 21.22(24) 18.33(28) 0.001
Delta 8.65(21) 8.56(16) 0.57
CRP, mg/dL
D1 0.80(1.4) 0.78(1.2) 0.63
D5 3.30(5.4) 2.84(5.6) 0.25
D30 1.02(1.1) 0.95(1.0) 0.85
Delta (D1-D5) 1.86(6.0) 1.71(5.1) 0.37
Delta (D1-D30) 0.32(0.9) 0.22(1.2) 0.94
8-isoprostane, pg/mL
D1 31.0(25) 30.1(27) 0.80
D5 26.8(20) 27.0(19) 0.90
Delta —4.0(38) -3.2(35) 0.61

CETP: cholesteryl ester transfer protein; CMRI: cardiac magnetic resonance imaging;
FMD: flow-mediated dilation; LV: left ventricle; IL-2: interleukin-2; IL-10: inter-
leukin-10; TNF-oa: Tumor necrosis factor-o; CRP: C-reactive protein; 8-isoprotane:
8-iso-F,, prostaglandin; D5: fifth day; D30: thirtieth day after MI.

3.3. Systemic inflammatory and oxidative stress biomarkers

As shown in Table 2, there was no difference in plasma CRP, IL-2,
TNF-a, or 8-isoprostane at D1 or D5 between patients with admis-
sion CETP activity above or below the median value. Likewise, the
change in plasma CETP activity from D1 to D5 (Delta CETP) was not
significantly associated with changes on these inflammatory or
oxidative stress biomarkers between D1 to D5. These findings were
confirmed when we compared only the patients who survived the
in-hospital period and undergo the FMD and CMRI at D30 (Table 3).

3.4. Plasma pool of NOy and flow-mediated dilation

Plasma NO, at D1 was not significantly different between
groups. However, the increment in NOy from D1 to D5 was lower
among patients with higher baseline CETP activity as compared to
those with lower CETP activity (Table 2).

After the peak of inflammatory activity at D5, CRP returned to
baseline levels at D30, when FMD was measured. FMD was lower
among patients with enhanced admission CETP activity as
compared with their counterpart even after adjustment for age,
gender, statin use, sedentarity and plasma CRP (Table 2). Higher
CETP activity was independently and inversely associated with
endothelial function, as considered by categorical classification of
FMD as lower or higher than the median value (6.5%) in a logistic
regression model adjusting for age and gender (OR 3.08; 95% CI
1.01-9.37; p = 0.048). In a second model, statin use, plasma CRP
and sedentarity were included, and CETP activity above the median
remained independently associated with low FMD (OR 4.35; 95% CI
1.11-14.19; p = 0.015).

3.5. HDL oxidation

As shown in Fig. 1, TBARS levels of isolated HDL particles
increased by 26% from admission to D5 and remained unaltered
until the D30 (0.102 + 0.03; 0.129 + 0.03 and 0.131 + 0.03,
respectively; p = 0.006). Indeed, the magnitude of change in TBARS
levels between D1 and D5 was strongly correlated with both CETP

0.204

0.154

0.104

0.05-

TBARS levels (nM/mg protein)

0.00

Day 1 Day 5 Day 30
0.10£0.03 0.13+0.03 0.13 +0.03

Fig. 1. TBARS accumulation in HDL particles, indicating HDL oxidation following
STEML. TBARS measured in triplicates in isolated HDL particles at D1, D5 and D30. Data
are expressed as mean + standard deviation. There was a significant difference be-
tween D1 and D5 (p = 0.025) and between D1 and D30 (p = 0.023), but not between
D5 and D30 (p = 0.96).

50



LS.E Carvalho et al. / Atherosclerosis 237 (2014) 777—783 781

100 -:—l_l

g 90

[ A P A

] .

< ........................

z

)

@ 80 A

&=

Tg Log-Rank p=0.049

z

2 o

® 70

2

5

2

£

O 4o - ++++ High CEIP activity

— Low CEIP activity

50 L] L] T

L] T T L] L] L
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Follow-up time (days)

Fig. 2. Cumulative survival free from cardiovascular events in the first 180 days
following STEMI. Kaplan—Meier curves for the incidence of MACE (sudden death and
recurrent MI) in patients with CETP activity at admission below (low CETP activity) and
above (high CETP activity) the median value.

activity at admission (r = 0.72; p = 0.014) and FMD (r = —0.61;
p = 0.046).

3.6. CMRI and coronary angiography

As shown in Table 3, the MI size, diastolic diameter and ejection
fraction of the left ventricle, as measured by CMRI, were equivalent
in both groups. There was no difference in the severity of coronary
artery disease, as estimated by the Friensinger or Gensini scores,
between the groups. The presence and the grade of thrombus at the
culprit coronary artery were similarly detected in both groups
(Table 1).

3.7. Clinical outcomes

There was a mean follow-up time of 156 + 53 days. During the
first 30 days after STEMI there were 8 MACE, 6 cardiovascular
deaths and 1 non-fatal recurrent MI occurred in patients with high
CETP activity and 1 non-fatal Ml in patients with low CETP activity.
Both chi-square and actuarial analysis of time to MACE in 30 days
demonstrated worse outcome for individuals with high CETP ac-
tivity (p = 0.036 and p = 0.036, respectively). In a third model,
adjusted to admission Kkillip class III/IV, presence of cardio-
pulmonary resuscitation, culprit lesion and success rate of throm-
bolysis or coronary intervention, high CETP group presented a
higher risk for MACE with an odds ratio of 14.0 (95% CI 1.37—143;
p = 0.026).

Fig. 2 depicts the Kaplan—Meier curve for survival free of MACE
at 180 days after the STEMI for patients with CETP activity below or
above the median value. At 180 days, there were 8 cardiovascular
deaths and 2 non-fatal recurrent MI in patients with high CETP
activity versus 1 cardiovascular death and 2 non-fatal MI in those
with low CETP activity. In both follow-up periods of 90 and 180
days we found independent association between enhanced CETP
activity and the incidence of MACE (OR 5.2; 95% CI 1.07—24.8;
p = 0.041; and OR 3.3; 95% CI 1.03—10.7; p = 0.044), respectively
(see Table 4).

Table 4
Cox-regression considering the incidence of cardiovascular events in 30, 90 and 180
days as dependent variables.

0Odds ratio 95% C.Lfor odds P
Lower Upper
CETP higher than median vs MACE in 30 days
Unadjusted 9.0 1.07 76 0.036
Sex and age adjusted 12.6 1.25 132 0.032
Fully adjusted model 14.0 1.37 143 0.026
CETP higher than median vs MACE in 90 days
Unadjusted 47 1.01 222 0.049
Sex and age adjusted 52 1.07 24.8 0.041
CETP higher than median vs MACE in 180 days
Unadjusted 3.0 1.01 9.5 0.049
Sex and age adjusted 33 1.03 10.7 0.044

MACE: major adverse cardiac events include sudden cardiac death, fatal and non-
fatal myocardial infarction. Fully adjusted model included as covariates: admis-
sion Killip class I1I/IV, presence of cardio-pulmonary resuscitation, culprit lesion and
success rate of thrombolysis or coronary intervention.

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study to investigate
in humans the course of CETP activity during MI and its clinical
implications. Our main findings are: (i) there is a transient decline
in CETP activity that is reversed in 30 days, (ii) high CETP activity at
the first 24 h of MI onset is associated with enhanced levels of
oxidized HDL, which persist up to D30 and is associated with
endothelial dysfunction, and (iii) high CETP activity is associated
with a higher incidence of MACE in 30, 90 and 180 days.

The decrease of CETP mass and activity has been shown as a
product of acute phase response in animal models of sepsis [1] and
of coronary artery ligation [10] and in humans after cardiac surgery
[11]. This is the first description of the decline in CETP activity in
patients during acute phase of MI. Although the precise mecha-
nisms for this reduction in plasma CETP activity are not fully un-
derstood, some evidence indicates that liver production of CETP is
reduced due to cytokine-induced decrease in hepatic LXR expres-
sion and activity [12,13]. LXR stimulation induces hepatic CETP and
CRP synthesis and, by this way, increases plasma pool of both
proteins [12,14]. In our study, however, CETP activity did not
associate with plasma CRP or with the magnitude of the acute in-
flammatory response estimated either by plasma IL-2 or TNF-q.
This may indicate the existence of other mechanisms for modu-
lating CETP activity during acute stress.

It is noteworthy that the generation of oxidized HDL was higher
in individuals bearing a high CETP activity. This finding suggests
that although CETP activity may not be directly implicated in the
generation of reactive oxygen species it may be involved in the
transfer of oxidized lipids into HDL. This mechanism was in fact
reported in vitro, where CETP, beyond its classical actions of cho-
lesteryl ester transfer from HDL to VLDL or LDL, also mediated the
transfer of both oxidized and non-oxidized forms of cholesteryl
linoleate (Ch18:2) from LDL to HDL [15]. Throughout that, it be-
comes plausible that CETP activity can prolong the exposition of
endothelial cells to oxidation products by transferring these acute
stress oxidized lipids into HDL particles [16,17]. In line with this
concept, while plasma 8-isoprostane was substantially reduced at
D5, there was an increase of TBARS content on HDL particles from
D1 to D5 that was persistently high at D30.

The retention in the bloodstream of oxidative stress products
gathered into HDL may underlie the persistent endothelial
dysfunction observed in our study at D30 in individuals with
enhanced CETP activity. Indeed, CETP activity was directly associ-
ated with the accumulation of oxidative products in HDL and
inversely associated with FMD. Consistently, it has been shown that
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oxidized HDL activates Lecitin-Like Oxidized Low Density Lipo-
protein Receptor 1 (LOX-1) in the endothelial cells triggering Pro-
tein Kinase C Il and, by this way, inhibits Nitric Oxide Synthase
activation and NO production [16,18].

In agreement with our findings, in a recent clinical trial, inhi-
bition of CETP activity by dalcetrapib did not change systemic in-
flammatory activity in patients with chronic coronary disease or
high cardiovascular risk [19]. In contrast with our study, however,
they did not find any change in endothelial function. Although a
low inhibitory effect of dalcetrapib on CETP cannot be excluded as
an explanation, the availability of oxidized lipids to be transferred
to HDL differs substantially between patients with MI and those
with chronic stable coronary disease [20]. Finally, one cannot
exclude the possibility that some of CETP's actions occur inde-
pendently of lipids exchange, as CETP is expressed in several tissues
including endothelial cells [21]. So far, however, there is no data
indicating whether CETP arouses a direct endothelial pathway for
triggering endothelial dysfunction after ML It is also noteworthy
that, in the dal-ACUTE [22] trial, dalcetrapib increased HDL
cholesterol and apo A-I levels but did not reduce the risk of
recurrent cardiovascular events in patients with recent acute cor-
onary syndrome and had minor impact over cholesterol efflux.
Furthermore, dal-ACUTE did not measure HDL anti-inflammatory
or antioxidant functions and recruited patients at a late stage of
the acute phase of ACS (after 7 days). Since HDL function after ACS is
highly dependent on inflammatory activity [23] and inflammatory
response as measured by CRP falls after the second/third day
following MI [24], it is unlikely that CETP inhibition after 7 days
would change HDL function.

As commented above, there is a growing body of evidence
indicating CETP pro-thrombogenic effect [2]. In full contrast, we
could not identify any excess intracoronary thrombus formation in
high CETP group. Such divergence may be related to the reduced
sensitivity of coronary angiography in detecting intravascular
thrombus or may be due to chance. Further studies are required to
verify more deeply this potential association.

The study was not designed and therefore sized to test hard
clinical endpoints. In spite of that we observed a significant asso-
ciation between CETP activity and the incidence of MACE in 30, 90
and 180 days after STEMI. Even though the undersized sample size
may both overestimate and underestimate the true magnitude of
this interaction, this finding deserves credit by its consistency with
biological processes potentially involved in post-MI outcome. Pre-
vious studies in MI patients have demonstrated the strong associ-
ation between FMD obtained after MI and short and long-term
incidence of MACE [25,26]. Thus, enhanced CETP activity during
acute phase of MI may be considered among the players that favor
such persistent endothelial dysfunction after MI.

In conclusion, this is the first study to describe the dynamic
change in CETP activity during acute phase of STEMI in humans and
its effects on HDL size and phenotype. Furthermore, to the best of
our knowledge, this is also the first evidence that enhanced CETP
activity is independently associated with endothelial dysfunction
and recurrence of coronary events after MI. Conceivably, the
decrease in CETP activity during acute stress may represent a short-
term adaptive response, which may have a role in mitigating the
damage resulting therefrom.
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7 RESULTADOS COMPLEMENTARES E DISCUSSAO

A disfuncdo endotelial que precede o infarto do miocérdio ja foi largamente estudada,
consistindo um importante fator progndstico em curto e médio prazo (Karatzis, Ikonomidis et al.
2006, Guazzi, Reina et al. 2009). O impacto do estresse inflamatorio e oxidativo do IM sobre o
endotélio ¢ suficientemente intenso e pode persistir até o sexto més pos-IM, num fendmeno
conhecido como “endotélio atordoado” (“endothelial stunning) (Uren, Crake et al. 1994, Bhagat
1998), justificando ao menos em parte a maior taxa de progressdo do volume de placas
ateroscleroticas e a elevada recorréncia de eventos nos primeiros meses apds o IM indice.
Entretanto, ainda persistem muitas lacunas entre os determinantes e os mecanismos da disfuncao
endotelial no IM.

As mudang¢as no metabolismo intravascular e funcionalidade da HDL compdem um
eixo em evidéncia para compreensdo da fisiopatologia do estresse inflamatorio agudo e
disfuncdo endotelial durante a fase aguda do infarto do miocardio. No presente trabalho, foram
estudados em humanos o impacto sobre a funcdo endotelial de dois aspectos inéditos no
metabolismo do HDL no pés-infarto do miocérdio: (i) as alteragdes morfologicas e funcionais da

HDL; (ii) a atividade da CETP.

7.1 HDL DISFUNCIONAL E FUNCAO ENDOTELIAL NO IMCSST

As modificagdes estruturais e funcionais da HDL no estresse agudo ja haviam sido
descritas em modelos animais de isquemia-reperfusdo miocardica e em humanos pds-sepse e
cirurgia cardiaca (Van Lenten, Hama et al. 1995, Pruzanski, Stefanski et al. 2000, Khovidhunkit,
Kim et al. 2004). Em humanos nas primeiras 24 horas apds sindromes coronarianas agudas,
também j4 foram descritas mudangas na HDL que se relacionaram com mudangas na sinaliza¢ao
ativadora da eNOS em células endoteliais, induzindo redu¢do na producdo celular de 6xido
nitrico (Besler, Heinrich et al. 2011). O presente trabalho adiciona ainda que a perda funcional da

HDL em termos de atividade anti-oxidante e anti-inflamatoria pode ser mais tardia, e se reverte
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ao menos parcialmente na evolu¢do do IM. As mudancas funcionais observadas acompanharam
também mudangas pronunciadas na composi¢ao quimica da HDL. O conteudo de colesteril ester
e de apo A-I, bem como massa total, tamanho e nimero de particulas de HDL diminuiram nos
primeiros dias pos-IM. O desacoplamento de apo A-I das HDL ja foi observado durante a reagdo
de fase aguda e sugere que haja aumento no catabolismo da lipoproteina (Khovidhunkit, Kim et
al. 2004, Jahangiri, de Beer et al. 2009). Durante o IM, o acelerado catabolismo foi demonstrado
como produto do aumento no niveis plasmaticos de citocinas inflamatorias, as quais inibem a
expressdo de apo A-I no figado e promove a troca entre apo A-I e amildide sérico A (SAA) na
HDL (Khovidhunkit, Kim et al. 2004). Além disso, apo A-I ¢ altamente suscetivel a glicosilagao
e modificacdes oxidativas que aceleram sua depuracdo do plasma e prejudicam sua funcao
(Zheng, Nukuna et al. 2004, Undurti, Huang et al. 2009).

Em paralelo, o contetido de colesteril ester, o tamanho e o nimero de particulas de
HDL se reduzem também como efeito da inducdo da lipase endotelial e de fosfolipases do grupo
I, cuja atividade ¢ diretamente proporcional a atividade inflamatdria e contribuem para reducgao
na atividade anti-oxidante da HDL (Kontush and Chapman 2006, Jahangiri, de Beer et al. 2009).
A atividade da CETP também poderia influenciar os niveis plasmaticos e a composi¢do de HDL
uma vez que sua acdo em coronariopatas cronicos enriquece a HDL em triglicérides e lipides
oxidados. Dados publicados no segundo artigo da presente Tese mostraram que uma maior
atividade de CETP na fase aguda do IM se correlaciona diretamente aumento dos niveis de
TBARS na HDL (r=0.72; p=0.014). Sabendo-se que a atividade de CETP pode aumentar
indistintamente fragdes oxidadas e ndo oxidadas de colesteril ester na HDL (Christison, Rye et al.
1995), o presente achado sugere que uma exacerbada acdo da CETP deve contribuir para uma
particula de HDL com maior conteudo de lipides oxidados durante o estresse agudo.

Acompanhando tais mudangas, a HDL se torna menos capaz de proteger a LDL
contra a oxida¢do e mais sujeita a auto-oxidacao no quinto dia apds o IM, recuperando ao menos
parcialmente tais fung¢des no trigésimo dia. No primeiro dia do IM, entretanto, ndo apenas a
atividade antioxidante mas também a atividade antiinflamatéria da HDL foi semelhante aos
individuos saudéveis. Esse dado ¢ compativel o conceito derivado de resultados prévios do nosso
laboratorio e de outros grupos. A atividade inflamatoria, medida pela proteina C reativa (PCR),
IL-2 e TNF-a, atinge seu pico apos 48-72h dos sintomas do IM, de forma que nas primeiras 24h

os niveis de citocinas e PCR sdo comparaveis a pacientes com doengas cronicas. No quinto dia,
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como verificado no Anexo B, a atividade inflamatoria ainda encontra-se préxima ao seu pico.
Recentemente, Gomaraschi et al. (Gomaraschi, Ossoli et al. 2013) demonstrou que a perda
funcional da HDL medida pela sua atividade antiinflamatoria e sua capacidade de ativar eNOS
somente esta presente nos primeiros dias apos sindromes coronarianas agudas em pacientes com
elevada atividade inflamatoria. Desta forma, € provavel que a elevada sensibilidade a oxidagdo da
HDL que observamos apos o pico de atividade inflamatéria no IMCSST tenha contribuido para
niveis os niveis crescentes de TBARS na HDL entre o D1 e o D5, o que deve se traduzir em
aumento na formacao de particulas de HDL oxidadas no plasma.

Observamos ainda que os pacientes com maiores niveis de HDL-C no plasma nas
primeiras 24h ap6s o IMCSST apresentaram maior concentragdo de TBARS na HDL. Como a
HDL apresenta maior suscetibilidade a peroxidacao lipidica apds estimulo pro-oxidante, torna-se
plausivel que um maior volume de particulas de HDL e maior conteudo de colesterol contribuam
para uma maior disponibilidade de substratos para oxidagdo. Na verdade, ja foi corroborado que a
concentragdo de isoprostana (prostaglandina 8-iso-F»,) estd proporcionalmente relacionada ao
contetido de colesterol na HDL (Proudfoot, Barden et al. 2009). Embora o presente trabalho nao
tenha desenho com as caracteristicas necessarias para confirmar, a hipotese ¢ de que niveis mais
elevados de HDL-C durante o IMCSST favorecam a formag¢dao de um HDL mais oxidados e
disfuncional, o que deve contribuir para o achado de disfuncdo endotelial nos pacientes com
elevado HDL-C.

De fato, a biodisponibilidade de 6xido nitrico, que habitualmente se eleva entre o D1
e o D5, apresentou maior elevacdo nos pacientes com HDL-c no primeiro tercil em comparacao
com os pacientes com maiores niveis de HDL-c. Ao mesmo tempo a dilatacdo fluxo-mediada
(FMD), um marcador de disfun¢do endotelial vasomotora, apresentou-se menor nos pacientes no
segundo e terceiro tercis de HDL-C. A FMD foi medida no D30 com o objetivo de eliminar
potenciais fatores de confusdo como o tratamento da fase aguda (incluindo o uso de nitratos,
nitroglicerina, beta-bloqueadores e outros) e para avaliar o grau de disfun¢do endotelial residual
apo6s o IMCSST. Suportando a hipotese do presente estudo, observamos que o aumento na
vulnerabilidade da HDL a auto-oxida¢ao foi inversamente correlacionada com a FMD, com r=-
0.83 e p=0.004 (Anexo C). Por outro lado, a maior critica a tal achado situa-se no pequeno
tamanho amostral para esta andlise, de sorte que estudos ulteriores serdo necessario para

confirmar os presentes resultados.
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Para as analises que levaram em conta o HDL-C e a atividade de CETP como
variaveis categoricas, os pacientes foram divididos em tercis ou pela mediana com o objetivo de
evitar testes para varidveis de distribui¢do ndo-paramétrica, mas mantendo uma relagdo ordinal
entre os grupos. Apos as andlises de histogramas, boxplots e os testes de Kolmogorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk, concluimos que HDL-C e atividade de CETP no D1 sdo varidveis nao
paramétricas (Anexo D). Embora tal andlise possa incorrer em erros sistematicos, uma vez que os
pontos de corte ideal ndo se encontram necessariamente no centro da distribuicdo, os grupos
tendem a ter tamanhos semelhantes e cada um deles conta com mais de 50 individuos. O tamanho
da amostra foi estimado em ao menos 38 pacientes em cada brago (cada tercil). Entretanto,
devido a natureza exploratoria desta andlise e contando ainda com as perdas no seguimento, o
tamanho amostral foi estabelecido em 180 pacientes, sendo cerca de 60 pacientes em cada tercil.
Apesar do estudo de referéncia ter incluido pacientes saudéveis, este foi o trabalho com maior
tamanho amostral encontrado que envolveu a relagdo entre HDL-C e FMD. No que diz respeito
ao tamanho amostral dos estudos funcionais da HDL, utilizamos como base o estudo de Besler et
al (Besler, Heinrich et al. 2011).

Apesar da relagdo negativa entre HDL e disfungdo endotelial no IMCSST ser de
alguma forma inesperada, elas estdo de acordo com nossos resultados in vitro, bem como
apontam na mesma direcdo de outros autores. Besler et al demonstrou que a HDL de pacientes
nas primeiras 24 horas apds SCA apresentam menor atividade de PON-1, o que contribui para
uma maior expressao de VCAM-1 e menor produgdo de oxido nitrico (Besler, Heinrich et al.
2011). No presente estudo, a secrecdo de VCAM-1 foi inibida na presenca de HDL de individuos
saudaveis, mas esta habilidade foi perdida no D5 apds o IMCSST. Nas primeiras 24 horas,
entretanto, e diferentemente dos resultados reportados por Besler et al, a HDL apresentou
capacidade de inibir a secrecdo de VCAM-1 semelhante aos individuos saudaveis. A similaridade
entre as respostas da HDL de individuos saudaveis e de pacientes no DI apos o IMCSST
provavelmente se deve a atividade inflamatoria ainda em niveis comparaveis entre os dois grupos
(vide tabela 2 do artigo correspondente).

Em conclusdo, os presentes resultados sugerem que os niveis de HDL-C na admissao
apos o IMCSST esté associado a menor FMD e biodisponibilidade de 6xido nitrico. Além disso,
o estudo aponta que o IMCSST induz mudangas estruturais e funcionais dindmicas na HDL que

podem explicar a associagdo positiva entre HDL-C e disfung¢do endotelial nesse grupo de
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pacientes. Tais mudancas incluiram reducdo no conteudo de apo A-I, menor capacidade
antioxidante ¢ antiinflamatéria, bem como aumento em sua sensibilidade a oxida¢do e aumento
do conteido de TBARS. Essa transformagao contribuiu para o aumento na oxida¢do da HDL, o
que se correlacionou com uma pior fungdo endotelial vasomotora. Em conjunto, tais achados
sugerem que niveis elevados de HDL-C durante o IMCSST favorece a produ¢do de uma maior

quantidade de particulas de HDL disfuncionais.

7.2 ATIVIDADE DA CETP E DISFUNCAO ENDOTELIAL NO IMCSST

No segundo artigo da presente Tese estudamos a rela¢do entre a atividade de CETP,
uma importante via modificadora das propriedades da HDL, e a evolugdo clinica pos IMCSST.
Em paralelo, investigamos a associacdo entre atividade de CETP e disfuncdo endotelial, um
potencial mecanismo para justificar a associagdo entre CETP e incidéncia de eventos
cardiovasculares. Desta forma, nossos principais achados foram: (i) ocorre queda transitdria na
atividade da CETP nos primeiros dias do IM, o que ¢ revertido em 30 dias; (ii) elevada atividade
de CETP nas primeiras 24 horas do IM est4 associada a maiores niveis de HDL oxidada, que
persiste até o D30 e se associa a disfun¢do endotelial; (iii) elevada atividade de CETP esta
associada a maior incidéncia de MACE em 30, 90 ¢ 180 dias.

A queda da massa e da atividade de CETP ja foi descrita como produto da reagdo de
fase aguda em modelos animais de sepse (Cazita, Barbeiro et al. 2008) e ligadura de artéria
coronaria (Ye, Kraaijeveld et al. 2008) e, em humanos, ocorre apds cirurgia cardiaca (Jahangiri,
de Beer et al. 2009). Esta ¢ a primeira descri¢do do declinio da atividade de CETP na fase aguda
do IM em humanos, conforme demonstrado na tabela 2 do artigo correspondente. Nas primeiras
24h, existe uma dispersdo muito maior da atividade de CETP, enquanto no 3° e 5° dias a
dispersdo ¢ consideravelmente menor (Anexo E). Numa andlise complementar, verificamos que
0s pacientes com menor tempo entre os sintomas e a coleta de plasma (<10 horas) no dia da
admissdo apresentavam atividade de CETP mais elevada comparado com aqueles com tempo
entre 10 e 23h (16.32 + 4.5% vs 11.04 + 6.0%; p=0.008). Dessa forma ¢ possivel que haja uma

queda abrupta da atividade de CETP nas primeiras 10 horas do IM, que se intensifica nos dias
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seguintes. Apesar disso, o tempo entre os sintomas e a terapia de reperfusdo ndo foi diferente
entre os grupos segregados pela mediana da atividade de CETP a admissao.

No Anexo F, mostramos que os pacientes com maior atividade de CETP nas
primeiras 24 horas sdo aqueles que apresentam maior redu¢do da atividade entre D1 e D5, com
r=-0.52 (p<0.001), porém a maioria dos pacientes com atividade de CETP acima da mediana
permanece com atividade mais elevada no D5. Noutra regressdo linear, observamos que existe
forte correlagdo entre a atividade de CETP no D1 e a média da CETP entre o D1 e o D5, com
=0.88 (p<0.001) (Anexo G). Assim, os pacientes com elevada atividade de CETP no DI
apresentaram também maior atividade no D3 e no D5. Embora as andlises do presente trabalho
pudessem ter também usado a variacdo da atividade de CETP entre D1 e D5 (delta CETP D1/5)
como variavel dependente para andlises de desfechos, haveria sobreposi¢do de grupos (grupo
com maior atividade de CETP no D1 e aquele com maior reducdo de CETP entre D1 e D5) e
estaria sujeita a uma quantidade maior de determinantes desconhecidos. Como o objetivo
essencial foi de avaliar o impacto da atividade de CETP, o delta CETP D1/5 se mostraria pouco
relevante.

O mecanismo preciso para a reducdo da atividade de CETP como produto da reacdo
de fase aguda, entretanto, ndo esta estabelecido. Escassas evidéncias apontam para o papel do
liver X receptor (LXR) como indutor da sintese tanto da CETP como de PCR em hepatdcitos
(Fang, Yoon et al. 2004, Blaschke, Takata et al. 2006). Em havendo também descricdo da
inibi¢cdo da expressdo hepatica e atividade do LXR induzida pela elevacao dos niveis de citocinas
(Luo and Tall 2000, Blaschke, Takata et al. 2006), a hipotese da relacdo entre CETP e inflamacao
torna-se ainda mais plausivel. Por outro lado e ao contrdrio do esperado, os resultados deste
trabalho sugerem ndo haver associagdo entre a atividade de CETP e a magnitude da resposta
inflamatoria estimada pela PCR, IL-2 e TNF-a. Tais achados indicam que potencialmente outros
mecanismos de modulag¢do da CETP devem atuar durante o estresse agudo do IM.

Nesse contexto, estudamos a contribuicao da atividade de CETP para a oxidacdo da
HDL em distintos momentos no pos-IM. Apesar da atividade de CETP ndo ter se associado
diretamente a geracdo de espécies reativas de oxigénio no plasma, a CETP pode estar envolvida
na transferéncia de lipides oxidados para a HDL. Tal mecanismo foi demonstrado in vitro, onde a
CETP foi responsavel pela transferéncia de formas oxidadas e ndo-oxidadas de cholesteryl ester

das LDL para as HDL (Christison, Rye et al. 1995). Dessa forma, a exacerbada atividade de
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CETP pode prolongar a exposicdo de células endoteliais a produtos de oxidagdo durante o
estresse agudo, pela transferéncia de lipides oxidados para as particulas de HDL (Ohmura,
Watanabe et al. 1999, Matsunaga, Hokari et al. 2003). Ao encontro desse conceito, enquanto a 8-
isoprostana se reduz progressivamente até o DS, ocorre aumento no conteido de TBARS nas
particulas HDL entre o D1 e o D5 com persisténcia até o D30.

O permanente acimulo de produtos do estresse oxidativo nas particulas de HDL nos
primeiros 30 dias devem justificar a persistente disfuncdo endotelial observada no presente
estudo em pacientes com elevada atividade de CETP a admissdo. Assim, a atividade de CETP foi
diretamente associada ao acimulo de produtos oxidados na HDL e inversamente associados com
a dilatacdo fluxo-mediada (Anexo H). De forma consistente, a HDL oxidada pode ativar o
receptor LOX-1 (lecitin-like oxidized low-density lipoprotein receptor I) em células endoteliais,
acionando a proteina quinase C BII e, por esta via, inibindo a eNOS e a produgao de 6xido nitrico
(Matsunaga, Hokari et al. 2003, Besler, Heinrich et al. 2011).

Ao encontro dos presentes achados, em ensaios clinicos com inibidores de CETP, o
uso de dalcetrapib ndo mudou a atividade inflamatdria em pacientes com doenca coronariana e
elevado risco cardiovascular (Luscher, Taddei et al. 2012). Em contraposi¢@o ao presente estudo,
contudo, o estudo Dal-VESSEL nao observou melhora na funcao endotelial com o uso de
dalcetrapib. Apesar de ndo se poder excluir a hipotese de uma baixa capacidade inibitoria da
CETP (30-40%) pelo dalcetrapib, a quantidade de lipides oxidados disponiveis a transferéncia
para a HDL difere substancialmente entre pacientes com IM e aqueles com doenga coronariana
estavel (Ehara, Ueda et al. 2001). Além disso, ndo € possivel excluir a possibilidade de que
algumas das a¢des da CETP se deem de maneira independente da transferéncia de lipides; vez
que a CETP ¢ expressa em diversos tecidos, incluindo no endotélio (Norata, Ongari et al. 2005).
Entretanto, ¢ desconhecida a funcao fisioldégica da CETP no endotélio e se a CETP de expressado
endotelial poderia contribuir para disfun¢do endotelial no pds-MI. Como uma pista inicial para
uma potencial implicagdo da CETP sobre a fun¢do endotelial, Gomaraschi et al (Gomaraschi,
Ossoli et al. 2014) recentemente descreveu pacientes com deficiéncia genética de CETP que
apresentam HDL com menor potencial ativador da eNOS e da producdo de 6xido nitrico,
explicado por uma menor expressdao de esfingosina-1 fosfato (S1P). Sugere-se, portanto, que a
CETP em concentragdes fisioldgicas exerca um papel na manutencdo da fungdo endotelial uma

vez que sua deficiéncia leva menor atividade da eNOS. Tal modelo, entretanto, ndo ¢ capaz de
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demonstrar o efeito da expressdo ou atividade suprafisiologicas de CETP. Mais estudos serdo
necessario para comprovar esta hipotese.

No ensaio clinico dal-OUTCOMES (Schwartz, Olsson et al. 2012), apesar de o
dalcetrapib ter aumentado os niveis de HDL-c, ndo houve redugdo no risco de eventos
cardiovasculares recorrentes em pacientes com SCA recente. Entretanto, os pacientes foram
incluidos apenas 4 a 12 semanas apds a SCA indice, o que pode ter contribuido para a auséncia
beneficio em termos de desfechos clinicos. Desta forma, torna-se digno de nota o efeito de
inibidores de CETP no contexto da fase aguda do IM ou outras SCA ainda merece investigagao.

Apesar da existéncia de dados que indicam um papel pro-trombotico da agdo de
CETP (Deguchi, Fernandez et al. 2007), o presente estudo ndo foi capaz de identificar qualquer
diferenca na presenga de trombo intracorondrio nos pacientes com atividade de CETP
exacerbada. Essa divergéncia pode estar relacionada a uma baixa sensibilidade do método
utilizado (angiografia corondria) em detectar trombo intracorondrio ou talvez apenas ao acaso.
Estudos com métodos mais precisos de avaliacdo de trombo serdo necessario para desnudar essa
relacdo potencial.

No presente estudo verificamos que a atividade de CETP se relacionou de forma
independente a disfuncdo endotelial e a incidéncia de eventos cardiovasculares recorrentes, mas
algumas limitacdes devem ser mencionadas: (i) medida de TBARS em HDL isolada por
ultracentrifuga¢do; (i) medida do NOx plasmatico pode ser influenciada pelo tratamento com
nitratos e nitroglicerina da fase aguda do IM; (iii) avaliagdo de trombo intracorondrio; (iv) estudo
de natureza observacional, portanto gerador de hipdtese; (v) os resultados ndo deve ser
extrapolados para outras populagdes que ndo sejam de pacientes com IMCSST; (vi) tamanho
amostral reduzido para as analises de sobrevida.

O tamanho amostral para as analises relacionadas a fun¢do endotelial foi suficiente,
como mostra a secao “Calculo do Tamanho Amostral”. Para as analises de sobrevida, entretanto,
uma vez que o estudo ndo foi inicialmente desenhado para sua realiza¢do, o tamanho amostral
pode ter sido insuficiente. Entretanto, por inexistir estudos que tenham examinado a relagdo entre
atividade de CETP e incidéncia de eventos em pacientes com sindromes coronarianas agudas, o
presente estudo neste interim serve como um piloto e estudo ulteriores serdo necessarios para
confirma-lo. Com base nos presentes resultados, para um alfa de 5%, com tamanho amostral de

58 pacientes em cada braco e uma diferenca na incidéncia de eventos cardiovasculares em 30 dias
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(desfecho primario) de 12% (1,7 vs. 13,7%), o poder estatistico foi de 65,22%. Para que o poder
estatistico seja de 80% e a mesma diferenca na propor¢do de eventos entre os grupos,
necessitariamos de um tamanho amostral total de 163 pacientes.

Apesar disso, observamos uma associagao significativa entre a atividade de CETP e a
incidéncia de eventos cardiovasculares (MACE) em 30, 90 e 180 dias apos o IMCSST. Estes
achados merecem crédito pela consisténcia com processos biologicos potencialmente envolvidos
no desfecho apo6s o IM. Estudo anteriores demonstraram uma forte associa¢do entre FMD medida
ap6s o IM e a incidéncia de MACE em curto e longo prazo (Karatzis, Ikonomidis et al. 2006,
Guazzi, Reina et al. 2009). Assim, uma exacerbada atividade de CETP durante a fase aguda do
IM deve ser considerada entre os fatores relacionados a disfun¢do endotelial persistente apos o

IM.
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8 CONCLUSOES

Em conjunto, os dois estudos sugerem que o IMCSST induz transformacdes na
composi¢do quimica e funcdo da HDL, bem como mudancas na atividade enzimatica da CETP
que contribuem, em paralelo, para uma maior oxidacao das particulas de HDL. A presenca de um
volume exagerado de particulas de HDL oxidadas nos pacientes com HDL-C mais elevado ou
naqueles com atividade de CETP exacerbada na fase aguda do IMCSST parece ser a explicagdo
para a presenca da disfuncdo endotelial vasomotora e da menor biodisponibilidade de 6xido

nitrico verificada nesses individuos.
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9 PERSPECTIVAS

No futuro, com ambiente propicio a novos ensaios clinicos, o uso dos novos
inibidores de CETP como anacetrapib e evacetrapib na fase hiperaguda do infarto do miocardio
podera potencialmente amenizar a disfuncdo endotelial. Apesar de ser tratar de um cendrio ainda
essencialmente especulativo, o uso dos inibidores de CETP poderia levar a uma redugdo precoce
na transferéncia de lipides oxidados para a HDL, bem como poderia induzir mudangas funcionais
positivas na HDL. O uso de dalcetrapib, ao contrario do anacetrapib e evacetrapib, demonstrou
incapacidade em melhorar a atividade antioxidante da HDL bem como sua capacidade de
transporte reverso de colesterol em pacientes com doenga aterosclerotica (Y van-Charvet, Kling et
al. 2010, Ray, Ditmarsch et al. 2014). Se a capacidade dos novos inibidores de CETP em
melhorar a atividade antioxidante da HDL também for mantida em pacientes na fase hiperaguda
do IM, o impacto do tratamento poderia se traduzir em atenuacao da disfun¢do endotelial.

Outras estratégias de reversdo ou bloqueio das mudancas funcionais da HDL no pos-
IM também devem ser buscadas. A administracdo de apoA-I Milano, uma isoforma mais potente
de apo A-I que a wild type, apresentou resultados convincentes com a reversdo do volume de
ateroma coronario em pacientes com SCA (Nissen, Tsunoda et al. 2003). Entretanto, pouco se
sabe sobre a composi¢cdo proteica e lipidica da HDL que poderia contribuir para melhores
resultados funcionais, tampouco se conhece como alterar a composi¢cdo da HDL. Desta forma,
sob posse dos resultados do presente trabalho abre-se a perspectiva de explorar em detalhes os
determinantes fisiopatologicos especificos da HDL disfuncional com o objetivo de alcangar alvos

terapéuticos para uma HDL com menor grau de modificagdes oxidativas na fase aguda do IM.
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ANEXO A — Parecer Favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Satde do

]

Distrito Federal

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER COMPLEMENTAR
Projeto 083/06

+ Identificaciio

tulo: Registro de Sindromes Coronarias agudas no DF.
¢squisador responsavel: médico

]
o]

Rl Nallve -]

tituicdo onde serd realizada a pesquisa: InCor DF- Fundagdo Zerbini Hospital de
se e HRT.

hidade: Departamento de Cardiologia

rea de conhecimento: Ciéncias da Satde 401 — Grupo III
ata de entrada no CEP: 03/05/06

ata de distribuigao: 08/05/06

I

+ Introducio

As doencas cardiovasculares s&o a principal causa de obito e incapacidade em todo
undo, sendo por isso consideradas um problema de Saude Publica".

Al

ul

mortalidade hospitalar das pacientes com IAM caiu de 30% para75% nas duas
mas décadas gragas ao advento de novas drogas e a criagdo de unidades corondrias.

AS

I

=3
o

evidéncias a serem obtidas neste serfio de saide preventivas no Distrito Federal.
[|— Objetivos:

atar o DF. De um Registro de Sindromes Corondrias Agudas na Rede Publica em uma
pulacdo de baixa renda.

Pagsibilitar agdes basicas de prevengao direcionadas para esta classe social.

Bugcar formas de prevenc¢io desta doenga reduzindo a morbi — mortalidade e

horando a qualidade de vida.

IV Metodologia

Es|

do observacional, com duraggo de 12 meses em 03 hospitais do Distrito Federal,

St

ho
ql

ditos da pesquisa todo(a)s pacientes atendidas com sindrome corondria aguda nos 03
pitais publicos do DF. Os dados serfio coletados por uma equipe multiprofissional
alificada, e analisadas por Comités Central sediado no InCor/DF.

V-

Observa-se que 0 mesmo contempla as normas estabelecidas quanto aos documentos|de

ins

dos diretores do Hospital de Base e do HRT. (PENDENCIA ATENDIDA).

VI

Brasilia, 28 de maio de 2006.

Comentirios com base na resolugio CNS n° 196 / 96 e complementares:

trucdo do Protocola de Pesquisa, contudo, falta anexar os termos de concordancial

— Conclusio — Projeto aprovado.

Coordenadoya CEP/SES-DF
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ANEXO B - Evolucio temporal (em dias) da atividade inflamatéria medida pela proteina C
reativa (CRP) apos o IMCSST, de acordo com o uso e a dose de sinvastatina na fase aguda
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NS: sem uso de estatinas; G20E: uso de 20mg de sinvastatina iniciado nas primeiras 24h dos
sintomas; G40E: uso de 40mg de sinvastatina iniciado nas primeiras 24h dos sintomas; G8OE:
uso de 80mg de sinvastatina iniciado nas primeiras 24h dos sintomas; G80L: uso de 80mg de
sinvastatina iniciado ap6s 48h dos sintomas do IMCSST. A atividade inflamatoria, medida pela
proteina C reativa (PCR) atinge seu pico apos 48-72h dos sintomas do IM, de forma que nas
primeiras 24h os niveis de citocinas e PCR sdo comparaveis a pacientes com doengas cronicas.
No quinto dia, porém, a atividade inflamatoria ainda encontra-se proxima ao seu pico. Extraido
de: Sposito et. al. (2011) (Sposito, Santos et al. 2011)
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ANEXO C - Correlac¢ao entre a Variacao (Delta) da auto-oxida¢ido de HDL induzida por
sulfato de cobre entre D1 e D5 vs. Dilatacao fluxo-mediada (FMD) medida no D30 apoés o
IMCSST
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Delta AUC for CuSO4-induced HDL self-oxidation (DI -D5)

Aumento na vulnerabilidade da HDL a auto-oxidagao foi inversamente correlacionada com a
FMD, com r=-0.83 e p=0.004.
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ANEXO D - Histogramas, graficos de dispersio residual e testes de distribuicio para HDL-

Ce CETP
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Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Atividade CETP DI 0,081 16 0,020 0,970 116 0,011
HDL-C DI 0,092 180 0,001 0,957 180 0,001
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ANEXO E — Atividade de CETP no D1, D3, DS e D30 apds o IMCSST — Boxplot e
Dispersao dos Valores
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Nas primeiras 24h, existe uma dispersdo muito maior da atividade de CETP, enquanto no 3° e 5°
dias a dispersdo ¢ consideravelmente menor. Verificamos ainda que os pacientes com menor
tempo entre os sintomas e a coleta de plasma (<10 horas) no dia da admissao apresentavam
atividade de CETP mais elevada comparado com aqueles com tempo entre 10 e 23h (16.32 +
4.5% vs 11.04 £ 6.0%; p=0.008).
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ANEXO F — Atividade de CETP no D1 vs. Delta da atividade de CETP entre D1 e D5
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Individuos com maior atividade de CETP nas primeiras 24 horas sdo aqueles que apresentam
maior reducdo da atividade entre D1 e D5, com r=-0.52 (p<0.001), porém a maioria dos
pacientes com atividade de CETP acima da mediana permanece com atividade mais elevada no
Ds.
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ANEXO G — Atividade de CETP no D1 vs. Atividade média de CETP entre D1 e D5
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A figura mostra que existe forte correlagdo entre a atividade de CETP no D1 e a média da

atividade de CETP entre o D1 e o D5, com r=0.88 (p<0.001)

&9



ANEXO H - Conteuado de TBARS na HDL isolada vs. Atividade de CETP a admissio e
Dilatacao fluxo-mediada (FMD)
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A atividade de CETP foi diretamente associada ao acumulo de produtos oxidados (Delta TBARS)
na HDL entre 0 D1 e 0 D5 [r=0.72 (p=0.014)] e inversamente associados com a dilatacao fluxo-
mediada (FMD) [r=-0.61 (p=0.046)]
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Like the colorful lights of the aurora borealis, high-density li-
poproteins (HDLs) are full of character and inspire wonder. Their
extremely heterogeneous polymolecular complexity and multidi-
mensional functionality demands careful scrutiny, or else their
wondrous nuances could go unappreciated [1-3]. Indeed, while
epidemiological observations have suggested an important role of
HDL in protection from cardiovascular disease (CVD), recent clinical
trials have tempered enthusiasm over simply raising the quantity of
cholesterol within HDL [4—7]. The lack of positive clinical trials in
this space has only increased motivation for a deeper under-
standing of how pieces of the puzzle fit together in the HDL-CVD
relationship.

Over the life course of an HDL particle, there is continual
remodeling of the lipidome and proteome, and these dynamic
structural changes appear to dictate functionality. Reverse choles-
terol transport is the classic function, but not necessarily the most
important one. Other described HDL functions include platelet
reactivity, heme metabolism, vitamin binding, insulin secretion,
immunity, and as addressed in this issue by Carvalho et al. [ 7] — anti-
oxidative/anti-inflammatory activity and regulation of endothelial
function.

Translational mechanistic studies like Carvalho et al's are
important to bridging the space between basic science and

* Corresponding author. Johns Hopkins Hospital, 1800 Orleans Street, Zayed 7125,
Baltimore, MD 21287, USA.
E-mail address: smart100@jhmi.edu (S.S. Martin).

http://dx.doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2014.10.026

outcomes research. In a prospective cohort design, the Brazilian
Heart Study investigators examined 180 consecutive patients with
ST-elevation myocardial infarction (STEMI). Embracing the dy-
namic nature of HDL, assessments were performed at admission
and again at day 5 and day 30. The analysis showed that those with
higher admission HDL cholesterol levels (third tertile >42 mg/dL)
had a ~50% lower acute increase in plasma nitric oxide levels
compared to those with HDL cholesterol levels <33 mg/dL and
relatively less favorable endothelial function (~40% lower) at day 30
by flow-mediated dilatation (FMD). The study team performed a
parallel anti-oxidative/anti-inflammatory protocol involving a
subset of 9 non-diabetic STEMI patients and 9 age- and sex-
matched healthy volunteers. Within 24 h of STEMI admission,
HDL showed similar capacity for preventing LDL oxidation relative
to healthy subjects, but STEMI patients then demonstrated signif-
icant impairment at day 5. It appeared that the acute inflammatory
response with STEMI brought dynamic structural changes in HDL
(reduction in apoA-I content) associated with impaired anti-
oxidant/anti-inflammatory activity, which may underlie the
observed relationship between HDL-C and FMD.

Guidelines view FMD as a research tool for non-invasive
assessment of vascular endothelial function [8]. After release of
arterial compression, blood flow stimulates nitric oxide release in
healthy endothelium, inducing vasodilation that can be quantified
by ultrasound. Generally considered a technically-challenging
technique, FMD is best performed by experienced research teams
like the Brazilian Heart Study investigators. When measured in
expert laboratories, brachial artery FMD has been linked with
invasive coronary endothelial function testing and long-term car-
diovascular risk. However, standardizing FMD measurement across
individual patients and research labs poses a challenge given the
operator-dependency of the technique and possible variations in
measurement at different times of day or temperatures, for
instance. While FMD as a surrogate end-point is important and
interesting, hard outcome data are critical, a lesson that has been
learned the hard way in the HDL therapy world [2,6].

Regarding hard clinical outcomes, the authors noted the recent
report of a null predictive value for HDL-C in secondary prevention.
We [9] along with two other groups [10,11] have reached
compatible findings. In addition, it is worth noting that two Men-
delian randomization studies were not able to establish a causal

0021-9150/© 2014 Published by Elsevier Ireland Ltd. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/).
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role for HDL-C in risk of myocardial infarction [12,13]. This may
come as a surprise to many given the widely ingrained beliefs about
HDL cholesterol's inverse relationship with risk.

Taking the line of investigation a step beyond total HDL
cholesterol, in secondary prevention patients, we examined the risk
associations of its two major subclasses: HDL,-C and HDL3-C [9].
Participants were from two modern, prospective, cohort studies:
Translational Research Investigating Underlying disparities in acute
Myocardial infarction Patient's Health status (TRIUMPH) registry
and Intermountain Heart Collaborative Study (IHCS). The comple-
mentary nature of the study populations enhances their general-
izability; TRIUMPH included STEMI and non-STEMI patients from
24 hospitals across the United States while the IHCS involved pa-
tients undergoing cardiac catheterization for a spectrum of coro-
nary indications. Although HDL,-C was not significantly associated
with risk, those in the lowest tertile of HDL3-C had an approxi-
mately 50% higher risk of long-term mortality after accounting for
potential confounding variables. The smaller, denser, protein-rich
HDL; subclass tends to carry about three-fourths of HDL choles-
terol [9] and most closely relates to the broad range of atheropro-
tective HDL functions [1]. As Carvalho et al. discuss, an acute
inflammatory surge related to myocardial infarction may induce
endothelial lipase and phospholipases, and attenuate lecithin-
cholesterol acyltransferase activity, in turn, resulting in denser,
cholesterol-depleted HDL particles. However, to what extent this
explains our results is unclear as blood specimens were drawn near
discharge in TRIUMPH and at the time of cardiac catheterization in
[HCS, and similar findings were reached.

Similar results were also reached in diverse primary prevention
populations inclusive of Caucasian and African-American men and
women from the Framingham Offspring Cohort and Jackson Heart
Studies, where evidence supports HDL3-C as the primary link to
coronary risk and mortality [14,15]. The longest available follow-up
(53 years) comes from Gofman's Livermore Cohort wherein ana-
lytic ultracentrifugation was performed at baseline to measure HDL
subclass mass [15]. In an analysis of 1144 men, 34% survived to age
85, and the odds of survival were 70% higher for men above the
lowest quartile of HDL3-C compared to men within that lowest
HDL3-C group, a finding that persisted after adjustment for stan-
dard risk factors.

Given that low HDL3-C relates to risk similarly at different time
points in the context of secondary prevention, and also in primary
prevention, one cannot conclude that the acute HDL changes in the
context of myocardial infarction primarily explain the connection
between low HDL3-C and poor prognosis. Still, as the authors point
out, evidence indicates that HDL3 in myocardial infarction patients
is especially susceptible to oxidation. We can thus speculate that
one reason for the link of low HDL3-C to higher mortality risk may
be poor reserve in the oxidative buffering function of HDL and
greater vascular injury that may result. However, we suspect that
this would be one of multiple important mechanisms of injury and
risk.

Overall, we believe that there has been a long-standing chal-
lenge in the HDL field to connect different lines of evidence. From
basic research to translational studies to population science to
clinical trials, we submit that there is a strong need to work
together to build the evidence in a collaborative and complemen-
tary fashion. Once pieces of the puzzle start fitting together, then
we may start making sense of the mystery that is HDL. It is
important to consider how patient characteristics may impact re-
sults. The present study population was predominantly composed
of Brazilian men, with a large portion of smokers, who were treated
with chemical revascularization. Whether the findings would have
been similar, for instance, in American women who are non-
smokers and treated with percutaneous coronary intervention is

not certain. Also, given statin therapy has an impact on both HDL-C
and inflammation, it will be important to carefully scrutinize the
relevance of this to the findings. Of course none of the healthy
volunteers in this study were taking statins.

In conclusion, Carvalho et al.'s documentation of dynamic
structural and functional changes in HDL during STEMI, and
connection of these changes with FMD, are an important addition
to the literature that further support the growing movement to-
wards a more sophisticated structural-functional characterization
of HDL. We look forward to following the Brazilian Heart Study and
learning how the findings in this study eventually map to hard
clinical outcomes. If our research community continues to be
inspired by the complexity of HDL and collaboratively embrace the
challenge of trying to understand it, we may fit together the pieces
of the puzzle with this intricate lipoprotein and clarify whether it is
a viable therapeutic target in CVD.
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