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RESUMO

Giacaglia MB. Composi¢cao da lipoproteina de densidade alta (HDL) e sua
capacidade em remover colesterol celular estao associadas ao risco reduzido
de desenvolvimento de artrite reumatoide ativa. Na artrite reumatoide (AR), o risco
de morte cardiovascular € 50% maior em comparagéo a populagao geral. Este risco
aumentado deve-se, em parte, a inflamacao sistémica caracteristica da AR e as
alteracgdes no perfil de lipoproteinas. Este estudo investigou as concentragdes lipidicas
plasmaticas, a composic¢ao e funcionalidade da lipoproteina de densidade alta (HDL)
em individuos com AR com base no escore inflamatério da doenca (DAS28) e em
individuos controle. A HDL foi isolada do plasma, por ultracentrifugagao, de individuos
com AR (n=56) e individuos controles (CTR; n=50) pareados por idade, sexo e indice
de massa corporal (IMC). Dos 56 participantes com AR, 13 (23%) estavam em
remissao/baixa atividade da doenca e 43 (77%) com doenga ativa. Os lipides
plasmaticos (colesterol total, CT; triglicérides, TG) e a composi¢ao da HDL (CT; TG;
fosfolipides, FL) foram determinados por métodos enzimaticos; apolipoproteina B
(apoB) e apolipoproteina A-1 (apoA-1) foram medidas por imunoturbidimetria.
Macrofagos diferenciados a partir de células obtidas da medula déssea de
camundongos foram sobrecarregados com colesterol e, a seguir, expostos a HDL dos
individuos dos grupos AR e controle, por 24 h. Apds lavagem, as células foram
incubadas com lipopolissacarideos (LPS), como insulto inflamatério, por 24 h. As
concentracdes de interleucina-6 (IL-6) e de fator de necrose tumoral (TNF) foram
determinadas no meio de cultura por ELISA. Aremocéao de colesterol celular pela HDL
foi determinada em macréfagos previamente sobrecarregados com colesterol e '“C-
colesterol. As comparacgdes foram feitas pelo teste de Mann-Whitney e regressao
logistica binaria foi utilizada para identificar os preditores para AR ativa. O valor de p
< 0,05 foi considerado significativo. As concentragdes plasmaticas de lipoproteina de
densidade baixa (LDLc), apolipoproteina B (apoB) e TG, e a razao TG/HDLc foram
semelhantes entre os grupos AR e CTR. As concentragdes plasmaticas de CT e HDLc;
a razao CT/apoB; o conteudo da HDL em FL e em apoA-1 foram maiores nos
individuos com AR em comparagao ao grupo CTR. Individuos com doencga ativa
exibiram valores mais elevados de TG e razdo TG/HDLc; e valores mais baixos do
HDLc, razdo CT/apoB, e conteudo da HDL em CT e apoA-1, em comparagiao com



aqueles com AR de remissao/baixa atividade. Concentragdes aumentadas do HDLc
[odds ratio (OR) 0,931; IC 95% = 0,882-0,984], CT/apoB (OR 0,314; IC 95% = 0,126—
0,78), conteudo da HDL em CT (OR 0,912; IC 95% = 0,853-0,976), FL (OR 0,973; IC
95% = 0,947-1,000) e apoA-1 (OR 0,932; IC 95% = 0,882-0,985) foram associados
a diminuig¢ao do risco para doenga ativa, enquanto IMC (OR 1,169; IC 95% = 1,004—
1,360) e TG (OR 1,031; IC 95% = 1,005-1,057) foram positivamente associados a
doenca ativa. Nao foram observadas diferenga nas concentragoes de IL-6 e TNF entre
os grupos. Redugéo no efluxo de colesterol mediado pela HDL aumentou o OR para
AR ativa em 26,2%. As concentragbes plasmaticas do HDLc, juntamente com a
composicao e funcionalidade da HDL, influenciam o escore inflamatério na AR e
podem potencialmente afetar o desenvolvimento de doengas cardiovasculares.

Palavras-chave: artrite reumatoide; HDL; inflamacao; aterosclerose; efluxo de

colesterol



ABSTRACT

Giacaglia MB. High-density lipoprotein (HDL) composition and its ability to
remove cellular cholesterol are associated with reduced risk of developing
active rheumatoid arthritis. In rheumatoid arthritis (RA), the risk of cardiovascular
death is 50% higher compared to the general population. This increased risk is partly
due to the systemic inflammation characteristic of RA and changes in the lipoprotein
profiles. This study investigated plasma lipid levels, lipid ratios, and the composition
and functionality of high-density lipoprotein (HDL) in control individuals and RA
subjects based on the disease’s inflammatory score (DAS28). HDL was isolated from
fasting plasma by ultracentrifugation from individuals with RA (n=56) and control
individuals (n=50) matched by age, sex and body mass index (BMI). Of the 56
participants with RA, 13 (23%) were in remission/low disease activity and 43 (77%)
had active disease. Plasma lipids (total cholesterol, TC; triglycerides, TG) and HDL
composition (TC; TG; phospholipids, PL) were determined using enzymatic methods;
apolipoprotein B (apoB) and apolipoprotein A-1 (apoA-1), by immunoturbidimetry.
Macrophages differentiated from cells obtained from the bone marrow of mice were
loaded with cholesterol and then exposed to HDL from individuals in the RA and control
groups for 24 h. After washing, the cells were incubated with lipopolysaccharides
(LPS), as an inflammatory insult, for 24 h. The concentration of interleukin-6 (IL-6) and
tumor necrosis factor (TNF) was determined in the culture medium by ELISA. Cellular
cholesterol removal by HDL was determined in macrophages previously overloaded
with cholesterol and '*C-cholesterol. Comparisons were made using the Mann-
Whitney test, and binary logistic regression was used to identify the predictors of active
RA. A p-value < 0.05 was considered significant. Plasma concentrations of low-density
lipoprotein (LDLc), apoB and TG, and TG/HDLc were similar between the RAand CTR
groups. Higher plasma concentrations of TC and HDLc, TC/apoB, and higher content
of PL and apoA-1 in HDL were observed in total RA group. Subjects with active disease
exhibited higher levels of TG and the TG/HDLc ratio; and lower levels of HDLc, the
TC/apoB ratio, and TC and apoA-1 content in HDL particles compared to those with
remission/low-activity RA. Increased levels of HDLc [odds ratio (OR) 0.931, 95% CI
= 0.882-0.984], TC/apoB (OR 0.314, 95% CI = 0.126-0.78), and HDL particle content
in TC (OR 0.912, 95% CI = 0.853-0.976), PL (OR 0.973, 95% CI = 0.947-1.000), and



apoA-1 (OR 0.932, 95% CI = 0.882-0.985) were associated with a decreased risk of
active disease, but BMI (OR1.169, 95% CI = 1.004-1.360) and TG (OR 1.031, 95% CI
= 1.005-1.057) were positively associated with active disease. There was no
difference in IL-6 and TNF concentrations between the groups. A reduction in HDL-
mediated cholesterol efflux increased the OR for active RA by 26.2%. The plasma
levels of HDLc, along with the composition and functionality of HDL, influence the
inflammatory score in RA and may affect the development of cardiovascular
disease.

Keywords: rheumatoid arthritis; HDL; inflammation; atherosclerosis; cholesterol

efflux
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1. INTRODUGCAO

As doencas cardiovasculares, representadas principalmente pelo infarto do
miocardio e pelo acidente vascular encefélico, sdo as principais causas do aumento
da mortalidade visto nos individuos com artrite reumatoide (AR). Diversos fatores
contribuem para o aumento da morbimortalidade cardiovascular nesta condicéo,
particularmente a agregacdo de fatores de risco classicos para doenca
cardiovascular (DCV) e inflamacédo crénica. Os fatores de risco tradicionais,
hipercolesterolemia, diabetes mellitus, hipertenséo arterial sistémica, obesidade,
tabagismo e sedentarismo, sdo parcialmente responsaveis pelo excesso de risco
para DVC observado nos individuos com AR?.

As alteracdes no perfil de lipides e de lipoproteinas plasmaticas modulam o
risco cardiovascular, por atuarem como fatores de risco primarios para a
aterosclerose. Em particular, o contetdo de colesterol das lipoproteinas de
densidade alta (HDLc) associa-se negativamente ao risco cardiovascular, por
traduzir a habilidade das HDL em remover colesterol da intima arterial. Além disso,
as HDL exercem outras acfes antiaterogénicas que incluem sua habilidade em
minimizar a oxidacdo das lipoproteinas de densidade baixa (LDL), favorecer a
vasodilatacdo dependente do endotélio e inibir a inflamacao (figura 1).
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Figura 1 - Artrite reumatoide e aterosclerose

DOENCA
CARDIOVASCULAR

Inflamagio
Resposta imunologica
ARTRITE REUMATOIDE spo . gl fTG
Resisténcia 4 insulina f LDL pequena ¢ densa
Alteragdes das lipoproteinas. HDL

{concentragdo ¢ fungdo)

Fonte: Partes da figura foram obtidas em https://smart.servier.com. A artrite reumatoide
esta associada com risco elevado para doenca cardiovascular. Isto € impulsionado
principalmente por inflamacgéo cronica, resposta autoimune exacerbada, resisténcia a
insulina e alteragdes nos perfis lipidicos plasmaticos. Essas anormalidades lipidicas sao
caracterizadas por aumento da concentragdo plasmaética de triglicérides (TG), formacgéo de
particulas de LDL pequenas e densas, reducdo das concentracdes plasmaticas de
colesterol da HDL e comprometimento da funcionalidade das particulas de HDL.

Diversos estudos populacionais classicos, como o estudo Framingham, e
estudos clinicos evidenciam associagdo inversa entre a concentracdo plasmética
do HDLc e doenca macrovascular coronariana 2°. Entretanto, vale ressaltar que
trabalhos mais recentes, com terapia farmacolédgica para elevacdo do HDLc ou
estudos de randomizacé&o mendeliana, mostraram que, em algumas circunstancias,
concentracfes elevadas do HDLc ndo necessariamente se refletem em desfecho
cardiovascular favoravel. Ansell et al.® evidenciaram que individuos com doenca
coronariana e HDLc elevado (= 84 mg/dL) tinham HDL n&o protetora, levando a
suposicdo de que a avaliacdo da funcdo da HDL pudesse ser um melhor preditor
de aterosclerose que a medida padrdo de sua concentracdo plasmatica’. Estes
achados sugerem que a fungédo da HDL nem sempre se correlaciona com métricas
classicas de determinagéo do HDLc ou apolipoproteina A-1 (apoA-1) - o principal
componente proteico da HDL -, dosadas na rotina clinica®®. Deste modo, considera-
se afuncionalidade das HDL, refletida pelas acdes descritas acima, as quais podem
ser determinadas por outros componentes de sua estrutura.

O processo inflamatorio permeia a fisiopatologia da AR, com picos de maior

ou menor intensidade de acordo com o estdgio da doenca e seu grau de atividade



https://smart.servier.com/

17

inflamatoria. Neste aspecto, evidencia-se associagao entre indices de atividade de
doenca mais elevados, ou seja, AR mais ativa, com maior inflamacéo, e presenca
de maior risco para DCV1°,

Em doencas inflamatdrias, as funcdes antioxidante, anti-inflamatoria e
antitrombdtica da HDL sdo comprometidas, independentemente do HDLc.
Embora existam alguns estudos a respeito da funcéo anti-inflamatoria da HDL na
AR, ndo h& consenso nos seus achados, provavelmente devido as diferencas nas
populacées dos estudos e na metodologia utilizada. Ndo ha concordancia entre os
trabalhos cientificos se a capacidade antioxidante da HDL esta significativamente
comprometida nos individuos com AR em relacdo aos controles saudaveis. No
entanto, parece que o grau da atividade inflamatéria da doenca leva a piora da
funcdo da HDL. N&o ha unanimidade, também, em relacédo a capacidade de efluxo
do colesterol, se ela esta reduzida na AR ou modificada pela inflamacéo e atividade

da doenca'l.

1.1 ARTRITE REUMATOIDE

A AR é uma doencga autoimune cuja caracteristica mais distinta € a poliartrite
simétrica e erosiva crbnica que afeta principalmente as maos e os pés, e pode
acometer as demais articulagdes sinoviais. Ela esta associada a incapacidade fisica
progressiva, complicagdes sistémicas, morte precoce e elevados custos
socioecondmicos. E uma das doencas autoimunes mais comuns, com prevaléncia em
até 1% da populagdo, nos paises desenvolvidos'>'3. Ha poucos dados
epidemiologicos de AR em paises em desenvolvimento'. Um estudo brasileiro,
baseado em amostras da populagédo de 4 regides do pais (Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sul), relatou a prevaléncia de AR com variagao entre 0,2% e 1% da populagéo
adulta nestas regides''®. A AR é mais frequente em mulheres, afetando-as duas a
trés vezes mais que em homens, e acomete, principalmente, os individuos nas 42 a
62 décadas de vida'.

A AR é caracterizada pela inflamacgao e hiperplasia sinovial, pela produgao dos
autoanticorpos fator reumatoide (FR) e antipeptideo citrulinado ciclico (anti-CCP),
destruicdo da cartilagem e do osso periarticular, e comprometimento sistémico, com
manifestacdes extra-articulares incluindo cardiovasculares, pulmonares, cutaneas,

oculares, hematoldgicas, neurolégicas e osteometabdlicas'® ' (figura 2).
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Figura 2 — Comprometimento articular na artrite reumatoide
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Fonte: Adaptado de BioRender, 2024'8. Comparagéo da articulagéo do joelho saudavel (a esquerda na
figura) com articulagdo acometida por artrite reumatoide (a direita na figura). Na artrite reumatoide, a
hiperplasia das células sinoviais sdo acontecimentos iniciais em sua patogénese que levam a
inflamacdo descomedida, com consequente destruicdo da cartilagem e do osso (erosédo 6ssea),
resultando em perda do espaco articular, o que resultara em limitagao da mobilidade articular.

A etiologia da AR ainda é desconhecida, sendo que o complexo mecanismo
patogénico foi apenas parcialmente elucidado. No desenvolvimento da AR, ha uma
intrincada acao de fatores ambientais, modificacdo epigenética e susceptibilidade
genética, que deflagram uma reagao autoimune. Portanto, acredita-se que em um
individuo geneticamente susceptivel a AR, fatores externos (tabagismo, poluigéo,
infeccdo) possam ser o gatilho para o desenvolvimento da doenca. Ha alteragéo da
regulacdo pos-transcricional, acarretando a perda da tolerancia as proteinas
autolégas, as quais contém um residuo citrulinado, por exemplo. Esta resposta
anticitrulina ocorre por meio dos linfécitos T e B, e depois na medula 6ssea ou tecidos
linfoides. Varias citocinas, quimiocinas e outros mediadores inflamatérios sao
anormalmente produzidos na AR, incluindo fator de necrose tumoral (TNF),
interleucinas 1, 6 e 8 (IL-1, IL-6, IL-8), entre outros. Esta resposta inflamatdria
determina a hipertrofia sinovial e a inflamacgao articular crénica, podendo, também,
ocorrerem manifestacdes extra-articulares por mecanismos que envolvem vias
microvasculares, neurolégicas e reag¢des bioquimicas diretas. A sinovite € iniciada e

mantida por retroalimentacgéo positiva, deflagrando um processo inflamatorio crénico,
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levando a destruicdo de inumeros tecidos, tais como, cartilagem, osso, tendoes,
ligamentos, e vasos sanguineos, determinando assim alteragbes tanto articulares
como sistémicas™®.

O diagnostico da AR é baseado nos achados clinicos e nos exames
laboratoriais e de imagem. Embora ndo exista um resultado de exame laboratorial que
seja patognomonico para AR, a presenga de FR e de anti-CCP é muito especifica para
a doenca. Em 2010, o Colégio Americano de Reumatologia (ACR) e a Alianca
Europeia de Associacbes de Reumatologia (EULAR) publicaram, em conjunto,
critérios para a classificacdo da AR que ajudam a identificar casos precoces de AR e
auxiliam a classificar individuos com AR, principalmente para uniformizar a incluséo
destes individuos em diferentes estudos clinicos?°.

O progndstico da AR é pior quando o diagndstico e o tratamento séo feitos
tardiamente. A doenca evolui geralmente com periodos intercalados de ativagao e de
remissdo. Algumas pessoas apresentam um quadro leve e outras podem ter uma
doenca cronica progressiva. Sexo feminino, tabagismo, baixo nivel socioeconémico,
inicio da doenga em idade mais jovem, altos titulos de FR e/ou de anticorpo anti-CCP,
elevagao persistente da velocidade de hemossedimentacao (VHS) e/ou da proteina C
reativa (PCR), acometimento de grande numero de articulagbes, presenca de
manifestacdes extra-articulares, alta atividade da doenca medida por um dos indices
de atividade de doenga (por exemplo, o Disease Activity Score em 28 articulagdes -
DAS28), existéncia de erosdes Osseas articulares precocemente, e presenga de
Shared epitope (uma determinada sequéncia de aminoacidos em um dos alelos do
locus DRB1 dos antigenos leucocitarios humanos — HLA-DRB1, por exemplo) sédo
fatores associados com pior prognédstico™.

Na AR ha aumento da morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares.
O risco cardiovascular na AR ¢é aproximadamente 1,5 vezes maior que na populagao
geral. Comparada com a populagao geral, a taxa de mortalidade é maior entre os
sujeitos com AR'S. Eles tém cerca de 50% maior risco de morte prematura e a
expectativa de vida esta diminuida em 3 a 10 anos?'. Os individuos com AR tém 50%
maior risco do que a populagdo geral de morte por doengas cardiovasculares,
principalmente por acidentes vasculares cerebrais e por doenga cardiaca isquémica,
sem haver diferenga entre os géneros??. A doencga cardiovascular ¢ a principal causa
desta maior mortalidade na AR, seguida por infecgao, doenga pulmonar e neoplasias.

Os fatores de risco cardiovascular tradicionais, como obesidade, diabetes, tabagismo
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e hipertensao arterial sistémica também estao presentes nos individuos com AR, e sao
responsaveis por cerca de 50% do risco total de DVC na AR?3. Individuos com AR
apresentam risco aumentado para DCV, comparavel ao risco dos individuos com
diabetes mellitus?*. O tabagismo, além de ser um fator de risco classico para
aterosclerose, € associado com aumento de risco para o desenvolvimento da AR e
pior prognostico da AR, nos individuos com presencga de anti-CCP e que apresentam
alelos de epitopos compartilhados©.

O desenvolvimento de novas medicagdes bioldgicas para o tratamento da AR
melhorou muito seu prognéstico. A estratégia de tratamento atual, que reflete este
progresso, € iniciar terapia agressiva logo apds o diagnostico e escalonar a terapia
norteando-se pela avaliagdo da atividade da doenga, com o objetivo de atingir a
remissdo ou, a0 menos, baixa atividade inflamatoria da doencga'®. Esta estratégia
terapéutica intensiva, para se atingir o alvo terapéutico (treat to target), visa reduzir de

forma rapida e eficaz a inflamacgao cronica.

1.2 LIPOPROTEINAS DE DENSIDADE ALTA

As lipoproteinas de densidade alta (HDL) constituem uma classe heterogénea
de particulas, predominantemente esféricas, cuja estrutura basica compreende um
nucleo contendo lipides apolares, como o colesterol esterificado (CE) e os triglicérides
(TG), e uma camada externa composta por colesterol livre (CL), fosfolipides (FL) e
apolipoproteinas (figura 3). As apolipoproteinas estabilizam essas particulas,
conferem solubilidade e afinidade a diversos receptores e sdo capazes de inibir ou
ativar enzimas fundamentais neste metabolismo. As HDL s&o lipoproteinas mais ricas
em proteinas e com menor conteudo lipidico do que as outras lipoproteinas, e por isso
tém maior densidade que as demais. Tém densidade entre 1,063 e 1,210 g/mL e, séo
as lipoproteinas plasmaticas menores (7,6 a 10,6 nm) e mais densas. Séao
representadas por subpopulacdes de diferentes particulas que variam em forma,
tamanho, carga de superficie, densidade, composicéo lipidica e de apolipoproteinas.
Elas sdo divididas em subfracdes com propriedades metabdlicas diferentes: pré-beta-

HDL, HDL3 (menores e mais densas) e HDL, (maiores e menos densas)?,
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Figura 3 — Composi¢ao da HDL
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Fonte: Adaptado de Forti N, Diament J. 2006%. A particula de HDL é formada por FL, CL e
apolipoproteinas de superficie, sendo a principal delas a apoA-1, seguida de apoA-2, apoA-
4, apoC, apoE e apoM. Em seu nucleo encontram-se CE e pequena quantidade de TG. Ela
também carreia enzimas antioxidantes, lipides, proteinas bioativas e microRNAs.
Abreviaturas: apoA-1, apolipoproteina A-1; apoA-2, apolipoproteina A-2; apoA-4,
apolipoproteina A-4; apoE, apolipoproteina E; apoM, apolipoproteina M; CE, colesterol
esterificado; CL, colesterol livre; FL, fosfolipide; TG, triglicérides.

As particulas nascentes de HDL, chamadas de pré-beta-HDL, sao particulas
discoidais pobres em lipides e constituidas principalmente de apoA-1, de FL e de CL
liberados durante o remodelamento intravascular de lipoproteinas ricas em TG, o qual
€ mediado pela lipoproteina lipase (LPL). A particula de HDL também é originada pela
apoA-1 secretada pelo intestino e pelo figado, ou dissociada das lipoproteinas, que
capta colesterol e FL da célula®®.

A enzima lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) transfere o acido graxo do
FL para o CL, esterificando o CL na pré-beta-HDL. O CE formado € hidrofébico,

portanto, ele é levado para o interior da particula, formando particulas esféricas de

HDL, chamadas HDL325. A esterificagdo do CL pela LCAT diminui o colesterol da
superficie da HDL, ocasionando um gradiente de concentragédo que leva ao aumento

da remogéo do colesterol de membranas celulares?’.
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As principais apolipoproteinas das HDL sao a apoA-1 e apoA-2, seguidas por
apolipoproteina A4 (apoA-4), apolipoproteinas C (apoC), E (apoE) e M (apoM). As HDL
também transportam proteinas envolvidas em processos imunologicos, na
coagulagdo e na inflamacdo. As HDL contém proteinas proteoliticas (alfa-1-
antitripsina), proteinas envolvidas com a hemostasia (alfa-2-HS-glicoproteina),
proteinas envolvidas com a imunidade (proteina amiloide A sérica - SAA), proteinas
envolvidas com a ativagcdo do complemento (C3) e proteinas envolvidas com
inflamagdo (haptoglobina)?®. Estas proteinas presentes nas particulas de HDL
apontam a relevancia das HDL na modulagdo dos processos de oxidagado e
inflamacao.

A proteina que € marca registrada da membrana superficial da HDL é a apoA-
1, inserida na camada externa de FL. A apoA-1 é sintetizada tanto pelo figado como
pelo intestino delgado e representa na HDL a principal responsavel pela capacidade
de efluxo de colesterol (CEC). A apoA-1 se liga a receptores de células e de outras
lipoproteinas, promovendo um intercambio lipidico, além de interagir como cofator de
diversas enzimas da superficie da HDL, associadas ao controle do metabolismo
lipidico e da modulagédo de respostas imuno-inflamatorias?%27:29.30,

A HDL é um fator de protecao para doenca aterosclerética. Ela tem papel chave
no transporte reverso de colesterol (TRC), que € um dos responsaveis por esse efeito
antiaterogénico. O TRC €& o processo pelo qual o excesso de colesterol dos
macrofagos da parede arterial € captado pela apoA-1 e pela HDL e, entdo
transportado para o figado para ser excretado como componente da bile282%3! Além
da eliminagdao hepatobiliar, identificou-se uma via alternativa, trans-intestinal, que
efetua a excrecéo direta do plasma ao limen intestinal®.

O TRC pode ser, didaticamente, dividido em 5 etapas: (1) efluxo do colesterol,
onde o colesterol é retirado das células pela HDL; (2) transformag¢ao do CL em CE
pela LCAT na HDL; (3) transferéncia de colesterol para lipoproteinas que contém
apolipoproteina B (apoB) pela proteina de transferéncia de colesterol esterificado
(CETP); (4) remodelagao da HDL; e (5) recaptura do HDL colesterol pelo figado e

intestino através de receptores de lipoproteinas?’-3? (figura 4).
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Figura 4 — Transporte reverso do colesterol (TRC)
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Fonte: Figura cedida por Passarelli, M. Acervo pessoal, 2022. ApoA-1 interage com o receptor ABCA-
1 retirando o excesso de colesterol celular. Forma-se a pré-beta HDL e seu amadurecimento, devido a
esterificagdo do colesterol, resulta no surgimento de particulas maiores de HDL (HDL3 e HDL2). As
HDL2 também retiram colesterol por meio do receptor ABCG-1. O colesterol esterificado (CE) na HDL
pode ser transferido para lipoproteinas que contém apoB, por intermédio da CETP. O CE da HDL é
removido pelos receptores SR-B1, ou as lipoproteinas que contém apoB sao captadas pelos receptores
B-E do figado. Desta forma, o colesterol € eliminado na bile, na forma livre ou apds conversdo em
acidos biliares pelas enzimas 7- e 27-alfa hidroxilase, sendo excretado nas fezes. ABCA-1,
transportador cassete ligado ao trifosfato de adenosina, subfamilia ABCA, membro 1; ABCG-1,
transportador cassete ligado ao trifosfato de adenosina, subfamilia ABCG, membro 1; apoA-1,
Apolipoproteina A-1; CETP, proteina de transferéncia de colesterol esterificado; LCAT, lecitina colesterol
aciltransferase; SR-B1, receptor scavenger classe B tipo 1.

O efluxo de colesterol livre, ocorre por meio de 4 vias: (1) transporte ativo
mediado pelo transportador cassete de ligagéo ao trifosfato de adenosina, subfamilia
ABCA, membro 1 (ABCA-1) para a apoA-1 pobre em lipides; (2) transporte ativo
mediado pelo transportador cassete de ligagao ao trifosfato de adenosina, subfamilia
ABCG, membro 1 (ABCG-1) para HDL grandes e esféricas; (3) transporte passivo
mediado pelo receptor scavenger classe B tipo | (SR-BI) para HDL esféricas; e (4)
difusdo aquosa passiva pela membrana celular?29.33.34,

Apesar de estudos correlacionarem inversamente a concentragédo do HDLc e

risco cardiovascular (RCV), estratégias terapéuticas, almejando a elevagao da HDL,
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mostraram-se infrutiferas em termos preventivos3®3. Nem sempre a elevagdo do
HDLc representa beneficio cardiovascular. No Copenhagen City Heart Study
demonstrou-se que individuos com HDLc elevado apresentavam um aumento
paradoxal da mortalidade por todas as causas®. O beneficio do HDLc parece ser
proporcionalmente crescente, mas apenas até patamares ao redor de 80 a 90mg/dL
pois, quando este limite é ultrapassado, o beneficio deixa de existir. Tal aspecto
determina uma curva em padrao “U”, onde os valores extremos da concentracédo do
HDLc associam-se com RCV aumentado. Este padrao também é visto na associacao
do HDLc com a incidéncia de doengas infecciosas e autoimunes2.

Em individuos saudaveis e de baixo RCV, verificou-se que o tamanho da
particula de HDL, mais que o valor absoluto do HDLc, era o parametro mais fidedigno
para predizer a aterosclerose subclinica, quando avaliados pela presenca de
espessamento carotideo ao ultrassom com doppler arterial. Particulas de HDL > 8,22
nm foram associadas a menor espessura da camada médio-intimal carotidea, definida
como < 0,9 mm?3°. Além da participagdo no TRC, a HDL possui outras atividades
ateroprotetoras (figura 5), como a inibicdo da oxidag¢ao LDL, a inibigdo da quimiotaxia
de mondcitos e a prevencao da disfuncao endotelial e da apoptose. Essas atividades
antioxidante, anti-inflamatdria, antiagregante, anticoagulante e pro-fibrinolitica sao

exercidas por diferentes componentes da HDL, como apolipoproteinas e enzimas*041,
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Figura 5 - Funcionalidade da lipoproteina de densidade alta
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Fonte: Partes da figura foram obtidas em https://smart.servier.com. AHDL desempenha varias
funcdes que ndo podem ser inferidas apenas pela medi¢gdo das concentragcbes plasmaticas
do colesterol da HDL (HDLc) ou da apolipoproteina A-1. Estas fungdes associam a HDL a
protecao cardiovascular e ao seu papel na fisiopatologia de diversas doengas crbnicas e
agudas. 1) A HDL medeia o transporte reverso do colesterol, removendo o excesso de
colesterol celular e oxisterdis (inclusive de macréfagos infiltrados na intima arterial), e
promove seu trafego para o figado para eliminagédo pela bile e fezes; 2) diminui a resposta
inflamatéria ao minimizar a transcrigcdo de genes inflamatérios; 3) reduz a oxidagéo da LDL,
diminuindo sua captagao pelos macréfagos; 4) estabiliza lesdes ateroscleroticas por carregar
inibidores de protease; 5) promove vasodilatagdo ao aumentar a liberagao de 6xido nitrico do
endotélio; 6) transporta microRNAs e os entrega as células-alvo, regulando a expressao
proteica; 7) apoia a homeostase glicémica modulando positivamente a sensibilidade a
insulina. Estas fungdes podem estar comprometidas na artrite reumatoide e contribuirem para
o risco para doenga cardiovascular. ABCA-1, transportador de cassete de ligagao ATP A-1;
ABCG-1, transportador cassete ligado ao trifosfato de adenosina, subfamilia ABCA, membro
1; CD-36, cluster de diferenciagdo 36 — membro do receptor scavenger classe B; LOX-1,
receptor-1 da lipoproteina de densidade baixa (LDL) oxidada do tipo lectina; SR-B1, receptor
scavenger classe B tipo 1.

A HDL se mostrou capaz de interferir na reorganizagao do citoesqueleto de
mondcitos, etapa esta que precede a migragao destas células apds o estimulo
quimiotaxico. Ela modifica a diferenciacdo fenotipica e reduz a capacidade dos
mondocitos de se ligarem as moléculas de adesao da parede endotelial. A expressao
do transportador cassete ligado ao trifosfato de adenosina, subfamilia ABCA, membro
1 (ABCA1) em mondcitos é ativada pela HDL, e inibida por IL-6, IL-1, interferon gama

e o fator de crescimento derivado de plaquetas2.
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A paraoxonase 1 (PON1) € uma enzima capaz de neutralizar as espécies
reativas de oxigénio (ROS) geradas por macréfagos ativos e, desta forma, reduz a
oxidagado do colesterol da lipoproteina de densidade baixa (LDLc), bem como a
oxidagao da propria HDL. APON1 também participa na regulagao do tonus arterial por
estimular a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), além de inibir proteinas de adesao
endotelial, reduzir a apoptose de células endoteliais e aumentar o reparo da
integridade endotelial a partir de precursores hematopoiéticos384243,

A esfingosina-1-fosfato (S1P) € um esfingolipide ativo, ancorado na HDL pela
apolipoproteina M (apoM) potencializando sua agao e impedindo a acédo de enzimas
que degradam a apoM. A S1P reduz a apoptose de células endoteliais, promove
vasodilatacao por estimulo da eNOS e inibe a expressao endotelial da molécula 1 de
adesdo celular vascular (VCAM-1) e da molécula 1 de adeséo intercelular (ICAM-1)%.
A S1P modula a proteina de fase aguda pentraxina 3, além de modificar a
diferenciacdo de células linfocitarias e reduzir a ativacdo de células dendriticas,
determinando assim um fenétipo anti-inflamatorio®®4°, A S1P é capaz de inibir a
producao da proteina quimio-atrativa de macréfagos 1, reduzir a geragéao de ROS, e
bloquear a ativacdo oxidativa da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase
(NADPH)?.

O efeito antioxidante da HDL pode ocorrer devido a sua capacidade em
participar no processo de quelacdo de metais de transi¢ao e na retirada de produtos
de oxidagao lipidica de lipoproteinas oxidadas ou de membranas celulares. A
habilidade de acumular hidroperéxidos lipidicos permite que a HDL atue como
carreadoras destes compostos, removendo das LDL os produtos de sua oxidagao e
carregando-os até o figado, onde s&o destoxificados*!. A competéncia da HDL em
inibir a oxidagao da LDL pode ser atribuida a presenca de proteinas e enzimas com
capacidade antioxidante na HDL, como a apoA-1, PON1, LCAT e glutationa
peroxidase*'.

Na membrana de todas as células encontramos os microdominios lipidicos
(MDL), que servem como plataforma para proteinas e receptores especificos,
agrupados espacialmente para facilitar a interacido com estimulos exégenos. Os MDL
sdo ricos em esfingomielina, gangliosideos e colesterol livre, além de proteinas
especificas compartimentalizadas nestes sitios da membrana celular. Nos MDL
ancoram-se receptores de linfocitos e de diversos antigenos, incluindo o complexo

principal de histocompatibilidade classe 2 (MHC-2)*"48 A interagdo dos MDL das



27

células do sistema imunoldgico, incluindo monécitos e linfocitos T, com as particulas
de HDL, pode levar a inibigdo da resposta imuno-inflamatériat®5°. A HDL e a apoA-1
mostraram-se capazes de inibir a ativacao linfocitaria, por extragcado do colesterol dos
MDL de células apresentadoras de antigeno®.

A HDL reduz a ativacado dos receptores foll-like (TLR) nos MDL e aumenta a
expressao do fator ativador de transcricao 3 (ATF3), inibindo a resposta imune, e é
capaz de se conjugar aos lipopolissacarideos (LPS), sequestrando-os e
neutralizando-os, prevenindo assim a ativacdo de macréfagos. A ApoA-1 é capaz de
prevenir a translocagao do receptor de TNF nos MDLs, bloqueando a resposta aos
TLR e inibindo a via do fator nuclear kappa B (NFkB). E, por sua ligacdo ao ABCA-1
dos macrofagos, potencializa a transdugéo da via janus quinase/transdutor de sinal e
ativador de transcri¢ao 3 (JAK/STAT3), que em ultima analise, suprime a liberagdo de
citocinas*2.

A capacidade anti-inflamatdéria da HDL ocorre em varios tipos de células, tais
como celulas endoteliais e macréfagos. Nas células endoteliais, a HDL inibe a
inflamacdo ao diminuir a ativagdo do fator nuclear KB (NF-KB) e da 3beta-
hidroxiesteroide-alfa 24 redutase, ao ativar a enzima citoprotetora heme oxigenase-1
e ao inibir a ativagao do inflamassoma?2.

Estudos iniciais evidenciaram os efeitos anti-inflamatérios da HDL, mas
trabalhos recentes tém mostrado que a apoA-1 e a HDL também podem ser pro-
inflamatdrias. No processo inflamatério observa-se na HDL uma parcial substituicao
de ApoA-1 por proteinas de fase aguda, incluindo SAA e ceruloplasmina,
transformando a HDL em particula pré-inflamatéria®’.A HDL afeta diretamente o
processo inflamatorio, que por sua vez, modifica a fungdo da HDL. Estados pro-
inflamatdrios fazem com que a apoA-1 se desligue da HDL, deixando a apoA-1 na
circulagdo numa forma livre de lipide ou pobre de lipide. Esta apoA-1 dissociada da
HDL, diretamente ativa receptores TLR. O papel anti-inflamatério ou pré-inflamatério
da apoA-1 e da HDL depende de suas caracteristicas estruturais e funcionais, tais
como a composigdo da HDL, o conteudo de colesterol do macrofago e as vias de

sinalizagéo?®.
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1.3 ARTRITE REUMATOIDE, LIPOPROTEINAS DE DENSIDADE ALTA E DOENCA
CARDIOVASCULAR

A presencga de dislipidemia em individuos com AR é comum, ainda que as

caracteristicas da mesma sejam por vezes conflitantes. Na AR em atividade, pode

haver reducao tanto do HDLc como do LDLc, o chamado “paradoxo dos Iipides”l- Isto
foi descrito em individuos com AR com concentracdes séricas mais baixas de

colesterol total (CT) e do LDLc, e que demonstraram aumento do RCV, ou seja, uma

. ~ ~ " .. A - 52
associagao paradoxal entre concentragao plasmatica de lipides aterogénicos e DCV .

No entanto, alguns estudos também em AR evidenciam a rela¢éo entre baixo RCV e

P ~ 10,52,53
aumento do HDLc, exatamente como € visto na populagao geral .

Em um estudo no qual foram avaliados 150 individuos com AR, demonstrou-se
que aqueles com LDLc menor que 70 mg/dL apresentaram maior presenca de placa
coronariana, maiores concentragcdes de anticorpos anti-LDL oxidada, lipoproteina (a)
[Lp(a)], IL-6 e pro-proteina convertase subtilisina quexina tipo 9 (PCSK9). A maior
producao de Lp(a), propensa a oxidagao, e de anti-LDL oxidada resultam em aumento
da captacao de LDL oxidada e da formagao de placa, o que explicaria a associagao
paradoxal entre LDLc reduzido e avanco da aterosclerose®.

O escore de calcio coronario foi 4 vezes superior em pessoas com AR e LDLc
< 70 mg/dL, comparados a controles sem AR e com o mesmo patamar de LDLc.
Entretanto, outros estudos nao identificaram esta associagédo do LDLc com DCV, em

individuos com AR®4. Portanto, na AR a avaliagdo da fungdo das lipoproteinas pode

ser mais interessante que a analise de sua concentracao plasmética7.

Alguns escores de RCV populacional, como o de Framingham e o do
Systematic Coronary Risk Evaluation (SCORE), contemplam somente os fatores de
risco tradicionais e subestimam o risco em individuos com AR. As recomendacdes do
EULAR 2015/2016 sugerem adotar um fator de correcéo dos escores, multiplicando-
os por 1,5. Isto foi corroborado nas recomendacdes de 2018 da American Heart
Association/American College of Cardiology (AHA/ACC), que propde, desta maneira,
elevar a hierarquia de risco na presenca de AR?3. Até o momento, a literatura carece
de um escore de risco de DCV especifico, validado para AR, e a dificuldade existe por
ter que se considerar muitos fenotipos variados da doenga, com espectro de

manifestacdes bem diverso.
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O cenario inflamatério sinovial da AR é muito semelhante ao encontrado no
territério endotelial, o que concorre para determinar a DCV aterosclerética®. A AR é
uma doenca onde ha aumento da expresséo de citocinas inflamatorias (TNF, IL-6,
dentre outros) por macrofagos da membrana sinovial e onde os receptores TLR
participam da progressiva e continua ativacdo de macréfagos. O TNF e a IL-6 séo
preditores independentes de DCV, parecendo haver uma repercussao direta destas
citocinas sobre o endotélio. Inclusive, estas citocinas liberadas na membrana sinovial
inflamada podem ativar os macréfagos distantes, na placa de ateroma?*. Popova et
al.>® estudaram a expressédo de TNF in vivo em placas de ateroma de individuos com
sindrome coronariana aguda com e sem AR. A expressao de TNF foi avaliada a partir
de amostras de artérias corondrias, colhidas durante cirurgia de revascularizacéo do
miocardio. O estudo sugeriu uma expressdo mais forte de TNF nas placas
ateroscleroticas daqueles com AR, inferindo um agravamento da resposta pro-
inflamatoria.

Macrofagos sao células com papel fundamental na aterogénese. Macrofagos e
monadcitos fagocitam LDL oxidada, originando células espumosas, e convocam mais
macrofagos e mondcitos para a parede vascular. A ativagdo de macrofagos esta
aumentada na AR em comparacgao aos controles. A presenga de plasma de individuos
com AR ocasionou alteragcbes pro-aterogénicas na expressdo de genes, e foram
associadas ao acumulo de lipides e formagao de células espumosas. Isto sugere que
a exposicdo continuada ao plasma de sujeitos com AR altera a habilidade dos
macrofagos e mondcitos, na parede vascular, de metabolizagao do colesterol, levando
a aterosclerose?*.

A disfungéo endotelial € a base da doenca aterosclerdtica. Nos mecanismos
inflamatorios da AR participam autoanticorpos, células linfo-monocitarias abundantes,
e a liberacdo de citocinas inflamatérias, quimiocinas e moléculas de adeséo, que
diminuem a formac&o de Oxido nitrico vascular, e desencadeiam a DCV. Em dados de
2 meta-analises, individuos com AR apresentavam disfuncéo endotelial, demonstrada
por piora da dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial, que € um fator de risco
independente para DCV?4. Individuos com AR, comparados a controles saudaveis,
apresentam maiores concentracdes de selectinas E e P, de VCAM-1 e de ICAM-1,
repercutindo uma situacédo de desregulacéo e ativacdo endotelial, tendo como pano

de fundo um estado de inflamacéo e estresse oxidativo®’.
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A inflamacgao presente nas doengas autoimunes afeta a composi¢ao e a fungao

da HDL’. Nestas situagdes ocorre mudanga na composigao da HDL, que compromete
a sua funcéo. Ela se torna uma HDL disfuncional, e passa a ser denominada HDL pré-

inflamatoria, com piora da CEC da HDL, aumento de fosfolipides oxidados no LDLc e

. ~ . ~ , - . ~ 7 .

indugdo da migragdo de mondcitos, reduzindo sua fungdo ateroprotetora . Indices
mais altos de inflamag&o sistémica correlacionam-se com piora da habilidade
protetora da HDL. As HDL dos individuos com AR com alta atividade da doenca

apresentam diminuicdo da CEC, em comparacdo aqueles com baixa atividade da

doengass. Estudos mostram associacdo entre a atividade da doenca na AR e risco

para doenca coronariana e cardiovascular, ou seja, quanto maior o grau de atividade

da doenca, maior o risco cardiovascular™ "

McMahon et al.®? descreveram a presencga de uma maior concentragdo de HDL
pro-inflamatoéria em individuos com AR, em comparacgéo a controles saudaveis. Este
estudo envolveu 154 mulheres com lupus eritematoso sistémico (LES), 48 mulheres
com AR e 72 mulheres controles saudaveis com o objetivo de determinar se as
concentracfes de HDL proé-inflamatéria eram diferentes entre individuos com doengas
inflamatorias crénicas e controles saudaveis. Foi medida a habilidade da HDL das
participantes com AR e LES em prevenir a oxidagdo do LDLc normal. Assim, LDL
normal foi adicionada a HDL isolada do plasma das mulheres a serem testadas,
depois uma solugao de diclorofluoresceina (DCFH) foi adicionada e posteriormente foi
avaliada a fluorescéncia. As mulheres participantes com AR apresentaram HDL mais
pré-inflamatéria em comparag¢ao aos controles saudaveis (p < 0,016). Os individuos

com AR em relag&o aos controles saudaveis apresentaram odds ratio para HDL pré-

inflamatéria de 6,18 (IC 95%: 1,19 - 32,12)%.

Um estudo que avaliou as relagbes entre estrutura e fungdo da HDL, em
individuos normolipémicos, sendo 12 com AR ativa (escore de atividade da doenca
com contagem de 28 articulagcbes - DAS28 > 3,2) e 10 controles, evidenciou que a
atividade antioxidante e a porcentagem em peso da composi¢do quimica da HDL
pequena e densa ndo apresentaram diferenga entre ambos os grupos. Nas particulas
de HDL pequenas e densas, 0 grupo com AR apresentou maior quantidade de acido
fosfatidico e menores quantidades de fosfatidilinositol e de fosfatidilglicerol em
comparacao aos controles. O subgrupo de pessoas com AR e PCR > 10 mg/L

apresentou menor atividade antioxidante das HDL pequenas e densas. Estes achados
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evidenciaram alteracdes no lipidoma das HDL pequenas e densas e que o grau de
inflamacéo pode ter influéncia na capacidade antioxidativa das HDL pequenas e
densas na AR®:,

O tocilizumabe (TCZ) é um inibidor do receptor da IL-6 usado para tratar AR.
Ele eleva a concentracdo sérica do LDLc sem aumentar o risco de DCV nos individuos
com AR. Um estudo avaliou 8 individuos com AR no antes, 4 e 12 semanas ap6s
tratamento com TCZ. Neste trabalho foram analisadas a capacidade de carga de
colesterol (CLC) do soro destes individuos, medida por ensaio fluorimétrico do
conteudo de colesterol intracelular em macréfagos humanos e a CEC, mediada pelos
receptores scavenger classe B tipo 1 (SR-B1), e pelos transportadores ABCG-1 e
ABCA-1, usando modelos celulares especificos. Apos 12 semanas do tratamento com
TCZ, a concentragdo do LDLc apresentou aumento significativo, enquanto a CLC
apresentou reduc¢ao nao estatisticamente significativa (p = 0,07) em comparagao aos
valores basais. A concentracdo do HDLc ndo se alterou, mas a CEC aumentou por
intermédio das vias mediadas pelos SR-B1 (p = 0,018) e do ABCG-1 (p = 0,06) em
relagdo aos valores pré-tratamento. Estes dados sugerem que o TCZ melhora a
funcao da lipoproteina em individuos com AR, reduzindo o potencial pro-aterogénico

do LDLc, apesar da maior concentragao sérica do LDLc, e aumenta a atividade

protetora da HDL™,

A liberacdo de ROS das células endoteliais e dos mondcitos é estimulada pela
excessiva secrecao de TNF, vista nos individuos com AR, 0 que acentua o processo
de oxidagao do LDLc, e acarreta maiores danos celulares e aumento na formagéao de
placas aterogénicas®®.

As alteracdes oxidativas desencadeadas pelo processo inflamatério crénico da
AR levam a alteracbes estruturais da HDL que deterioram suas funcbées anti-
inflamatdria, antioxidante e cardioprotetora, isto significa, reduzem sua capacidade de
remover o colesterol das lesdes aterosclerdticas?t. A fungédo antioxidante da HDL ¢é
exercida principalmente pela PON1, prevenindo a formagdo da LDL oxidada,
inativando os FL oxidados ja formados e prevenindo a oxidagao da propria HDL, desta
forma, retardando a aterosclerose. Rodriguez-Carrio et al.% estudaram se anticorpos
anti-PON1 afetariam os mediadores inflamatérios e o painel lipidico; se estes
anticorpos alterariam a funcionalidade da PON1 e suas associa¢gdes com as variantes

genéticas rs662 PON1; e se os anticorpos anti-PON1 alterariam o tratamento da AR.
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Foram avaliados 212 participantes com AR, 175 controles saudaveis, 54 individuos
com fatores de risco classicos para DCV e um subgrupo de 13 individuos com AR
foram seguidos 3 meses apos tratamento com anti-TNF. O trabalho revelou que a
concentracdo de anti-PON1 estava elevada na AR, em comparacao tanto com os
controles saudaveis, como com os individuos com fatores de risco para DCV. Nao
houve associagdo destes anticorpos com o perfil lipidico. Os anticorpos foram
associados com reducao da atividade sérica da PON1 na AR e com diminui¢cdo da
capacidade antioxidante total na AR em comparagdo aos outros 2 grupos. Foi
observada associagao positiva dos anticorpos anti-PON1 com concentragao sérica de
ICAM-1. Estes anticorpos nao apresentaram influéncia sobre o tratamento com anti-
TNF®S,

A mieloperoxidase (MPO) esta envolvida na oxidagao das HDL® e, observa-se

concentracéo e atividade aumentadas da MPO nas articulagbes de individuos com
AR® A oxidacéo da apoA-1 pela MPO compromete a capacidade da apoA-1 na CEC

com macréfagos35.

Foram mensurados anticorpos IgG anti-HDL e a concentragéo total de 1IgG em
212 participantes com AR, além de 131 controles saudaveis, 52 individuos sem AR e
com fatores de risco classicos para DCV, e um subgrupo de 13 individuos com AR,
seguidos 3 meses apos tratamento com anti-TNF. As concentracdes de anti-HDL
foram maiores no grupo AR comparados aos demais grupos. A razao anti-HDL/IgG
mostrou associacdo negativa com as concentragbes do HDLc no grupo AR. Os
participantes com AR com concentracdo elevada de anti-HDL/IgG (n=40)
apresentaram maior concentracdo de mediadores pro-inflamatérios. O tratamento
com anti-TNF promoveu reducdo dos anticorpos anti-HDL, 0 que se associou com
elevacdo do HDLc. Assim, estes anticorpos poderiam contribuir para o aumento da
DCV na AR®9,

Sugere-se uma estreita associacao entre a via de sinalizagao do inflamassoma
NLRP3 (proteina receptora semelhante a NOD - dominio de ligagéo e oligomerizagao
de nucleotideos) e doenga cardiovascular aterosclerética na AR. A ativagao da NLRP3
e a decorrente liberagado de IL-1 beta estdo envolvidas na patogénese da AR. Em
decorréncia do estimulo do NLRP3 intracelular pelos TLRs e pelo fator nuclear kappa
B (NFkB) ha ativagdo da caspase-1, a qual faz a clivagem da IL-1 beta e da

interleucina 18 (IL-18) para suas formas ativas, e que estimulam a producgéo e a
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desestabilizagao das placas aterogénicas. A susceptibilidade genética e o aumento do
colesterol podem ativar o inflamassoma NLRP3. A cristalizagdo do colesterol liberado
na placa aterosclerdtica pode ativar o inflamassoma NLRP3 desencadeando a
producéo de IL-1 beta e [L-182470,

A HDL também atua inibindo a imunidade inata. O efluxo de colesterol mediado
pela HDL reduz o contetudo e a sinalizagdo dos receptores toll-like 4 (TLR-4) nos
macréfagos, levando a diminuicdo da liberacdo de citocinas inflamatérias. E
importante ocorrer um equilibrio entre a ativagéo e a inativagdo dos TLR-4, a fim de
evitar uma resposta inflamatéria excessiva. Na resposta inflamatéria aguda ocorre
reducao da CEC em macroéfagos e do TRC. Enquanto esta resposta aguda é favoravel

em termos da imunidade antiviral e antibacteriana, ela torna-se disfuncional quando

cronicamente perpetuada7l.

Concentragcbes mais baixas do HDLc s&do geralmente consequéncia das
doencas autoimunes e da atividade inflamatéria. No entanto, alguns estudos dao
suporte a possibilidade de que a HDL poderia estar envolvida no desencadeamento
da doenca autoimune. A HDL pode controlar a proliferagdo das células-tronco
hematopoiéticas na medula 6ssea. A HDL, também, tem a capacidade de modular
diretamente a fungao da célula imunoldgica nas fases tardias da resposta imune. Além
disso, mudangas na concentracao e na fungao da HDL levam ao desenvolvimento de
fendtipos autoimunes em modelos animais. No Copenhagen General Population
Study, individuos com HDLc reduzido (< 39 mg/dL) apresentaram razao de risco
(hazard ratio) de 1,51 (IC 95%: 0,94-2,42) para desenvolver AR quando comparados

com individuos com HDLc elevado (= 77 mg/dL)72.

Conforme relatado nesta introducdo, na AR, a dislipidemia parece estar
associada ao estado inflamatério intrinseco da doenca. Estudos demonstraram um
vinculo entre indices elevados de atividade da doencga, indicativos de inflamacgao, com
risco aumentado de DCV'0. Isso suscita a possibilidade de que a funcionalidade da

HDL possa estar alterada na AR e estar relacionada ao estado inflamatério da doenga.



34

2. JUSTIFICATIVA

Na AR observa-se maior incidéncia de aterosclerose, o que contribui para a
mortalidade aumentada por DCV nesta populagado, muitas vezes, a despeito de perfil
lipidico dentro dos valores de normalidade. Esta observagao traz a tona a participacao
de fatores de risco nio tradicionais, os quais incluem alteracdes na funcionalidade das
lipoproteinas. Nao ha consenso sobre a funcionalidade da HDL na AR, embora
algumas evidéncias apontem para o prejuizo em sua fungcdo antioxidante e de
remocao de colesterol celular. Vale destacar que, dos poucos estudos realizados, a
maioria avaliou a fungao da HDL por meio da utilizacdo do soro isento de apoB. Neste
caso, a unica lipoproteina presente no soro € a HDL, embora outras proteinas e
componentes séricos possam interferir nas variaveis estudadas in Vvitro,
especialmente em modelos de cultura celular. Além disso, o soro contendo HDL
embute variagdes na concentracido destas lipoproteinas o que também pode criar um
viés nas analises. Desta forma, considera-se que a analise da capacidade intrinseca
das HDL em mediar suas diversas acgdes antiaterogénicas, a partir do isolamento
destas lipoproteinas, seja uma abordagem mais fidedigna de suas funcdes
antiaterogénicas.

Na presente investigacdo foi testada a hipétese de que o perfil de lipides
plasmaticos e a composi¢cao da particula de HDL, bem como sua funcionalidade
(atividade anti-inflamatéria e de remocéao de colesterol celular) possam ser diferentes
em individuos com AR em comparacéao a controles, e entre a atividade inflamatéria da
AR, inferida pelo Disease Activity Score with 28-joint counts with ESR - DAS 28-ESR
(escore de atividade da doenga com contagem de 28 articulagdes com velocidade de
hemossedimentagao - DAS28-VHS).
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3. OBJETIVOS

Avaliar em individuos com AR, comparados a controles:

1) o perfil lipidico plasmatico;

2) acomposi¢cado da HDL em colesterol total, triglicérides, fosfolipides
e apoA-1;

3) a fungdo anti-inflamatéria da HDL, representada por sua
capacidade em inibir a producao de citocinas IL-6 e TNF, em macrofagos
desafiados com LPS;

4) a capacidade da HDL em mediar a remogéao de colesterol de
macrofagos;

5) a associagdo destas variaveis com o grau de atividade

inflamatoéria na AR.
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4. MATERIAL E METODOS

Todos os participantes foram incluidos no estudo somente apds serem
adequadamente informados a respeito dos procedimentos, terem lido, concordado e
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexos A e B). O presente
projeto de pesquisa foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Nove de Julho (# 5.453.948; junho de 2022), do Hospital do Servidor
Publico Municipal de Sao Paulo (# 5.517.590; julho de 2022) e do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (# 5.647.034; setembro de
2022).

4.1 CASUISTICA

Estudo de coorte transversal composto por um grupo de individuos com AR e
outro grupo de individuos controles. O calculo do tamanho da amostra foi realizado
por meio do software G*Power versdo 3.1, Disseldorf, Alemanha’®; baseado na
utilizagcao do teste t de Student com duas amostras independentes, bicaudal, na
probabilidade de cometer erro tipo | (a) de 0,05 e de cometer erro tipo Il () de 0,20 e
no tamanho de amostras iguais nos dois grupos (AR e controle). Foi estimado o
tamanho do efeito (d) de forma conservadora em 0,5 pois nao foi encontrado estudo
prévio na linha do que foi abordado em nosso estudo. Este calculo resultou no
tamanho da amostra (n) de 64 individuos para o grupo AR e de 64 individuos para o
grupo controle. O n foi aumentado em cerca de 10% em cada grupo em razao de
possiveis perdas, portanto, ao final estimou-se um numero de 70 individuos em cada
grupo.

Para o grupo com AR foram selecionados 70 individuos com AR atendidos no
Ambulatério de Reumatologia do Hospital do Servidor Publico Municipal de Sdo Paulo
(HSPM). Foi realizada uma pré-selegcdo a partir da analise dos prontuarios do
ambulatério de reumatologia de pessoas com AR, e escolhidos os individuos que
preencheram os seguintes critérios: idade a partir de 18 anos; ambos 0s sexos; com
AR diagnosticada de acordo com os critérios de classificacédo para AR de 2010 do
ACR/EULAR?® e auséncia de diabetes mellitus, gravidez, insuficiéncia hepatica,

hipotireoidismo descompensado, doenga renal crénica (taxa de filtracdo glomerular
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estimada < 60 ml/min/1,73m?), sindrome nefrética, obesidade morbida (indice de
massa corporal - IMC = 40), outras doencgas do tecido conectivo, tabagismo, etilismo.
Estes individuos pré-selecionados foram convidados por contato telefonico a
participarem do estudo.

Foram selecionados 70 individuos controles saudaveis, oriundos da
comunidade local (pessoas que trabalhavam e/ou estudavam na Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo e que trabalhavam ou eram atendidas na
Unidade Basica de Saude Dra. llza Weltman Hutzler, Sdo Paulo), pareados por idade,
sexo e IMC com o grupo com AR, e foram convidados a participarem por contato
telefénico. No grupo controle foram considerados como critérios de nao inclusdo a
presenga de qualquer doenga autoimune, diabetes mellitus, gravidez, insuficiéncia
hepatica, hipotireoidismo descompensado, doenga renal crénica (taxa de filtragdo
glomerular estimada < 60 ml/min/1,73m?), sindrome nefrética, obesidade morbida
(IMC = 40), tabagismo e etilismo.

Apos a exclusdo dos voluntarios por ndo atenderem aos critérios de
elegibilidade e daqueles que recusaram a participar do estudo, 50 individuos foram

incluidos no grupo controle e 56 no grupo AR.

4.2 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS E DEMAIS DADOS CLINICOS

Em todos os participantes foram realizadas as medidas antropométricas. Altura
e peso foram mensurados para o calculo do IMC, obesidade foi definida como IMC =
30 Kg/m2. A circunferéncia abdominal (CA) foi determinada com fita métrica
posicionada na metade da distancia entre a crista iliaca e o rebordo costal inferior.
Foram considerados como baixo risco para as alteracdes relacionadas a resisténcia
insulinica e a adiposidade visceral implicadas no diagnostico da sindrome metabdlica,
os valores de < 88 cm para as mulheres e < 102 cm para os homens’#-76,

Foram coletadas as informagdes a respeito dos dados demograficos (idade e
sexo); da realizagdo de atividade fisica (foi considerada a realizagdo de qualquer
intensidade de atividade fisica regular e quantificada em minutos por semana). No
grupo AR foi verificado o uso de anti-inflamatérios ndo hormonais, uso e dose de
prednisona e de DMCD; e nas participantes do sexo feminino foram questionados
estado menopausal, uso de terapia de reposicado hormonal e uso de anticoncepcionais

hormonais.
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4.3 AVALIACAO DAATIVIDADE INFLAMATORIA DOS INDIVIDUOS COM ARTRITE
REUMATOIDE

Nos participantes com AR, no dia da coleta da amostra de sangue, foi usado o
DAS28-VHS para medir o grau de atividade da doenga, o que reflete o grau de
inflamacéao presente (o0 anexo D mostra a folha de avaliagédo para o calculo do DAS28).
Este escore, DAS28-VHS’’, é um indice composto continuo, que foi bem
documentado e validado, produzido pela avaliagdo do VHS, pela avaliagdo global da
saude pelo proprio individuo e pelo exame médico de 28 articulagdes onde se verifica
se ha inflamagao, dor ou normalidade nestas articulagdes. Foi usada uma calculadora
on-line para a realizagdo dos calculos dos indices DAS28 para os individuos com
AR’8 Foram considerados os seguintes valores de corte para o DAS2877:7°:

- Doenga em remisséo: < 2,6;

- Baixa atividade da doencga: 2,6 a < 3,2;

- Moderada atividade da doenca: 3,2 a 5,1;

- Alta atividade da doenca: > 5,1.

O DASZ28 ¢ frequentemente usado como limite para classificar AR ativa nos
estudos cientificos, ou seja, para separar aqueles individuos com AR que necessitam
tratamento intensivo®-82, Desta forma, no presente estudo, o grupo AR também foi
classificado em 2 grupos conforme os parametros abaixo:

- Individuos com doenga ativa, com DAS28 = 3,2, compreendendo os com
moderada e alta atividade da doencga (n = 43);

- Individuos em remissao e com baixa atividade da doenga, com DAS28 < 3,2
(n=13).

4.4 COLETA DE SANGUE E PROCESSAMENTO

Foram coletados 25 mL de sangue venoso periférico de todos os
participantes, por pungao venosa, em apenas uma vez, em tubo seco e em tubo
contendo acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA 0,1%; 10 mL), apds 8 h de jejum
noturno. Plasma e soro foram, imediatamente, separados por centrifugagéo a 4°C, 20
min, 3000 rpm. Para obtencao da fracdo de plasma que contém apenas as HDL, as
lipoproteinas que contém apoB (VLDL - lipoproteina de densidade muito baixa - e LDL)

foram precipitadas por meio da adigdo de solugao de sulfato de dextrana/cloreto de



39

magnésio (1:1) ao plasma (100 pL/mL). Apds incubacéo a temperatura ambiente por
30min, o plasma foi isolado mediante centrifugagado, durante 20 min, 3000 rpm. As

amostras de plasma total e plasma contendo apenas HDL foram mantidas a -80°C.

4.5 DOSAGENS BIOQUIMICAS

Os lipides plasmaticos (CT, HDLc e TG) e na fragao isolada de HDL (CT, TG e
FL) foram determinados por métodos enzimaticos colorimétricos (Roche do Brasil,
Sao Paulo, SP, Brasil). A concentragdao plasmatica do LDLc foi determinada pela
formula de Friedewald®, e a de ndo-HDLc, pela subtragdo CT — HDLc. Os indices
aterogénicos foram calculados pelas razées TG/HDL e CT/apoB, os quais indicam a

formacéo de LDL pequenas e densas.

4.6 ISOLAMENTO DAS LIPOPROTEINAS

A densidade das amostras de plasma foi ajustada com brometo de potassio
para 1,21 g/mL. As LDLs (d = 1,019-1,063 g/mL) e as HDLs (d = 1,063-1,21 g/mL)
foram isoladas a partir do plasma, por ultracentrifugacao em gradiente descontinuo de
densidade, a 40.000 g, por 24 h, 4°C8. Apds o isolamento, as amostras foram
dialisadas contra solugdo de tampao fosfato (PBS) e apenas as HDL armazenadas
em solucdo de sacarose a -80°C. A concentragao de apoA-1 na HDL e de apoB no
plasma foram determinadas determinada por imunoturbidimetria (Randox Brasil Ltda.,
Sao Paulo, SP, Brasil).

4.7 ACETILACAO DA LIPOPROTEINA DE DENSIDADE BAIXA

A LDL foi acetilada como previamente descrito por Basu et al.5. Em 1 mL de
0,15 M de cloreto de sédio contendo 16 mg de proteina de LDL foi adicionado 1 mL
de uma solucdo saturada de acetato de sodio, sob constante agitacdo e banho de
gelo. Posteriormente mdltiplas pequenas quantidades de anidrido acético foram
adicionadas por um periodo de 1 h, seguido por 30 min de agitacdo em banho de gelo.
Apos a adicdo de um volume total de anidrido acético equivalente a 1,5 vezes a massa

de proteina de LDL, a mistura foi agitada por mais 30 min. Subsequentemente,
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realizou-se dialise intensa contra PBS com EDTA (pH = 7,4) por 24 h a 49C e
esterilizada em filtro 0,22 um. A concentracao final de proteina foi determinada pelo

método de Lowry et a.le®.

4.8 OBTENGCAO DE MACROFAGOS DA MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS

Os experimentos com animais foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Nove de Julho (# 6647311023; dezembro de
2023). Os protocolos experimentais encontraram-se de acordo com os Principios
Eticos de Experimentacdo Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratoério (SBCAL).

Células derivadas da medula éssea foram isoladas de camundongos C57BI/6
e os macrofagos foram diferenciados. Os animais sofreram eutanasia com injegéo
intraperitoneal de sobredose da associagéo de cloridrato de cetamina (300 mg/kg de
peso corporal) e cloridrato de xilazina (30 mg/kg de peso corporal), de acordo com as
normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA) do
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagao (MCTI).

Tecidos dos fémures e das tibias foram limpos e isolados no nivel da articulagao
do joelho. Uma seringa de 20 mL com agulha tamanho 26 e 2 contendo um meio de
cultura para medula éssea (DMEM com baixa glicose com 10% de soro fetal bovino,
0,8% de penicilina/estreptomicina e 10% de célula L929 cultivada em meio de cultura)
foram utilizadas para cortar o final de cada osso e para expelir a medula 6ssea de
ambas as extremidades 6sseas. A medula dssea foi aspirada e expelida utilizando-se
uma seringa de 20 mL com agulha tamanho 18 %2. As células foram centrifugadas
(1000 rpm a temperatura ambiente por 6 min), ressuspendidas no meio de cultura,
colocadas em placas de cultura e incubadas por 5 dias a 37°C sob CO2 a 5%. Entéo,
o0 meio de cultura foi mudado para DMEM, com baixa glicose contendo 10% de soro
fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina.
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4.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DA HDL EM
MACROFAGOS

Os macrofagos foram sobrecarregados com LDL acetilada (50 pyg/mL DMEM)
e tratados por 24 h com HDL (50 ug/mL DMEM) dos individuos com AR ou dos
controles. A sobrecarga celular com colesterol advindo das LDL sensibiliza a resposta
inflamatoria, tornando a metodologia mais sensivel. Apos lavagem, as células foram
desafiadas com LPS, 1 yg/mL DMEM, por 24 h. O meio de cultura foi coletado, e a
quantidade de TNF e de IL-6 foi determinada por ELISA (R&D Diagnostics, Mineapolis,
MN, EUA). Incubagdes controles foram realizadas na auséncia de HDL, seguindo-se

exposicao ao LPS?.

4.10 DETERMINACAO DA REMOCAO DE COLESTEROL DE MACROFAGOS
PELA HDL

Os macrofagos foram incubados com DMEM (Low Glucose, Gibco, Grand
Island, Nova lorque, EUA) contendo 1 mg de albumina isenta de acidos graxos (FAFA)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), na presenca de com 50 pg de LDL
acetilada/mL e 0,3 uCi de 'C-colesterol/ mL (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, Reino Unido), durante 48 h. Apds lavagem com tampéo fosfato
(PBS - NaCl 150 mmol/L, NazHPO4 20 mmol/L, NaH2PO4 14 mmol/L, NaOH 1mmol/L
- pH 7,4) contendo FAFA, as células foram mantidas em DMEM/FAFA, de modo a
garantir o equilibrio do pool intracelular de colesterol radioativo, durante 18 h. A seguir,
foram lavados com PBS/FAFA e incubados, por 6h, com HDL (50 ug/mL) isolada dos
grupos controle e AR. O meio de cultura foi removido das placas e centrifugado a 1500
rpm durante 10 min a 4°C para remocéao de debris celulares, sendo transferido para
tubos de cintilagédo, com adi¢céo de solugéo contadora (Perkin Elmer, Turko, Finlandia)
e determinacdo da radioatividade em contador beta (Beckman Coulter, Brea, CA,
EUA). Os pocos das placas foram lavados com solucéo fisioldgica gelada (4°C) por 2
vezes e os lipides celulares extraidos com solugédo de hexana:isopropanol (3:2)
(Merck, Darmastadt, Alemanha). Apds evaporacdo do solvente, a radioatividade

remanescente nas células foi determinada. As células foram solubilizadas em 250 uL
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de NaOH 0,2 N, durante 3 h, a temperatura ambiente, e a determinacao de proteina
realizada.

A porcentagem de efluxo de colesterol foi calculada como:

14 .
C-colesterol no meio x 100

14 . 14 ,
C-colesterol no meio + = C-colesterol na célula

O efluxo especifico mediado pela HDL foi subtraido daquele obtido com

incubacdes apenas com DMEM/FAFA (efluxo basal).
4.11 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Shapiro-Wilk foi usado para avaliar a normalidade das variaveis
quantitativas. Os dados nao paramétricos foram representados por mediana e
intervalos interquartilicos (25% e 75%) e a comparacao entre dois grupos realizada
pelo teste de Mann-Whitney. As frequéncias das variaveis categoricas foram
comparadas pelo teste exato de Fisher e as associacdes entre as variaveis foram
analisadas pela correlacdo de Pearson ou Spearman, para dados paramétricos ou
nao parameétricos, respectivamente. A regressao logistica univariada foi realizada para
avaliar a relacdo entre as variaveis clinicas e laboratoriais e a atividade da doenca
(AR ativa ou em remissao/baixa atividade). A regressao logistica utilizou cada variavel
independente isolada para calcular o odds ratio e o intervalo de confianga de 95%. Os
valores de R-quadrado de Cox e Snell foram utilizados para expressar a importancia
de cada variavel no modelo. Todas as variaveis independentes utilizadas tiveram o
mesmo tamanho e nenhuma transformacéo foi aplicada. Embora ndo tenhamos
realizado analise multivariada, nenhuma variavel apresentou multicolinearidade
perfeita com as demais variaveis estudadas. Para todo o estudo foi considerado para
todo o estudo risco alfa menor ou igual a 5% de cometer erro tipo | ou de 12 espécie
e risco beta menor ou igual a 20% de cometer erro tipo Il ou de 22 espécie. O poder
estatistico foi calculado utilizando o software G*Power’® (versdo 3.1, Dusseldorf,
Alemanha). Os softwares IBM® SPSS Statistics for Mac (versao 29 lancada em 2023
pela IBM Corp., Armonk, Nova lorque, EUA) e Microsoft® Excel for Mac 2023 (versao
16.77.1) foram utilizados para tabulacéo e andlise dos dados.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS E CLINICAS

Os grupos controle (CTR) e AR apresentaram distribuicdo semelhante em
relagcdo a idade, sexo, IMC e CA. A presenca de obesidade, dislipidemia, uso de
estatinas, estado menopausal, uso de terapia de reposicdo hormonal, uso de
contraceptivo hormonal e pratica de atividade fisica ndo diferiram significativamente

entre os grupos (tabela 1).

Tabela1 - Idade, dados antropométricos e clinicos dos grupos CTR e AR

CTR AR P

n=50 n =56
Idade (anos) 56,5 (49,8-65,3) 62,5 (54,5-6,.0) 0,116
Sexo feminino 46 (92,0) 52 (92,9) 1,000
IMC (Kg/m?) 28,2 (25,9-31,3) 28,6 (25,4-31,7) 0,651
CA (cm) 96,0 (91,0-102,5) 96,0 (89,3-106,0) 0,761
Obesidade 16 (32,0) 21 (37,5) 0,684
Dislipidemia 22 (44,0) 18 (32,1) 0,233
Uso de estatinas 10 (20,0) 10 (17,9) 0,808
Pés-menopausa 34 (73,9) 45 (86,5) 0,132
Terapia de reposi¢cao hormonal 5(10,9) 10 (19,2) 0,277
Contraceptivo hormonal 3 (6,5) 0 (0,0) 0,100
Atividade fisica 2 150 min/semana 10 (20,0) 10 (17,9) 0,808

AR, grupo artrite reumatoide; CA, circunferéncia abdominal; CTR, grupo controle; IMC, indice de
massa corporal. Os resultados sao expressos como mediana e intervalo interquartilico (25% e 75%)
ou n (%). Os dados continuos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney e as variaveis
categoricas pelo teste exato de Fisher, conforme apropriado, sempre como analises bilaterais.
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A tabela 2 demonstra a frequéncia de individuos com AR em remissdo de
doenca, baixa atividade de doenca, moderada atividade de doenca e alta atividade
de doenca, conforme o valor do indice DAS28, onde nota-se que a maioria dos

individuos apresentava doenca ativa.

Tabela 2 - indice DAS28 no grupo AR (n = 56)

DAS28 4,15 (3,28-5,03)
Remissao 7 (12,5)

Baixa atividade da doencga 6 (10,7)
Moderada atividade da doencga 31 (55,4)

Alta atividade da doencga 12 (21,4)

AR, grupo artrite reumatoide; DAS28, escore de atividade da
doenga com contagem de 28 articulagdes. Os resultados séo
expressos como mediana e intervalo interquartilico (25% e 75%)
ou n (%).
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No grupo AR, 94,6% de seus integrantes estavam em uso de alguma droga
modificadora do curso da doenca e 14,3% estavam em uso de corticosteroide
(prednisona). Apenas 2 participantes (3,6%) estavam em uso de corticosteroides em
doses iguais ou maiores que 7,5 mg/dia, um em uso de 7,5 mg/dia e outro com 10

mg/dia. A tabela 3 destaca as medicac¢des usadas.

Tabela 3 - Medicamentos utilizados no grupo AR

AR (n = 56)
Drogas n (%)
Prednisona 8 (14,3)
Prednisona dose 2 7,5 mg/dia 2 (3,6)
DMCD sintéticas convencionais 48 (85,7)
Hidroxicloroquina 10 (17,9)
Leflunomida 15 (26,8)
Metotrexato 40 (71,4)
DMCD biolégicas 21 (37,5)
Anti-TNF 16 (28,6)
Abatacepte 1(1,8)
Tocilizumabe 2 (3,6)
Rituximabe 2 (3,6)
DMCD sintéticas alvo-especificas 2 (3,6)
Tofacitinibe 2 (3,6)
Total 53 (94,6)

AR, grupo artrite reumatoide; DMCD, drogas modificadoras do
curso da doencga. Os resultados séo expressos como n (%).
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A divisdo do grupo AR entre participantes com doenca ativa (DAS28 = 3,2) e
com doenca em remissao/baixa atividade de doenca (DAS28 < 3,2) revelou que
idade, sexo, CA e caracteristicas clinicas n&o apresentaram diferenca
estatisticamente significante. O IMC foi significativamente maior no grupo com
doenca ativa. A maioria dos individuos com doenca ativa (72,1%) apresentava

valores de DAS28 compativeis com moderada atividade da doenca (tabelas 4 e 5).

Tabela 4 - |dade, dados antropométricos e clinicos dos grupos AR em
remissao/baixa atividade da doenga e com doenca ativa

AR (n = 56)

Remissao/Baixa Doenca Ativa p
atividade da doenga DAS28 = 3,2
DAS28 <3,2(n=13) (n=43)

Idade (anos) 61 (42,5-63,0) 63 (56,0-68,0) 0,105
Sexo feminino 11 (84,6) 41 (95,3) 0,227
IMC (Kg/m?) 26,5 (23,6-28,8) 29,2 (26,3-33,4) 0,032
CA (cm) 91 (89,5-97,5) 97 (89,0-108,0) 0,072
Obesidade 2 (15,4) 19 (44,2) 0,101
Dislipidemia 4 (30,8) 14 (32,6) 1,000
Uso de estatinas 1(7,7) 9 (20,9) 0,424
Pés-menopausa 9 (81,8) 36 (87,8) 0,630
Terapia de reposi¢cao hormonal 0 10 (24,4) 0,096
Contraceptivo hormonal 0 0 -

Atividade fisica 3(23,1) 7 (16,3) 0,682

2 150 min/semana

AR, grupo artrite reumatoide; CA, circunferéncia abdominal; DAS28, escore de atividade da
doenga com contagem de 28 articulagbes; IMC, indice de massa corporal. Os resultados sdo
expressos como mediana e intervalo interquartilico (25% e 75%) ou n (%). Os dados continuos
foram comparados pelo teste de Mann-Whitney e as variaveis categoéricas pelo teste exato de
Fisher, conforme apropriado, sempre como analises bilaterais.



Tabela 5 - indice DAS28 nos grupos AR em remisséo/ baixa atividade
da doencga e com doenga ativa

AR (n = 56)
Remissao/Baixa Doenca Ativa
atividade DAS28 = 3,2
da doencga (n=43)
DAS28 < 3,2 (n=13)
DAS28 2,55 (2,20-2,94) 4,63 (3,75-5,74)
Remissao 7 (53,8) 0
Baixa atividade da doenga 6 (46,2) 0
Moderada atividade da 0 31(72,1)
doenga
Alta atividade da doenca 0 12 (27,9)

AR, grupo artrite reumatoide; DAS28, escore de atividade da doenga com contagem
de 28 articulagbes. Os resultados sdo expressos como mediana e intervalo
interquartilico (25% e 75%) ou n (%).

5.2 PERFIL LIPiDICO

As concentracdes plasmaticas de LDLc, ndo-HDLc, TG e apoB, bem
como a razdo TG/HDL foram semelhantes entre os grupos CTR e AR. As
concentracdes de CT, HDLc e a razdo CT/apoB foram maiores no grupo AR

em comparacao ao CTR (tabela 6).

47
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Tabela 6 - Perfil lipidico dos grupos CTR e AR

CTR AR p
n=50 n =56
CT (mg/dL) 174 (147-195) 194 (171-206) 0,007
HDLc (mg/dL) 47 (38-54) 55 (43-62) 0,015
LDLc (mg/dL) 103 (83-128) 117 (98-127) 0,125
apoB (mg/dL) 35 (28-40) 35 (30-40) 0,874

ndo-HDLc (mg/dL) 122 (103-145) 139 (118-148) 0,630

TG (mg/dL) 87 (64-119) 96 (71-122) 0,362
TG/HDLc 1,8(1,2-31)  1,8(1,224) 0,735
CT/apoB 50 (4,6-5,7) 55 (5,0-6,0) 0,002

apoB, apolipoproteina B; AR, grupo artrite reumatoide; CT, colesterol
total; CTR, grupo controle; HDL, lipoproteina de densidade alta; LDL,
lipoproteina de densidade baixa; TG, triglicérides. Os resultados séo
expressos como mediana e intervalo interquartilico (25% e 75%). Os
dados foram comparados pelo teste de Mann-Whitney, sempre como
anadlises bilaterais.
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A analise das concentragdes plasmaticas de lipides dos grupos com doenca

ativa e em remissao/baixa atividade da doencga evidenciou menor concentracédo do

HDLc, maiores concentra¢des de TG, maiores valores da razao TG/HDL e menores

valores da razao CT/apoB nos individuos com doencga ativa em comparacido aos em

remissao/baixa atividade de doenca, conforme apresentado na tabela 7.

Tabela 7 - Perfil lipidico dos grupos AR em remissao/baixa atividade de doenca e

com doenca ativa

AR (n = 56)

Remissao/Baixa atividade Doenca Ativa p

de doenca DAS28 < 3.2 DAS28 = 3.2

(n=13) (n=43)
CT (mg/dL) 192 (177-211) 194 (169-204) 0,719
HDLc (mg/dL) 60 (51-75) 50 (43-60) 0,021
LDLc (mg/dL) 109 (100-132) 122 (96-126) 0,662
apoB (mg/dL) 34 (28-37) 35 (30-41) 0,196
ndo-HDLc (mg/dL) 121 (115-146) 140 (120-149) 0,221
TG (mg/dL) 80 (56-88) 104 (77-135) 0,007
TG/HDL 1,1 (0,9-1,7) 1,9 (1,5-3,2) 0,003
CT/apoB 5,8 (5,4-6,7) 5,3 (4,9-5,8) 0,014

apoB, apopolipoproteina B; AR, grupo artrite reumatoide; DAS28, escore de atividade da doenca
com contagem de 28 articulagdes; HDL, lipoproteina de densidade alta; LDL, lipoproteina de
densidade baixa; CT, colesterol total; TG, triglicérides. Os resultados sdo expressos como mediana
e intervalo interquartilico (25% e 75%). Os dados foram comparados pelo teste de Mann-Whitney,

sempre como analises bilaterais.
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5.3 COMPOSICAO DA HDL

A andlise da composi¢do da particula de HDL entre os grupos CTR e AR
evidenciou maior conteudo de FL (HDL-FL) e de apoA-1 (HDL-apoA-1) no grupo AR.
As concentracfes de CT (HDL-CT) e de TG (HDL-TG) foram semelhantes entre os
grupos (tabela 8).

Tabela 8 - Composi¢éo da HDL nos grupos CTR e AR

CTR AR P

n =50 n =56
HDL-CT (mg/dL) 42 (32-53) 46 (39-54) 0,216
HDL-TG (mg/dL) 8 (6-10) 8 (6-11) 0,401
HDL-FL (mg/dL) 84 (67-111) 103 (83-116) 0,002
HDL-apoA-1 (mg/dL) 44 (34-54) 53 (42-60) 0,009

apoA-1, apolipoproteina A-1; AR, grupo artrite reumatoide; CT, colesterol total;
CTR, grupo controle; HDL, lipoproteina de densidade alta; FL, fosfolipides; TG,
triglicérides. Os resultados sao expressos como mediana e intervalo interquartilico
(25% e 75%). Os dados foram comparados pelo teste de Mann-Whitney, sempre
como analises bilaterais.
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Os individuos do grupo com doenga ativa apresentaram menores conteudos
de CT (HDL-CT) e de apoA-1 (HDL-apoA-1) em comparagdo ao grupo em
remissao/baixa atividade de doencga. As concentragdes na HDL de TG (HDL-TG) e de

FL (HDL-FL) foram semelhantes entre os dois grupos (tabela 9).

Tabela 9 - Composicdo da HDL nos grupos AR em
remisséo/baixa atividade de doenga e com doenca ativa

AR (n = 56)

Remissédo/Baixa Doenca Ativa p

atividade de doenca DAS28 2 3.2

DAS28 < 3.2 (n = 43)

(n =13)
HDL-CT (mg/dL) 54 (47-68) 44 (34-51) 0,005
HDL-TG (mg/dL) 7 (6-12) 9 (6-11) 0,696
HDL-FL (mg/dL) 108 (90-128) 99 (79-116) 0,114
HDL-apoAl(mg/dL) 61 (47-69) 49 (39-58) 0,014

apoA-1, apolipoproteina A-1; AR, grupo artrite reumatoide; CT, colesterol total;
CTR, grupo controle; HDL, lipoproteina de densidade alta; DAS28, escore de
atividade da doenga com contagem de 28 articulagdes; FL, fosfolipides; TG,
triglicérides. Notas: Os resultados sdo expressos como mediana e intervalo
interquartilico (25% e 75%). Os dados foram comparados pelo teste de Mann-
Whitney, sempre como analises bilaterais.

5.4 FUNCAO ANTI-INFLAMATORIA DA HDL

A funcéao anti-inflamatéria da HDL foi avaliada por sua capacidade em inibir
a produgao das citocinas IL-6 e TNF em macrofagos diferenciados a partir de células
obtidas da medula 6éssea de camundongos sobrecarregados com colesterol e, a
seguir, expostos a HDL dos individuos dos grupos AR e controle, por 24 h. Apos
lavagem, as células foram incubadas com LPS, como insulto inflamatério, por 24 h. A
concentragao de IL-6 e TNF foi determinada no meio de cultura, por ELISA. Nao foram
observadas diferengas significativas nas concentragdes de IL-6 e de TNF entre os
grupos CTR e AR (figura 6, A e B). O mesmo resultado foi demonstrado comparando
o grupo AR em remissao/baixa atividade de doenga com o grupo AR com doenca ativa
(figura 6, C e D).

Foi observada correlagéo positiva (r = 0,381, p = 0,015) entre a secrecéo de

IL-6 e os valores do escore DAS28 naqueles com doenca ativa.
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Figura 6 - Concentragdes de IL-6 e de TNF nos grupos CTR e AR, e nos grupos AR
com doencga em remissao/baixa atividade da doenca (DAS28 < 3,2) e com doenga
ativa (DAS28 = 3,2)
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Macréfagos diferenciados a partir de células obtidas da medula 6ssea de camundongos foram
sobrecarregados com colesterol e, a seguir, expostos a HDL dos individuos dos grupos AR e controle
(CTR), por 24 h. Apds lavagem, as células foram incubadas com LPS, como insulto inflamatério, por 24
h. As concentracbes de interleucina-6 (IL-6) e de fator de necrose tumoral (TNF) foram determinadas
no meio de cultura, por ELISA. O teste de Mann-Whitney mostrou que ndo houve diferenca entre as
concentracdes de IL-6 (U = 1.004; p = 0,456) e de TNF (U = 1.010; p = 0,484) entre os grupos CTR e
AR (A,B); e ndo houve diferenca entre as concentragdes de IL-6 (U = 170; p = 0,535) e de TNF (U =
181; p = 0,728) entre os grupos AR com doenca em remissdo/baixa atividade da doenca (DAS28 < 3,2)
e com doenca ativa (DAS28 = 3,2) (C,D).

5.5 ELUXO DE COLESTEROL MEDIADO PELA HDL

O efluxo de colesterol dos macrofagos foi semelhante entre as HDL dos
grupos CTR e AR (figura 7A). No entanto, foi reduzido em 16,76% na doencga ativa em
comparagao com a AR de remissao/baixa atividade (figura 7B), com poder estatistico
de 0,82.
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Figura 7 - Efluxo de colesterol mediado pela HDL nos grupos CTR e AR, e nos grupos
AR com doenga em remissao/baixa atividade da doenca (DAS28 < 3,2) e com doencga
ativa (DAS28 = 3,2)
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Efluxo de colesterol mediado pela HDL. Macréfagos derivados da medula oéssea foram
sobrecarregados com LDL acetilada e "“C-colesterol, apos foram expostos as HDL isoladas dos grupos
CTR e AR, e dos grupos AR com doenga em remissao/baixa atividade da doenga (DAS28 < 3,2) e com
doenca ativa (DAS28 = 3,2), como aceptores de colesterol. Os dados foram comparados pelo teste de
Mann-Whitney, sempre como analises bilaterais, entre os grupos CTR e AR (A), e entre os grupos AR
com doenga em remissao/baixa atividade da doenga (DAS28 < 3,2) e com doenga ativa (DAS28 = 3,2)

(B).
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5.6 PREDITORES PARAARTRITE REUMATOIDE ATIVA

Os preditores significativos para AR com doenga ativa sdo mostrados na
tabela 10, os quais foram revelados por modelo de regressao logistica binaria. As
concentracdes do HDLc; a razdo CT/apoB; os conteudos da HDL em CT, FL e apoA-
1; e o efluxo de colesterol mediado pela HDL mostraram serem preditores negativos.

Enquanto, o IMC e as concentragdes plasmaticas de TG foram preditores positivos.

Tabela 10 - Modelo de regressao logistica binaria para o grupo AR com doencga
ativa

Doenca Ativa (DAS28 2 3,2)

n=43
R? Cox-
Snell OR IC 95% P
IMC (Kg/m?) 0,078 1,169 1,004-1,360 0,044
HDLc (mg/dL) 0,137 0,931 0,882-0,984 0,011
TG (mg/dL) 0,137 1,031 1,005-1,057 0,020
CT/apoB 0,139 0,314 0,126-0,781 0,013
HDL-CT (mg/dL) 0,181 0,912 0,853-0,976 0,007
HDL-FL (mg/dL) 0,074 0,973 0,947-1,000 0,048
HDL-apoA-1 (mg/dL) 0,127 0,932 0,882-0,985 0,013
Efluxo de colesterol mediado 0,165 0,738 0,591-0,921 0,007

pela HDL
apoA1, apolipoproteina A-1; apoB, apolipoproteina B; AR, grupo artrite reumatoide; CT, colesterol
total; DAS28, escore de atividade da doenca com contagem de 28 articulagdes; FL, fosfolipides;
HDL, lipoproteina de densidade alta; IMC, indice de massa corporea; R2 Cox-Snell, R quadrado de
Cox e Snell; TG, triglicérides.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliadas as concentracdes dos lipides plasmaticos; a
composicao e as capacidades anti-inflamatdria e de remocgéao do colesterol celular da
HDL isolada de individuos com artrite reumatoide em comparagao aos individuos
controles, e estas variaveis também foram comparadas entre os grupos AR em
remissao/baixa atividade da doenga e com doenca ativa.

A doenca cardiovascular é prevalente na AR e, embora o controle dos fatores
de risco CV tradicionais e o manejo clinico da doenga possam nao mitigar totalmente
o risco de morbidade e mortalidade CV, fatores de risco ndo tradicionais, como
estresse oxidativo e alteracdes no perfil e funcido das lipoproteinas, contribuem para
o risco residual. Os resultados deste estudo enfatizam a importancia potencial da
composicao e funcionalidade do HDL, particularmente na remogao do excesso de
colesterol celular, na previsdo do risco de AR ativa. Considerando a natureza
inflamatoria da AR, isto pode impactar o desenvolvimento de aterosclerose em
individuos com doenga mais ativa.

Os trabalhos cientificos relatam tanto diminuicdo, aumento ou concentracdes
semelhantes de CT e LDLc em individuos com AR em comparagao aos controles, na
maioria dos estudos as concentragdes do HDLc estdo menores ou semelhantes nos
sujeitos com AR quando comparados aos controles. Estas diferengas entre os estudos
podem ser explicadas pela desigualdade das populacbes estudadas e pelos
diferentes graus de atividade da doenca®. No presente estudo, as concentragdes
mais elevadas do HDLc observadas no grupo AR em comparagao ao grupo CTR
podem ser atribuidas ao fato da maioria dos individuos com AR (94,6%) estar em uso
de DMCD. Setenta e um por cento dos individuos com AR estavam em uso de
metotrexato, que por diminuirem o processo inflamatdrio, levariam a elevagéo das
concentracdes do HDLc. Esta suposicéo € corroborada pelo que foi visto no trabalho
de Georgiadis et al.?°, onde foram avaliadas as concentragdes plasmaticas do HDLc
em 58 sujeitos com AR ativa sem tratamento prévio e apos 12 meses de tratamento
com metotrexato e prednisona (7,5 mg/dia), em comparagao a 63 controles saudaveis.
Foi observado que a concentragdo plasmatica do HDLc no grupo com AR pré-
tratamento foi significativamente menor que no grupo controle, enquanto no pos-

tratamento a concentragdo do HDLc revelou ser significativamente mais elevada em
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comparagao aos valores pré-tratamento e aos dos controles. Muitos estudos
abordaram os efeitos dos DMCD, terapias bioldgicas e inibidores da Janus quinase
nos perfis lipidicos plasmaticos. Esses medicamentos promovem a redugdo da
inflamacao e, ao mesmo tempo, sdo alcangadas elevagdes nos niveis plasmaticos do
LDLc e do HDLc®"97. A maioria dos individuos com AR incluidos na presente
investigacdo ja estava sendo tratada com esses medicamentos antes do
recrutamento, o que pode explicar os niveis mais elevados do HDLc no grupo com AR
em comparagéo ao grupo com CTR.

Observou-se maior concentragao plasmatica de CT no grupo AR em contraste
ao grupo CTR. Isto pode ser explicado devido as maiores concentragdes do HDLc no
grupo AR em relagéo aos controles e as concentragdes estatisticamente semelhantes
do LDLc e de TG nos dois grupos. A razdo CT/apoB foi maior nos sujeitos com AR em
comparacgao ao grupo CTR, devido as concentragdes maiores de CT no grupo AR em
relacdo ao grupo CTR, uma vez que as concentracdes de apoB nao apresentaram
diferenca significativa entre estes grupos.

No presente estudo, as concentragdes plasmaticas de TG foram mais elevadas
no grupo AR com doenga ativa em comparacdo ao grupo AR em remissao/baixa
atividade da doencga. Nosso dado esta em consonancia com estudos que mostraram
elevagdo das concentragdes de TG em individuos com AR com doenga ativa®®%°. O
aumento de TG na AR pode ser explicado pela grande liberagcéo de IL-6 e de TNF
ocasionado pelo processo inflamatdrio, a qual resulta em reducéo das concentragdes
da LPL e da lipase hepatica devido regulacdo negativa da expressao génica no nivel
transcricional, o que ao final acarreta diminuicdo da depuragao das particulas ricas
em TG. Esta diminuicdo das concentragdes da LPL prejudica a ativagédo dos
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) colaborando para a
elevagdo dos TG'%,

As concentragcbes de TG foram positivamente associadas com as
concentragdes de LDLs pequenas e densas nos individuos com AR com doenca 0.
No presente trabalho, as razées TG/HDLc e CT/apoB, indices indicativos de formacgao
de LDLs pequenas e densas, apresentaram diferengas significativas entre os grupos
AR com doenca ativa e em remissao/baixa atividade da doenga. A primeira foi maior
e a segunda foi menor, nos individuos com doenga ativa, indicando maior risco

aterogénico nos com doenca ativa.
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Nos participantes com AR com doencga ativa foram evidenciadas menores
concentragcbes do HDLc em comparagdo aos individuos com doenga em
remissao/baixa atividade da doenga. Os estudos sugerem, em geral, que individuos
com AR com doenga ativa apresentam concentragdes plasmaticas menores do HDLc,
e em oposicao a isto, a melhora da inflamagao pode contribuir com aumento na
concentragédo do HDL52%0:192_ Um estudo comparou 56 participantes com AR ativa com
56 em remissdo da doenga e encontrou concentra¢gdes do HDLc significativamente
mais baixos naqueles com doenca ativa’®. A inflamacgao presente na AR reduz a
sintese de apoA-1 e diminui a meia-vida das particulas de HDL no plasma contribuindo
para as concentragdes menores do HDLc em individuos com AR com doencga ativa
em comparagao com doenga em remissao/baixa atividade. A particula de HDL exibe
um aumento no conteudo sérico de amiloide A (SAA) e uma diminui¢do no conteudo
de apoA-1 durante a resposta de fase aguda. Além disso, ha diminuicdao LCAT, CETP,
lipase hepatica (HL) e PON1. A fosfolipase A2 secretora (sPLA2) é ativada pela SAA,
que desloca a apoA-1 das particulas de HDL e aumenta o catabolismo do HDL,
contribuindo para a redugao das concentragdes do HDLc. A expressao reduzida de
CETP observada durante a resposta de fase aguda esta ligada a diminuicdo da
atividade do receptor do retinoide X (RXR)/receptor X do figado (LXR) no figado'%4.
As concentragdes de sPLA2 foram associados a presenca de doencga aterosclerética
subclinica e a gravidade da doenga em individuos com AR precoce’®. A
superexpressao da lipase endotelial (EL), que possui atividade de fosfolipase A-1,
reduz as concentragdes do HDLc, enquanto a inibicdo da EL aumenta as
concentragcdes do HDLc. Foi demonstrado que o tratamento de células endoteliais
cultivadas com TNF ou IL-1 beta ocasionou superexpressdo da EL, reduzindo as
concentracdes do HDLc. Se resultados semelhantes ocorrerem in vivo, isso também
poderia explicar as concentragdes mais baixas do HDLc observadas nos individuos
com AR ativa no presente estudo®1%,

Ha muitos dados demonstrando que a composicdo da HDL é mais determinante
de suas capacidades funcionais do que as concentragdes plasmaticas do HDLc'%’. No
entanto, a literatura cientifica possui poucos artigos que avaliem a composicao da HDL
na AR e em outras doencgas autoimunes, e estes diferem nos resultados observados;
estas discrepancias provavelmente ocorrem devido as diferencas nas populacdes
avaliadas e ao grau de atividade inflamatdria. No presente estudo, as concentragoes

de FL e de apoA-1 na particula de HDL foram maiores no grupo AR em comparagao
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ao grupo CTR; enquanto os sujeitos com AR com doenga ativa apresentaram menores
conteudos da HDL em CT e em apoA-1 quando confrontados aos com doenga em
remissao/baixa atividade da doencga. Alguns trabalhos revelam diminuicdo do
conteudo em FL e em colesterol total das HDLs isoladas de pessoas com
psoriase®197 O aumento de FL na HDL dos integrantes do grupo AR visto em nosso
estudo poderia ser explicado devido a maior atividade da proteina de transferéncia de
fosfolipides (PLTP) vista nos individuos com AR'%. Estudos da protedmica da HDL
isolada de sujeitos com AR e psoriase apresentaram varias alteragdes na composigao
proteica da HDL'%, as particulas de HDL de individuos com psoriase de moderado a
elevado grau de comprometimento apresentam redugdo no conteudo da HDL em
apoA-138, 0o mesmo foi apontado no nosso estudo nos individuos com AR com doenca
ativa. Individuos com doengas autoimunes apresentaram mudancga protebmica da
HDL, e uma das principais alteragbes observadas é o deslocamento da apoA-1 pelo
SSA, levando a reducéao de apoA-1 na HDL. Em conjunto, ha modificagdes no lipidoma
da HDL, com reducgéo dos contetdos da HDL em colesterol e em FL38. Watanabe et
al.’% nao observaram diferencas significativas nas concentragées de apoA-1 na HDL
de sujeitos com AR ativa em comparagao aos com baixa atividade da doencga. Por
outro lado, Charles-Schoeman et al.” ao avaliarem individuos com AR com HDL pré-
inflamatdria, sendo que a maioria destes sujeitos apresentava doenca com alta
atividade inflamatodria, notaram que estes apresentaram maior conteudo da HDL em
apoA-1 comparados aos com AR com HDL anti-inflamatdria, assim como, quando
comparados aos controles. No entanto, ndo foi notada diferenca significativa no
conteudo da HDL em apoA-1 dos participantes do grupo total com AR (sem subdividi-
los em com HDL pré ou anti-inflamatéria) em relagéo aos controles.

No presente estudo, o conteudo de CT e de apoA-1 nas particulas de HDL
foram mais baixas em individuos com AR ativa em comparacdo com aqueles com
doenca em remissao/baixa atividade da doenca, o que pode ter impactado a
capacidade da HDL em mediar o efluxo de colesterol dos macréfagos. A inflamagao
nao apenas diminui as concentragdes do HDLc, mas também reduz o conteudo de CE
e de apoA-1 das particulas da HDL'°,

A atividade da doenga traz muitas consequéncias indesejaveis para a particula
da HDL. Muitos estudos ja evidenciaram que um estado inflamatorio poderia
prejudicar o principal efeito ateroprotetor da HDL®. As caracteristicas habituais da HDL

ficam comprometidas, incluindo o seu papel na via reversa de transporte do colesterol,
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com piora da CEC da HDL, bem como aumento do FL oxidado na LDL e inducéo da
migracdo de mondcitos, acabando por reduzir as fungbes ateroprotetoras e
aumentando o risco de DCV’. No contexto da inflamacao, a expressao e atividade da
PON1 hepatica diminuem, contribuindo potencialmente para o aumento da oxidagao
da LDL®'. As citocinas pro-inflamatorias diminuem a sintese de apoA-1 e a expressao
dos transportadores ABCA-1 e ABCG-1, do receptor SR- B1 e da apolipoproteina E
em macrofagos, levando a um efluxo menor de colesterol para a HDL. A expresséo de
SR-B1 é regulada por PPARs e pelo receptor farneséide X (FXR). Consequentemente,
a reducao nas atividades do PPAR/receptor do retinoide X (RXR) e do FXR/RXR no
figado podem mediar o declinio de SR-B1 durante a resposta de fase aguda, levando
a diminuicdo da entrega de ésteres de colesterol aos hepatocitos'-13. O HDL
estruturalmente modificado pela inflamac&o é um fraco aceitador de colesterol celular
e pode até transferir o colesterol de volta aos macréfagos. As citocinas inflamatdrias
diminuem a sintese e a atividade da LCAT, diminuindo a geracdo de colesterol
esterificado, o que reduz tanto a produgdo de HDL esférico normal quanto a
capacidade da HDL de transportar colesterol para o figado e para érgéos
esteroidogénicos’.

Na presente investigacdo, a capacidade intrinseca da HDL de remover o
colesterol celular foi semelhante quando comparamos o grupo CTR com o grupo AR
incluindo todos os niveis de atividade da doenca. Por outro lado, ao dividir os
individuos com AR de acordo com o estagio inflamatério da doenga, foi observada
reducao de 16,76% no efluxo de colesterol dos macréfagos mediado pela HDL isolada
de individuos com AR ativa em comparagao ao HDL de individuos com a doenga em
remissao /baixa atividade. Este achado concorda com o conceito de que a inflamacao
afeta a fungédo da HDL e esta relacionada a um risco CV mais pronunciado. Charles-
Schoeman et al.®® encontraram resultados semelhantes, nao relatando diferenga no
efluxo de colesterol entre pacientes com AR e controles saudaveis. No entanto, é
importante notar que, ao contrario da presente investigagao, os autores empregaram
um método diferente para obter HDL e ndo abordaram a composigcao das particulas
de HDL ou o seu papel na previsédo da atividade da doenca.

A capacidade do soro depletado de apoB, consistindo apenas de HDL como
componente lipoproteico, de mediar a CEC de macréfagos tem sido diretamente
associada a protecdo CV em varios ensaios clinicos, independentemente da

concentragéo plasmatica do HDLc'"4. Ronda et al.'® observaram menor CEC mediada
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por soro de individuos com AR em comparagdo aos controles. Além disso, a CEC
estava prejudicada em individuos com AR com alta atividade da doenga em
comparagao com aqueles com baixa atividade da doenca. A reducdo da CEC foi
atribuida a via mediada pelo ABCG-1, com associagdo inversa com a atividade da
doencga, destacando o impacto da inflamacéo na fungdo da HDL. Nao houve diferenga
no efluxo mediado por soro através do SR-B1, do ABCA-1 ou da difusdo aquosa em
individuos com AR em comparagdo com controles'®.

A CEC mediada por ABCA-1 foi associada a menor numero e progressao de
placas aterogénicas em individuos com baixa concentracdo de PCR, ndo usuarios de
prednisona e em uso de DMCD bioldgicas na avaliagao inicial. Curiosamente, a CEC
foi associada a rapida progressao da aterosclerose naqueles com alta concentragao
de PCR na avaliacao inicial, usuarios de prednisona e ndo usuarios de metotrexato
ou DMCD biolégicas. Isto sugere que a CEC mediada por ABCA-1 contribui para um
estado pré-aterogénico quando a AR n&o esta sob controle inflamatério™S.

Weber et al.''” nao encontraram alteragbes na CEC em individuos com AR
divididos em dois grupos: um com aumento e outro com diminui¢gdo da PCR =10 mg/L
em duas consultas anuais consecutivas. Porém, conforme mencionado pelos autores,
o estudo apresentou limitagdes, pois diferentes razées contribuiram para o aumento
da inflamagdo observado nos participantes, além da AR, incluindo a presenca
concomitante de infecgdes, traumas e outras condigées'”. Um estudo anterior do
mesmo grupo mostrou que reducdo na inflamagédo estava associada a melhoria
significativa na CEC da HDL"8,

Numa revisdo sistematica e meta-analise, com 11 estudos eleitos (6
observacionais e 5 de intervencao), foi determinada a CEC, quer seja pelo soro isento
(na maioria dos estudos) em apoB ou pela HDL isolada de individuos com AR. N&o
houve diferenca na CEC apesar da reducao da concentracdo do HDLc naquelas com
AR, comparadas a controles saudaveis. Em dois estudos de intervengao, a CEC nos
individuos com AR foi melhorada a despeito de n&o ocorrer variagao na concentragao
do HDLc, ap6s o tratamento com drogas modificadoras do curso da doenca
(DMCD)"S,

Na inflamacdo, a oxidacdo da HDL exerce efeitos pro-inflamatérios nos
monadcitos, promovendo a regulagao positiva do receptor beta do fator de crescimento
derivado de plaquetas, aumentando assim sua quimiotaxia e liberacdo de TNF.

Monécitos de individuos com baixas concentragdes do HDLc exibiram expressao
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aumentada de genes inflamatérios, incluindo TNF38. Além disso, os mondcitos podem
se diferenciar em macrofagos M1 classicamente ativados, promovendo a inflamacao,
e macréfagos M2 envolvidos na resolugdo da inflamagéao. Fatores humorais podem
alterar o equilibrio entre macrofagos M1 e M2; e em camundongos, a HDL aumentou
a expressao de marcadores de macréfagos M2, levando a mudancgas significativas no
conteudo e nas caracteristicas dos macréfagos derivados de mondcitos, bem como a
regressao de placas ateroscleroticas'. A andlise do papel da HDL na mitigagéo da
disfuncéo endotelial, conforme indicado por meio da producgao de IL-6, mostrou menor
eficacia em individuos com baixas concentragdes plasmaticas do HDLc em
comparagdo com aqueles com concentragbes médias ou altas'?!. Além disso, em
camundongos com artrite induzida por colageno, a administragdo da HDL reduziu as
concentragdes de IL-6 e TNF em comparagdo com animais ndo tratados'42.

Inesperadamente, ao testar a capacidade da HDL em reduzir a secre¢ao de
citocinas inflamatoérias em macrofagos insultados com LPS, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos CTR e AR, nem entre os grupos AR (remisséo/baixa
atividade vs. doenga ativa). No entanto, foi observada uma correlagao positiva entre
a secrecao de IL-6 e os valores do escore DAS28 nos individuos com AR ativa,
indicando que a redugao da atividade anti-inflamatéria da HDL esta relacionada a
doenca ativa. E importante considerar que o comprometimento da HDL no efluxo de
colesterol, conforme demonstrado neste estudo, pode impactar a resposta
inflamatdria. O acumulo intracelular de colesterol, bem como o consequente aumento
do estresse oxidativo e do estresse do reticulo endoplasmatico (RE), desencadeiam
vias inflamatdrias que podem piorar a progressao clinica da AR. Essas vias incluem a
ativacao de vias apoptoéticas e do inflamassoma, que desencadeiam a morte celular
por piroptose, ligando complicagdes reumatoldgicas inflamatorias a aterosclerose’?3.
Portanto, pode-se inferir que o comprometimento da fungdo da HDL na remocéao do
colesterol pode, em longo prazo, estimular a inflamacao e até mesmo comprometer
sua atividade anti-inflamatéria. O papel da HDL isolada de individuos com AR no
estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e na ativagdo do inflamassoma deve ser
mais investigado. Vale ressaltar que a remog¢ao do excesso de colesterol, além de
reduzir o acumulo intracelular de esteradis, limita o estresse oxidativo e inflamatoério
qgue acompanha a evolugéo da placa aterosclerética’.

O efluxo de colesterol mediado pela HDL reduz o conteudo e a sinalizagao do

TLR-4 nos macréfagos, levando a uma diminuicdo na liberagdo de citocinas
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inflamatorias'?®. Neste trabalho, conforme demonstrado pela analise de regressio
logistica binaria, descobriu-se que a remog¢ao do colesterol celular pela HDL aumenta
o0 OR da AR progredir para uma forma clinica ativa. Os resultados da presente
investigacdo demonstraram que o aumento do HDLc, da relagcdo CT/apoB e do
conteudo da HDL em CT, bem como em FL e em apoA-1 foram associados a uma
diminuicdo da OR para doencga ativa em individuos com AR em 6,9%, 68,6%, 8,8%,
2,7% e 6,8%, respectivamente. A redugcédo na porcentagem de efluxo de colesterol
mediado pela HDL elevou em 26,2% o OR de um individuo com AR ter doencga ativa.
Neste contexto, deve-se considerar um ciclo vicioso, onde a perda da funcionalidade
da HDL contribui para a AR ativa, que, através do aumento do insulto inflamatdrio,
exacerba a reducado da funcionalidade da HDL, agravando assim o risco de doenga
macrovascular aterosclerética.

A perda da funcionalidade da HDL também pode ajudar a compreender melhor
o paradoxo lipidico descrito em individuos com AR, onde observa-se alto risco CV
apesar das baixas concentracdes plasmaticas de CT e LDLc. Além disso, as
inconsisténcias em relacéo aos lipidios plasmaticos e DCV na AR também podem ser
explicadas pelo pequeno numero de individuos incluidos em alguns estudos, bem
como pela consideravel heterogeneidade relacionada a doenca e a diversidade
demografica dos estudos®.

Este estudo estimou o OR para a associacdo entre os diferentes niveis de
atividade inflamatéria da AR e as concentracdes plasmaticas do HDLc, a composicao
e a funcionalidade da particula de HDL. Contudo, uma vez que os estudos
transversais ndo podem estabelecer causalidade, futuros estudos longitudinais devem
explorar relagdes de causa e efeito. Com base nos critérios de inclusdo do estudo, o
grupo remissao/baixa atividade teve um numero pequeno de participantes incluidos,
0 que pode representar uma limitacdo da presente investigagdo. Considerando o
pequeno tamanho da amostra, nao foi realizada analise multivariada. Apesar disso, o
R-quadrado e o poder estatistico calculados alcangaram valores adequados.

Os achados deste estudo demonstram que a composicdo e funcdo da HDL
podem influenciar o risco de DCV na AR, afetando o perfil inflamatério da doencga.
Estes resultados devem ser validados através de ensaios clinicos maiores e de longo
prazo para melhor estabelecer a relagdo temporal entre a disfungdo da HDL e a
atividade da AR.
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7. CONCLUSAO

Os individuos com AR ativa apresentaram menor concentragao plasmatica do
HDLc, maiores concentragcbes de TG, maiores valores da razdo TG/HDL, menores
valores da razdo CT/apoB, menores conteudos de CT (HDL-CT) e de apoA-1 (HDL-
apoA-1) em comparagao aos em remissao/baixa atividade de doenca, demonstrando
um perfil lipidico mais aterogénico na AR com maior atividade inflamatéria.

A capacidade da HDL em reduzir a secrecao de citocinas inflamatérias em
macrdéfagos insultados com LPS, foi semelhante entre os grupos CTR e AR, e entre
os grupos AR em remissao/baixa atividade e com doenga ativa. No entanto, foi
observada uma correlagao positiva entre a secrecao de IL-6 e os valores do escore
DAS28 nos individuos com AR ativa, indicando que a redugdo da atividade anti-
inflamatdria da HDL pode estar relacionada a doenca ativa.

O efluxo de colesterol dos macrofagos mediado pela HDL foi reduzido nos
participantes com AR com doenga ativa em comparacdo aos com AR em
remissao/baixa atividade.

A concentracao plasmatica do HDLc; a razao CT/apoB; os conteudos da HDL
em CT, FL e apoA-1; e o efluxo de colesterol mediado pela HDL foram preditores
negativos para AR ativa. Enquanto, o IMC e as concentragdes plasmaticas de TG
foram preditores positivos.

Os achados deste estudo sugerem que as concentragdes plasmaticas do HDLc

e de TG, a composicéo e a funcionalidade da HDL afetam o perfil inflamatério da AR.



64

REFERENCIAS

1. Carbone F, Bonaventura A, Liberale L, Paolino S, Torre F, Dallegri F, et al.
Atherosclerosis in Rheumatoid Arthritis: Promoters and Opponents. Clinical Reviews
in Allergy & Immunology. 2020 Feb 1;58. doi: 10.1007/s12016-018-8714-z.

2. Wilson PW, Abbott RD, Castelli WP. High density lipoprotein cholesterol and
mortality. The Framingham Heart Study. Arteriosclerosis. 1988;8(6):737—-41. doi:
10.1161/01.atv.8.6.737.

3. Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults. Executive Summary of The Third Report of The National
Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, And
Treatment of High Blood Cholesterol In Adults (Adult Treatment Panel I1). JAMA. 2001
May 16;285(19):2486-97. doi: 10.1001/jama.285.19.2486.

4. Siddigi HK, Kiss D, Rader D. HDL-cholesterol and cardiovascular disease:
rethinking our approach. Curr Opin Cardiol. 2015 Sep;30(5):536—42. doi:
10.1097/HCO.0000000000000211.

5. Bartlett J, Predazzi IM, Williams SM, Bush WS, Kim Y, Havas S, et al. Is Isolated
Low High-Density Lipoprotein Cholesterol a Cardiovascular Disease Risk Factor? New
Insights From the Framingham Offspring Study. Circ Cardiovasc Qual Outcomes. 2016
May;9(3):206—12. doi: 10.1161/CIRCOUTCOMES.115.002436.

6. Ansell BJ, Navab M, Hama S, Kamranpour N, Fonarow G, Hough G, et al.
Inflammatory/antiinflammatory properties of high-density lipoprotein distinguish
patients from control subjects better than high-density lipoprotein cholesterol levels
and are favorably affected by simvastatin treatment. Circulation. 2003 Dec
2;108(22):2751-6. doi: 10.1161/01.CIR.0000103624.14436.4B.

7. Charles-Schoeman C, Watanabe J, Lee YY, Furst DE, Amjadi S, Elashoff D, et
al. Abnormal function of high-density lipoprotein is associated with poor disease control
and an altered protein cargo in rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 2009
Oct;60(10):2870-9. doi: 10.1002/art.24802.

8. G HB, Rao VS, Kakkar VV. Friend Turns Foe: Transformation of Anti-
Inflammatory HDL to Proinflammatory HDL during Acute-Phase Response.
Cholesterol. 2011;2011:274629. doi: 10.1155/2011/274629.

9. Madsen CM, Varbo A, Nordestgaard BG. Novel Insights From Human Studies
on the Role of High-Density Lipoprotein in Mortality and Noncardiovascular Disease.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2021 Jan;41(1):128-40. doi:
10.1161/ATVBAHA.120.314050.

10. England BR, Thiele GM, Anderson DR, Mikuls TR. Increased cardiovascular
risk in rheumatoid arthritis: mechanisms and implications. BMJ. 2018 Apr
23;361:k1036. doi: 10.1136/bmj.k1036.

11. Ormseth MJ, Stein CM. HDL Function in Rheumatoid Arthritis. Curr Opin Lipidol.
2016 Feb;27(1):67-75. doi: 10.1097/MOL.0000000000000256.

12.  van der Woude D, van der Helm-van Mil AHM. Update on the epidemiology, risk
factors, and disease outcomes of rheumatoid arthritis. Best Pract Res Clin Rheumatol.



65

2018 Apr;32(2):174-87. doi: 10.1016/j.berh.2018.10.005.

13.  Almutairi K, Nossent J, Preen D, Keen H, Inderjeeth C. The global prevalence
of rheumatoid arthritis: a meta-analysis based on a systematic review. Rheumatol Int.
2021 May;41(5):863—77. doi: 10.1007/s00296-020-04731-0.

14. da Mota LMH, Cruz BA, Brenol CV, Pereira IA, Fronza LSR, Bertolo MB, et al.
2011 Consensus of the Brazilian Society of Rheumatology for diagnosis and early
assessment of rheumatoid arthritis. Rev Bras Reumatol. 2011;51(3):199-219.

15. Marques Neto JF, Gongalves ET, Langen LF de OB, Cunha M de FL,
Radominski S, Oliveira SM de, et al. Estudo multicéntrico da prevaléncia da artrite
reumatdide do adulto em amostras da populagao brasileira. Rev bras reumatol.
1993;169-73.

16.  Figus FA, Piga M, Azzolin |, McConnell R, lagnocco A. Rheumatoid arthritis:
Extra-articular manifestations and comorbidities. Autoimmunity Reviews. 2021
Apr;20(4):102776. doi: 10.1016/j.autrev.2021.102776.

17. Gravallese EM, Firestein GS. Rheumatoid Arthritis - Common Origins,
Divergent Mechanisms. N Engl J Med. 2023 Feb 9;388(6):529-42. doi:
10.1056/NEJMra2103726.

18. Adaptado de BioRender [Internet]. 2024. Available from:
https://www.biorender.com/

19.  Mclnnes IB, Schett G. The Pathogenesis of Rheumatoid Arthritis. N Engl J Med.
2011 Dec 8;365(23):2205-19. doi: 10.1056/NEJMra1004965.

20. Aletaha D, Neogi T, Silman AJ, Funovits J, Felson DT, Bingham CO, et al. 2010
Rheumatoid  arthritis  classification  criteria:  an  American  College  of
Rheumatology/European League Against Rheumatism collaborative initiative. Arthritis
Rheum. 2010 Sep;62(9):2569-81. doi: 10.1136/ard.2010.138461.

21. Myasoedova E, Davis JM, Crowson CS, Gabriel SE. Epidemiology of
Rheumatoid Arthritis: Rheumatoid Arthritis and Mortality. Curr Rheumatol Rep. 2010
Oct;12(5):379-85. doi: 10.1007/s11926-010-0117-y.

22. Avina-Zubieta JA, Choi HK, Sadatsafavi M, Etminan M, Esdaile JM, Lacaille D.
Risk of cardiovascular mortality in patients with rheumatoid arthritis: a meta-analysis
of observational studies. Arthritis Rheum. 2008 Dec 15;59(12):1690-7. doi:
10.1002/art.24092.

23. Dijkshoorn B, Raadsen R, Nurmohamed MT. Cardiovascular Disease Risk in
Rheumatoid Arthritis Anno 2022. JCM. 2022 May 11;11(10):2704. doi:
10.3390/jcm11102704.

24. Arida A, Protogerou A, Kitas G, Sfikakis P. Systemic Inflammatory Response
and Atherosclerosis: The Paradigm of Chronic Inflammatory Rheumatic Diseases.
[JMS. 2018 Jun 27;19(7):1890. doi: 10.3390/ijms19071890.

25. Passarelli M, Nakandakare ER. Lipoproteinas. In: Quintdo ECR, Nakandakare
ER, Passarelli M. Lipides do metabolismo a aterosclerose. 12. ed. Sdo Paulo: Sarvier;
2011. p. 1-88.

26. Forti N, Diament J. Lipoproteinas de alta densidade: aspectos metabdlicos,


https://www.mdpi.com/1422-0067/19/7/1890

66

clinicos, epidemioldgicos e de intervencgao terapéutica. Atualizagdo para os clinicos.
Arq Bras Cardiol. 2006 Nov;87(5):671-9. doi: 10.1590/S0066-782X2006001800019.

27. Adorni MP, Ronda N, Bernini F, Zimetti F. High Density Lipoprotein Cholesterol
Efflux Capacity and Atherosclerosis in Cardiovascular Disease: Pathophysiological
Aspects and Pharmacological Perspectives. Cells. 2021 Mar 5;10(3):574. doi:
10.3390/cells10030574.

28. Rohatgi A, Westerterp M, von Eckardstein A, Remaley A, Rye KA. HDL in the
21st Century: A Multifunctional Roadmap for Future HDL Research. Circulation. 2021
Jun 8;143(23):2293-309. doi: 10.1161/CIRCULATIONAHA.120.044221.

29. Ouimet M, Barrett TJ, Fisher EA. HDL and Reverse Cholesterol Transport:
Basic Mechanisms and Their Roles in Vascular Health and Disease. Circ Res. 2019
May 10;124(10):1505-18. doi: 10.1161/CIRCRESAHA.119.312617.

30. Brites F, Martin M, Guillas I, Kontush A. Antioxidative activity of high-density
lipoprotein (HDL): Mechanistic insights into potential clinical benefit. BBA Clinical.
2017 Dec;8:66—-77. doi: 10.1016/j.bbacli.2017.07.002.

31.  Ashen MD, Blumenthal RS. Clinical practice. Low HDL Cholesterol Levels. N
Engl J Med. 2005 Sep 22;353(12):1252-60. doi: 10.1056/NEJMcp044370.

32. Sviridov D, Nestel P. Dynamics of reverse cholesterol transport: protection
against atherosclerosis. Atherosclerosis. 2002 Apr;161(2):245-54. doi:
10.1016/s0021-9150(01)00677-3.

33. Brewer HB. High-Density Lipoproteins: A New Potential Therapeutic Target for
the Prevention of Cardiovascular Disease. ATVB. 2004 Mar;24(3):387-91. doi:
10.1161/01.ATV.0000121505.88326.d2.

34.  Phillips MC. Molecular mechanisms of cellular cholesterol efflux. J Biol Chem.
2014 Aug 29;289(35):24020-9. doi: 10.1074/jbc.R114.583658.

35. Leanga CC, Passarelli M, Nakandakare ER, Quintdo ECR. HDL: o yin-yang da
doenca cardiovascular. Arq Bras Endocrinol Metab. 2010 Dec;54(9):777-84. doi:
10.1590/S0004-27302010000900002.

36. Xiang AS, Kingwell BA. Rethinking good cholesterol: a clinicians’ guide to
understanding HDL. Lancet Diabetes Endocrinol. 2019 Jul;7(7):575-82. doi:
10.1016/S2213-8587(19)30003-8.

37. Madsen CM, Varbo A, Nordestgaard BG. Extreme high high-density lipoprotein
cholesterol is paradoxically associated with high mortality in men and women: two
prospective cohort studies. Eur Heart J. 2017 Aug 21;38(32):2478-86. doi:
10.1093/eurheartj/ehx163.

38. Bonacina F, Pirillo A, Catapano AL, Norata GD. HDL in Immune-Inflammatory
Responses: Implications beyond Cardiovascular Diseases. Cells. 2021 Apr
29;10(5):1061. doi: 10.3390/cells10051061.

39. Parra ES, Panzoldo NB, Zago VH de S, Scherrer DZ, Alexandre F, Bakkarat J,
et al. HDL size is more accurate than HDL cholesterol to predict carotid subclinical
atherosclerosis in individuals classified as low cardiovascular risk. PLoS One.
2014;9(12):e114212. doi: 10.1371/journal.pone.0114212.


https://doi.org/10.1590/S0066-782X2006001800019
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.119.312617
https://doi.org/10.1590/S0004-27302010000900002

67

40. Sviridov D, Mukhamedova N, Remaley AT, Chin-Dusting J, Nestel P.
Antiatherogenic functionality of high density lipoprotein: how much versus how good.
J Atheroscler Thromb. 2008 Apr;15(2):52—62. doi: 10.5551/jat.e571. Epub 2008 Apr 3.

41. Negre-Salvayre A, Dousset N, Ferretti G, Bacchetti T, Curatola G, Salvayre R.
Antioxidant and cytoprotective properties of high-density lipoproteins in vascular cells.
Free Radic Biol Med. 2006 Oct 1;41(7):1031-40. doi:
10.1016/j.freeradbiomed.2006.07.006.

42. Trakaki A, Marsche G. Current Understanding of the Immunomodulatory
Activities of High-Density Lipoproteins. Biomedicines. 2021 May 21;9(6):587. doi:
10.3390/biomedicines9060587.

43. Cho KH. The Current Status of Research on High-Density Lipoproteins (HDL):
A Paradigm Shift from HDL Quantity to HDL Quality and HDL Functionality. Int J Mol
Sci. 2022 Apr 2;23(7):3967. doi: 10.3390/ijms23073967.

44. Kurano M, Yatomi Y. Sphingosine 1-Phosphate and Atherosclerosis. J
Atheroscler Thromb. 2018 Jan 1;25(1):16-26. doi: 10.5551/jat.RV17010.

45. Norata GD, Pirillo A, Ammirati E, Catapano AL. Emerging role of high density
lipoproteins as a player in the immune system. Atherosclerosis. 2012 Jan;220(1):11—
21. doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2011.06.045.

46. Tolle M, Pawlak A, Schuchardt M, Kawamura A, Tietge UJ, Lorkowski S, et al.
HDL-Associated Lysosphingolipids Inhibit NAD(P)H Oxidase-Dependent Monocyte
Chemoattractant  Protein-1  Production. ATVB. 2008 Aug;28(8):1542-8.
doi: 10.1161/ATVBAHA.107.161042.

47. Sezgin E, Levental |, Mayor S, Eggeling C. The mystery of membrane
organization: composition, regulation and roles of lipid rafts. Nat Rev Mol Cell Biol.
2017 Jun;18(6):361-74. doi: 10.1038/nrm.2017.16.

48. Wang SH, Yuan SG, Peng DQ, Zhao SP. HDL and ApoA-I inhibit antigen
presentation-mediated T cell activation by disrupting lipid rafts in antigen presenting
cells. Atherosclerosis. 2012 Nov;225(1):105-14. doi:
10.1016/j.atherosclerosis.2012.07.029.

49.  Sviridov D, Mukhamedova N, Miller YI. Lipid rafts as a therapeutic target. J Lipid
Res. 2020 May;61(5):687-95. doi: 10.1194/jir. TR120000658.

50. Lemaire-Ewing S, Lagrost L, Néel D. Lipid rafts: a signalling platform linking
lipoprotein metabolism to atherogenesis. Atherosclerosis. 2012 Apr;221(2):303-10.
doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2011.10.016.

51. Van Lenten BJ, Hama SY, de Beer FC, Stafforini DM, Mcintyre TM, Prescott
SM, et al. Anti-inflammatory HDL becomes pro-inflammatory during the acute phase
response. Loss of protective effect of HDL against LDL oxidation in aortic wall cell
cocultures. J Clin Invest. 1995 Dec;96(6):2758-67. doi: 10.1172/JC1118345.

52. Myasoedova E, Crowson CS, Kremers HM, Roger VL, Fitz-Gibbon PD,
Therneau TM, et al. Lipid paradox in rheumatoid arthritis: the impact of serum lipid
measures and systemic inflammation on the risk of cardiovascular disease. Ann
Rheum Dis. 2011 Mar;70(3):482-7. doi: 10.1136/ard.2010.135871.

53. Navarro-Millan |, Yang S, DuVall SL, Chen L, Baddley J, Cannon GW, et al.


https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.107.161042

68

Association of hyperlipidaemia, inflammation and serological status and coronary heart
disease among patients with rheumatoid arthritis: data from the National Veterans
Health Administration. Ann Rheum Dis. 2016 Feb;75(2):341-7. doi:
10.1136/annrheumdis-2013-204987.

54. Karpouzas GA, Ormseth SR, Ronda N, Hernandez E, Budoff MJ. Lipoprotein
oxidation may underlie the paradoxical association of low cholesterol with coronary
atherosclerotic risk in rheumatoid arthritis. J Autoimmun. 2022 May;129:102815. doi:
10.1016/j.jaut.2022.102815.

55. Weber BN, Giles JT, Liao KP. Shared inflammatory pathways of rheumatoid
arthritis and atherosclerotic cardiovascular disease. Nat Rev Rheumatol. 2023
Jul;19(7):417-28. doi: 10.1038/s41584-023-00969-7.

56. Popova V, Geneva-Popova M, Kraev K, Batalov A. Assessment of TNF-a
expression in unstable atherosclerotic plaques, serum IL-6 and TNF-a levels in
patients with acute coronary syndrome and rheumatoid arthritis. Rheumatol Int. 2022
Sep;42(9):1589-96. doi: 10.1007/s00296-022-05113-4.

57. Mangoni AA, Zinellu A. A systematic review and meta-analysis of circulating
adhesion molecules in rheumatoid arthritis. Inflamm Res. 2024 Mar;73(3):305-27. doi:
10.1007/s00011-023-01837-6.

58. Charles-Schoeman C, Lee YY, Grijalva V, Amjadi S, FitzGerald J, Ranganath
VK, et al. Cholesterol efflux by high density lipoproteins is impaired in patients with
active rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis. 2012 Jul ;71(7):1157-62. doi:
10.1136/annrheumdis-2011-200493.

59. Mantel A, Holmqvist M, Nyberg F, Tornling G, Frisell T, Alfredsson L, et al. Risk
Factors for the Rapid Increase in Risk of Acute Coronary Events in Patients With New-
Onset Rheumatoid Arthritis: A Nested Case—Control Study. Arthritis & Rheumatology.
2015 Nov;67(11):2845-54. doi: 10.1002/art.39267.

60. Solomon DH, Reed GW, Kremer JM, Curtis JR, Farkouh ME, Harrold LR, et al.
Disease activity in rheumatoid arthritis and the risk of cardiovascular events. Arthritis
Rheumatol. 2015 Jun;67(6):1449-55. doi: 10.1002/art.39098.

61. Arts EEA, Fransen J, den Broeder AA, Popa CD, van Riel PLCM. The effect of
disease duration and disease activity on the risk of cardiovascular disease in
rheumatoid arthritis patients. Ann Rheum Dis. 2015 Jun;74(6):998-1003. doi:
10.1136/annrheumdis-2013-204531.

62. McMahon M, Grossman J, FitzGerald J, Dahlin-Lee E, Wallace DJ, Thong BY,
et al. Proinflammatory high-density lipoprotein as a biomarker for atherosclerosis in
patients with systemic lupus erythematosus and rheumatoid arthritis. Arthritis &
Rheumatism. 2006 Aug;54(8):2541-9. doi: 10.1002/art.21976.

63. Rosso LG, Lhomme M, Merono T, Sorroche P, Catoggio L, Soriano E, et al.
Altered lipidome and antioxidative activity of small, dense HDL in normolipidemic
rheumatoid arthritis: Relevance of inflammation. Atherosclerosis. 2014 Dec
1,237(2):652—60. doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2014.09.034.

64. Greco D, Gualtierotti R, Agosti P, Adorni MP, Ingegnoli F, Rota M, et al. Anti-
atherogenic Modification of Serum Lipoprotein Function in Patients with Rheumatoid
Arthritis after Tocilizumab Treatment, a Pilot Study. J Clin Med. 2020 Jul



69

8;9(7):2157. doi: 10.3390/jcm9072157.

65. Mahmoudi M, Aslani S, Fadaei R, Jamshidi AR. New insights to the
mechanisms underlying atherosclerosis in rheumatoid arthritis. Int J Rheum Dis. 2017
Mar;20(3):287-97. doi: 10.1111/1756-185X.12999.

66. Rodriguez-Carrio J, Alperi-Lépez M, Lépez-Mejias R, Lopez P, Ballina-Garcia
FJ, Abal F, et al. Antibodies to paraoxonase 1 are associated with oxidant status and
endothelial activation in rheumatoid arthritis. Clinical Science. 2016 Nov
1;130(21):1889-99. doi: 10.1042/CS20160374.

67. Vivekanandan-Giri A, Slocum JL, Byun J, Tang C, Sands RL, Gillespie BW, et
al. High density lipoprotein is targeted for oxidation by myeloperoxidase in rheumatoid
arthritis. Ann Rheum Dis. 2013 Oct;72(10):1725-31. doi: 10.1136/annrheumdis-2012-
202033.

68. Strzepa A, Pritchard KA, Dittel BN. Myeloperoxidase: A new player in
autoimmunity. Cellular Immunology. 2017 Jul;317:1-8. doi:
10.1016/j.cellimm.2017.05.002.

69. Rodriguez-Carrio J, Alperi-Lopez M, Lépez P, Ballina-Garcia FJ, Abal F, Suarez
A. Antibodies to high-density lipoproteins are associated with inflammation and
cardiovascular disease in rheumatoid arthritis patients. Translational Research. 2015
Dec;166(6):529-39. doi: 10.1016/j.trs.2015.07.004.

70. Chen PK, Tang KT, Chen DY. The NLRP3 Inflammasome as a Pathogenic
Player Showing Therapeutic Potential in Rheumatoid Arthritis and Its Comorbidities: A
Narrative Review. Int J Mol Sci. 2024 Jan 3;25(1):626. doi: 10.3390/ijms25010626.

71. Tall AR. HDL in Morbidity and Mortality: A 40+ Year Perspective. Clin Chem.
2021 Jan 8;67(1):19-23. doi: 10.1093/clinchem/hvaa148.

72. Madsen CM, Varbo A, Nordestgaard BG. Low HDL Cholesterol and High Risk
of Autoimmune Disease: Two Population-Based Cohort Studies Including 117341
Individuals. Clin Chem. 2019 May 1,65(5):644-52. doi:
10.1373/clinchem.2018.299636.

73. Faul F, Erdfelder E, Lang AG, Buchner A. G*Power 3: A flexible statistical power
analysis program for the social, behavioral, and biomedical sciences. Behavior
Research Methods. 2007 May 1;39(2):175-91. doi: 10.3758/bf03193146.

74. Sociedade Brasileira de Hipertensdo, Sociedade Brasileira de Cardiologia,
Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, Sociedade Brasileira de
Diabetes, Sociedade Brasileira de Estudos da Obesidade. [I Brazilian guidelines on
diagnosis and treatment of metabolic syndrome]. Arq Bras Cardiol. 2005 Apr;84 Suppl
1:1-28.

75. Carr DB, Utzschneider KM, Hull RL, Kodama K, Retzlaff BM, Brunzell JD, et al.
Intra-abdominal fat is a major determinant of the National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel IlI criteria for the metabolic syndrome. Diabetes. 2004
Aug;53(8):2087-94. doi: 10.2337/diabetes.53.8.2087.

76. Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults. Executive Summary of The Third Report of The National
Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, And


https://doi.org/10.1093/clinchem/hvaa148

70

Treatment of High Blood Cholesterol In Adults (Adult Treatment Panel 111). JAMA. 2001
May 16;285(19):2486-97. doi: 10.1001/jama.285.19.2486.

77. Anderson J, Caplan L, Yazdany J, Robbins ML, Neogi T, Michaud K, et al.
Rheumatoid arthritis disease activity measures: American College of Rheumatology
recommendations for use in clinical practice. Arthritis Care Res (Hoboken). 2012
May;64(5):640—7. doi: 10.1002/acr.21649.

78. Van Riel PLCM. DAS-score website [Internet]. On-line calculator. Disponivel
em: http://www.das-score.nl.

79. England BR, Tiong BK, Bergman MJ, Curtis JR, Kazi S, Mikuls TR, et al. 2019
Update of the American College of Rheumatology Recommended Rheumatoid
Arthritis Disease Activity Measures. Arthritis Care Res (Hoboken). 2019
Dec;71(12):1540-55. doi: 10.1002/acr.24042.

80. McWilliams DF, Kiely PDW, Young A, Joharatham N, Wilson D, Walsh DA.
Interpretation of DAS28 and its components in the assessment of inflammatory and
non-inflammatory aspects of rheumatoid arthritis. BMC Rheumatol. 2018;2:8. doi:
10.1186/s41927-018-0016-9.

81. Chua CKT, Teng GG, Cheung PP, Fong WWS, Leong KH, Leung YY, et al.
Singapore chapter of rheumatologists’ updated consensus statement on the eligibility
for government subsidization of biologic and targeted therapy for the treatment of
psoriatic arthritis. Int J Rheum Dis. 2020 Feb;23(2):153—64. doi: 10.1111/1756-
185X.13754.

82. Nagy G, Roodenrijs NM, Welsing PM, Kedves M, Hamar A, van der Goes MC,
et al. EULAR definition of difficult-to-treat rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis. 2021
Jan;80(1):31-5. doi: 10.1136/annrheumdis-2020-217344.

83. Friedewald WT, Levy RI, Fredrickson DS. Estimation of the concentration of
low-density lipoprotein cholesterol in plasma, without use of the preparative
ultracentrifuge. Clin Chem. 1972 Jun;18(6):499-502.

84. Havel RJ, Eder HA, Bragdon JH. The distribution and chemical composition of
ultracentrifugally separated lipoproteins in human serum. J Clin Invest. 1955
Sep;34(9):1345-53. doi: 10.1172/JC1103182.

85. Basu SK, Goldstein JL, Anderson GW, Brown MS. Degradation of cationized
low density lipoprotein and regulation of cholesterol metabolism in homozygous familial
hypercholesterolemia fibroblasts. Proc Natl Acad Sci U S A. 1976 Sep;73(9):3178-82.
doi: 10.1073/pnas.73.9.3178.

86. Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with the
Folin phenol reagent. J Biol Chem. 1951 Nov;193(1):265-75.

87. Okuda LS, Castilho G, Rocco DDFM, Nakandakare ER, Catanozi S, Passarelli
M. Advanced glycated albumin impairs HDL anti-inflammatory activity and primes
macrophages for inflammatory response that reduces reverse cholesterol transport.
Biochim Biophys Acta. 2012 Dec;1821(12):1485-92. doi:
10.1016/j.bbalip.2012.08.011.

88. Minanni CA, Machado-Lima A, Iborra RT, Okuda LS, de Souza Pinto R,
Santana M de FM, et al. Persistent Effect of Advanced Glycated Albumin Driving



71

Inflammation and Disturbances in Cholesterol Efflux in Macrophages. Nutrients. 2021
Oct 17;13(10):3633. doi: 10.3390/nu13103633.

89. Nurmohamed MT. Atherogenic lipid profiles and its management in patients with
rheumatoid arthritis. Vasc Health Risk Manag. 2007;3(6):845-52.

90. Georgiadis AN, Papavasiliou EC, Lourida ES, Alamanos Y, Kostara C, Tselepis
AD, et al. Atherogenic lipid profile is a feature characteristic of patients with early
rheumatoid arthritis: effect of early treatment--a prospective, controlled study. Arthritis
Res Ther. 2006;8(3):R82. doi: 10.1186/ar1952.

91. Charles-Schoeman C, Yin Lee Y, Shahbazian A, Wang X, Elashoff D, Curtis JR,
et al. Improvement of High-Density Lipoprotein Function in Patients With Early
Rheumatoid Arthritis Treated With Methotrexate Monotherapy or Combination
Therapies in a Randomized Controlled Trial. Arthritis Rheumatol. 2017 Jan;69(1):46—
57. doi: 10.1002/art.39833.

92. Daien CI, Duny Y, Barnetche T, Daures JP, Combe B, Morel J. Effect of TNF
inhibitors on lipid profile in rheumatoid arthritis: a systematic review with meta-analysis.
Ann Rheum Dis. 2012;71(6):862—8. doi: 10.1136/annrheumdis-2011-201148.

93. Charles-Schoeman C, Gugiu GB, Ge H, Shahbazian A, Lee YY, Wang X, et al.
Remodeling of the HDL proteome with treatment response to abatacept or adalimumab
in the AMPLE trial of patients with rheumatoid arthritis. Atherosclerosis. 2018
Aug;275:107-14. doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2018.04.003.

94. Ronda N, Greco D, Adorni MP, Zimetti F, Favari E, Hjeltnes G, et al. Newly
identified antiatherosclerotic activity of methotrexate and adalimumab: complementary
effects on lipoprotein function and macrophage cholesterol metabolism. Arthritis
Rheumatol. 2015 May;67(5):1155—-64. doi: 10.1002/art.39039.

95. Rempenault C, Combe B, Barnetche T, Gaujoux-Viala C, Lukas C, Morel J, et
al. Metabolic and cardiovascular benefits of hydroxychloroquine in patients with
rheumatoid arthritis: a systematic review and meta-analysis. Ann Rheum Dis. 2018
Jan;77(1):98-103. doi: 10.1136/annrheumdis-2017-211836.

96. Raterman HG, Levels H, Voskuyl AE, Lems WF, Dijkmans BA, Nurmohamed
MT. HDL protein composition alters from proatherogenic into less atherogenic and
proinflammatory in rheumatoid arthritis patients responding to rituximab. Ann Rheum
Dis. 2013 Apr;72(4):560-5. doi: 10.1136/annrheumdis-2011-201228.

97. Qiu C, Zhao X, She L, Shi Z, Deng Z, Tan L, et al. Baricitinib induces LDL-C
and HDL-C increases in rheumatoid arthritis: a meta-analysis of randomized controlled
trials. Lipids Health Dis. 2019 Feb 18;18(1):54. doi: 10.1186/s12944-019-0994-7.

98. YanJ, Yang S, Han L, Ba X, Shen P, Lin W, et al. Dyslipidemia in rheumatoid
arthritis: the possible mechanisms. Front Immunol. 2023;14:1254753. doi:
10.3389/fimmu.2023.1254753.

99. Dursunoglu D, Evrengul H, Polat B, Tanriverdi H, Cobankara V, Kaftan A, et al.
Lp(a) lipoprotein and lipids in patients with rheumatoid arthritis: serum levels and
relationship to inflammation. Rheumatol Int. 2005 May;25(4):241-5. doi:
10.1007/s00296-004-0438-0.



72

100. Toms TE, Symmons DP, Kitas GD. Dyslipidaemia in rheumatoid arthritis: the
role of inflammation, drugs, lifestyle and genetic factors. Curr Vasc Pharmacol. 2010
May;8(3):301-26. doi: 10.2174/157016110791112269.

101. Filippatos TD, Derdemezis CS, Voulgari PV, Tsimihodimos V, Elisaf MS,
Tselepis AD, et al. Effects of 12 months of treatment with disease-modifying anti-
rheumatic drugs on low and high density lipoprotein subclass distribution in patients
with early rheumatoid arthritis: a pilot study. Scand J Rheumatol. 2013;42(3):169-75.
doi: 10.3109/03009742.2012.745013.

102. Fernandez-Ortiz AM, Ortiz AM, Pérez S, Toledano E, Abasolo L, Gonzélez-Gay
MA, et al. Effects of disease activity on lipoprotein levels in patients with early arthritis:
can oxidized LDL cholesterol explain the lipid paradox theory? Arthritis Res Ther. 2020
Sep 11;22(1):213. doi: 10.1186/s13075-020-02307-8.

103. Boers M, Nurmohamed MT, Doelman CJA, Lard LR, Verhoeven AC, Voskuyl
AE, et al. Influence of glucocorticoids and disease activity on total and high density
lipoprotein cholesterol in patients with rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis. 2003
Sep;62(9):842-5. doi: 10.1136/ard.62.9.842.

104. Luo Y, Tall AR. Sterol upregulation of human CETP expression in vitro and in
transgenic mice by an LXR element. J Clin Invest. 2000 Feb;105(4):513-20. doi:
10.1172/3CI8573.

105. Sodergren A, Karp K, Bengtsson C, Mdéller B, Rantapaa-Dahlqgvist S, Wallberg-
Jonsson S. Is Lipoprotein-Associated Phospholipase A2 a Link between Inflammation
and Subclinical Atherosclerosis in Rheumatoid Arthritis? BioMed Res. Int. 2015;
2015:673018.doi: 10.1155/2015/673018.

106. Blaho VA, Galvani S, Engelbrecht E, Liu C, Swendeman SL, Kono M, et al.
HDL-bound sphingosine-1-phosphate restrains lymphopoiesis and neuroinflammation.
Nature. 2015 Jul 16;523(7560):342—6. doi: 10.1038/nature14462.

107. Marsche G, Saemann MD, Heinemann A, Holzer M. Inflammation alters HDL
composition and function: implications for HDL-raising therapies. Pharmacol Ther.
2013 Mar;137(3):341-51. doi: 10.1016/j.pharmthera.2012.12.001.

108. Chang CK, Chiang EPI, Chang KH, Tang KT, Chen PK, Yip HT, et al. The Sizes
and Composition of HDL-Cholesterol Are Significantly Associated with Inflammation in
Rheumatoid Arthritis Patients. Int J Mol Sci. 2023 Jun 26;24(13):10645. doi:
10.3390/ijms241310645.

109. Watanabe J, Charles-Schoeman C, Miao Y, Elashoff D, Lee YY, Katselis G, et
al. Proteomic profiling following immunoaffinity capture of high-density lipoprotein:
association of acute-phase proteins and complement factors with proinflammatory
high-density lipoprotein in rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 2012 Jun;64(6):1828—
37. doi: 10.1002/art.34363.

110. Khovidhunkit W, Memon RA, Feingold KR, Grunfeld C. Infection and
inflammation-induced proatherogenic changes of lipoproteins. J Infect Dis. 2000
Jun;181 Suppl 3:5462-472. doi: 10.1086/315611.

111. Malergd L, Sporstgl M, Juvet LK, Mousavi A, Gjgen T, Berg T. Hepatic
scavenger receptor class B, type | is stimulated by peroxisome proliferator-activated



73

receptor gamma and hepatocyte nuclear factor 4alpha. Biochem Biophys Res
Commun. 2003 Jun 6;305(3):557-65. doi: 10.1016/s0006-291x(03)00819-2.

112. Lambert G, Amar MJA, Guo G, Brewer HB, Gonzalez FJ, Sinal CJ. The
farnesoid X-receptor is an essential regulator of cholesterol homeostasis. J Biol Chem.
2003 Jan 24;278(4):2563-70. doi: 10.1074/jbc.M209525200.

113. Khovidhunkit W, Moser AH, Shigenaga JK, Grunfeld C, Feingold KR. Regulation
of scavenger receptor class B type | in hamster liver and Hep3B cells by endotoxin and
cytokines. J Lipid Res. 2001 Oct;42(10):1636—-44.

114. Canyelles M, Garcia-Osuna A, Junza A, Yanes O, Puig N, Ordéfiez-Llanos J,
et al. The Capacity of APOB-Depleted Plasma in Inducing ATP-Binding Cassette
Al/G1-Mediated Macrophage Cholesterol Efflux-But Not Gut Microbial-Derived
Metabolites-Is Independently Associated with Mortality in Patients with ST-Segment
Elevation Myocardial Infarction. Biomedicines. 2021 Sep 27;9(10):1336. doi:
10.3390/biomedicines9101336.

115. Ronda N, Favari E, Borghi MO, Ingegnoli F, Gerosa M, Chighizola C, et al.
Impaired serum cholesterol efflux capacity in rheumatoid arthritis and systemic lupus
erythematosus. Ann Rheum Dis. 2014 Mar;73(3):609-15. doi: 10.1136/annrheumdis-
2012-202914.

116. Karpouzas GA, Papotti B, Ormseth SR, Palumbo M, Hernandez E, Adorni MP,
et al. Inflammation and immunomodulatory therapies influence the relationship
between ATP-binding cassette A1 membrane transporter-mediated cholesterol efflux
capacity and coronary atherosclerosis in rheumatoid arthritis. J Transl Autoimmun.
2023 Dec;7:100209. doi: 10.1016/j.jtaut0.2023.100209.

117. Weber B, He Z, Yang N, Playford MP, Weisenfeld D, lannaccone C, et al.
Divergence of Cardiovascular Biomarkers of Lipids and Subclinical Myocardial Injury
Among Rheumatoid Arthritis Patients With Increased Inflammation. Arthritis
Rheumatol. 2021 Jun;73(6):970-9. doi: 10.1002/art.41613.

118. Liao KP, Playford MP, Frits M, Coblyn JS, lannaccone C, Weinblatt ME, et al.
The association between reduction in inflammation and changes in lipoprotein levels
and HDL cholesterol efflux capacity in rheumatoid arthritis. J Am Heart Assoc. 2015
Jan 30;4(2):e001588. doi: 10.1161/JAHA.114.001588.

119. Xie B, He J, Liu Y, Liu T, Liu C. A meta-analysis of HDL cholesterol efflux
capacity and concentration in patients with rheumatoid arthritis. Lipids Health Dis. 2021
Feb 21;20(1):18. doi: 10.1186/s12944-021-01444-6.

120. Catapano AL, Pirillo A, Bonacina F, Norata GD. HDL in innate and adaptive
immunity. Cardiovasc Res. 2014 Aug 1;103(3):372—-83. doi: 10.1093/cvr/cvul50.

121. Gomaraschi M, Basilico N, Sisto F, Taramelli D, Eligini S, Colli S, et al. High-
density lipoproteins attenuate interleukin-6 production in endothelial cells exposed to
pro-inflammatory stimuli. Biochim Biophys Acta. 2005 Sep 15;1736(2):136—-43. doi:
10.1016/j.bbalip.2005.08.003.

122. WangY, LuS, Zhang G, Wu S, Yan Y, Dong Q, et al. Anti-Inflammatory Effects
of HDL in Mice With Rheumatoid Arthritis Induced by Collagen. Front Immunol.
2018;9:1013. doi: 10.3389/fimmu.2018.01013.



74

123. Miglioranza Scavuzzi B, Holoshitz J. Endoplasmic Reticulum Stress, Oxidative
Stress, and Rheumatic Diseases. Antioxidants (Basel). 2022 Jun 29;11(7):1306. doi:
10.3390/antiox11071306.

124. Marchio P, Guerra-Ojeda S, Vila JM, Aldasoro M, Victor VM, Mauricio MD.
Targeting Early Atherosclerosis: A Focus on Oxidative Stress and Inflammation. Oxid
Med Cell Longev. 2019;2019:8563845. doi: 10.1155/2019/8563845.

125. Fotakis P, Kothari V, Thomas DG, Westerterp M, Molusky MM, Altin E, et al.
Anti-Inflammatory Effects of HDL (High-Density Lipoprotein) in Macrophages
Predominate Over Proinflammatory Effects in Atherosclerotic Plaques. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2019 Dec;39(12):e253-72. doi: 10.1161/ATVBAHA.119.313253.



ANEXO A - APROVACOES DOS COMITES DE ETICA

UN'NOVE UNIVERSIDADE NOVE DE Plataformoa
X X N X 5 5 g bl
Universidade Nove de Jutho JULHO - UNINOVE %‘

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Fungéao anti-inflamatéria da lipoproteina de densidade alta (HDL) na artrite reumatoide:
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.453.948

Apresentacao do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos "Apresentacéo do Projeto", "Objetivo da Pesquisa" e "Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagées Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGOES_BASICAS_1955030_E1, de 25/05/2022).

<Copiar resumo e colar aqui>

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a composi¢do em lipides e apolipoproteinas e a fungéo anti-inflamatéria da HDL isolada de
individuos controles e com AR, representada por sua capacidade em inibir a produgédo de citocinas, IL-6 e
TNF, em macroéfagos desafiados com lipopolissacarideos (LPS).

Objetivo da emenda:

O presente projeto de pesquisa ja havia sido aprovado pelo CEP/UNINOVE (centro coordenador) e devido
solicitagdo do CEP do Hospital do Servidor Publico Municipal - CEP/HSPM (centro coparticipante) solicito
Emenda para as alteragdes solicitadas. Informo ainda que o Projeto de Pesquisa e os TCLEs dos grupos
artrite reumatoide (AR) e controle corrigidos, com as devidas marcagdes de alteracdes (em destaque —
realce em amarelo e sublinhado), seguem em outros
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arquivos, anexos a este, assim como carta detalhada sobre a emenda.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Seré realizada apenas uma coleta de sangue venoso periférico em todos os participantes, o que pode
ocasionar hematoma, dor ou desconforto no local da pungéo venosa.As perguntas sobre a saude e o exame
fisico dos participantes seréo realizados em uma sala reservada.No laboratério ha equipe para pronto
atendimento caso ocorra algum mal-estar durante o procedimento de coleta de sangue. Os participantes
receberdo assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for necesséario em caso de
danos decorrentes da pesquisa, assim como o participante sera informado que tera direito a indenizagdo em
caso de danos decorrentes do estudo. Sera disponibilizado o telefone da médica investigadora do estudo ao
participante, para que o mesmo entre em contato a qualquer hora e dia, se apresentar qualquer efeito
colateral devido a coleta de sangue.

Beneficios:
Né&o ha beneficio direto para os participantes deste estudo.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Versao do projeto: 3. Emenda: 1.

Desenho do estudo:

Este estudo clinico caso-controle sera composto por um grupo de individuos com artrite reumatoide (AR) e
outro grupo de individuos controles. Os participantes serdo incluidos no estudo somente apés serem
adequadamente informados a respeito dos procedimentos do estudo, terem lido, concordado e assinado o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.A coleta de dados somente iniciara ap6s a aprovacado deste
projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa.O calculo do tamanho da amostra foi realizado por meio do
software G*Power, baseado na utilizacdo do teste t de Student com duas amostras independentes, bicaudal,
na probabilidade de cometer erro tipo | () de 0,05 e de cometer erro tipo Il () de 0,20 e no tamanho de
amostras iguais nos dois grupos (AR e controle). Foi estimado o tamanho do efeito (d) de forma
conservadora em 0,5 pois nédo foi encontrado estudo prévio na linha do que abordaremos em nosso estudo.
Este calculo resultou no tamanho da amostra (n) de 64 individuos para o grupo AR e de 64 individuos para o
grupo controle. O n foi aumentado em cerca de 10% em cada grupo em razéo de possiveis perdas,
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portanto, ao final estimamos um n = 70 individuos em cada grupo.Para o grupo com AR ser&o selecionados
70 individuos com AR atendidos no ambulatério de reumatologia do Hospital do Servidor Publico Municipal
de Sdo Paulo (HSPM). Seré realizada uma pré-selecéo a partir da andlise dos prontuarios do ambulatério de
reumatologia do HSPM, onde seréo selecionados os prontuarios de pessoas com AR, e serdo escolhidos os
individuos que preencherem os seguintes critérios: idade a partir de 18 anos; ambos os sexos; com AR
diagnosticada de acordo com os critérios de classificagdo para AR de 2010 do ACR/EULAR (American
College of Rheumatology / European League Against Rheumatism) e auséncia de diabetes mellitus,
gravidez, insuficiéncia hepética, hipotireoidismo descompensado, insuficiéncia renal, sindrome nefrética,
obesidade mérbida (indice de massa corpérea maior ou igual a 40), outras doengas do tecido conectivo
(exceto sindrome de Sjogren secundaria a AR), tabagismo, alcoolismo, uso de drogas hipolipemiantes
(estatinas, fibratos, ezetimiba e inibidor de PCSK-9) nos Gltimos 3 meses. Estes individuos pré-selecionados
serdo convidados a participarem do estudo.Serdo selecionados 70 individuos controles saudaveis, oriundos
da comunidade local, pareados por idade, sexo e indice de massa corporal (IMC) com o grupo com
AR.Todos os participantes serdo avaliados com um exame clinico completo.A HDL sera isolada do plasma
de individuos com AR (n=70) e de individuos controles (n=70) pareados por idade, sexo e indice de massa
corporal. A composicado da HDL em lipides e proteinas sera determinada, respectivamente, por métodos
enzimaticos colorimétricos e imunoturbidimetria. Macré6fagos diferenciados a partir de células obtidas da
medula éssea de camundongos serdo sobrecarregados com colesterol e, a seguir, expostos a HDL dos
individuos dos grupos AR e controle, por 24 h. Apds lavagem, as células serdo incubadas com LPS, como
insulto inflamatério, por 24 h. A concentragéo de interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF) sera
determinada no meio de cultura, por ELISA.

Desfecho Primario:

Funcéo anti-inflamatéria da HDL nos individuos com artrite reumatoide (AR) comparados com individuos
controle saudaveis por meio da dosagem da concentragéo de interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral
(TNF) em cultura de macréfagos derivados da medula 6ssea de camundongos sobrecarregados em
colesterol e expostos a HDL dos participantes dos grupos AR e controle.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Documentacéo obrigatoria:
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Folha de rosto datada, assinada pelo diretor com carimbo do diretor - OK
Projeto de pesquisa - OK

Cronograma - OK

TCLE - OK

Termo de assentimento (caso se aplique) - Nao se aplica.

Carta de anuéncia da instituicdo coparticipante (caso se aplique) - OK

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Projeto aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O pesquisador devera se apresentar na instituicdo de realizag@o da pesquisa (que autorizou a realizagéo do
estudo) para inicio da coleta dos dados.

O participante da pesquisa (ou seu representante) e o pesquisador responsavel deveréo rubricar todas as
folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na ultima péagina do
referido Termo, conforme Carta Circular no 003/2011 da CONEP/CNS.

Salientamos que o pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado.

Eventuais modificagcbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Lembramos que esta modificagédo
necessitara de aprovacéo ética do CEP antes de ser implementada. De forma objetiva com justificativa para

nova apreciagéo, os documentos alterados devem ser evidenciados para facilitar a nova analise.

Ao pesquisador cabe manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo
fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP (Res. CNS 466/12 item X1. 2. f).
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De acordo com a Res. CNS 466/12, X.3.b), o pesquisador deve apresentar a este CEP/SMS os relatorios
semestrais. O relatério final devera ser enviado através da Plataforma Brasil, icone Notificagdo. Uma copia
digital do projeto finalizado devera ser enviada a instancia que autorizou a realizagéo do estudo, via correio,
e-mail ou entregue pessoalmente, logo que o mesmo estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_LINFORMACOES_BASICAS_195503| 25/05/2022 Aceito
do Projeto 0_E1.pdf 15:37:34
Qutros Carta_Justificativa_ Emenda.docx 25/05/2022 |Marcia Benacchio Aceito
15:27:00 [Giacaglia

TCLE / Termos de | TCLE_Controles_corrigido_lI.pdf 25/05/2022 |Marcia Benacchio Aceito

Assentimento / 15:26:19 |Giacaglia

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_AR_corrigido_ll.pdf 25/05/2022 |Marcia Benacchio Aceito

Assentimento / 15:26:01 |Giacaglia

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_Pesquisa_corrigidoll.pdf 25/05/2022 |Marcia Benacchio Aceito

Brochura 15:23:50 |Giacaglia

Investigador

Outros Correcao_pendencias.pdf 21/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito
14:04:15 [Giacaglia

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 07/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito
16:59:50 |Giacaglia

Outros Adendo_ProjPesq_HSPM.pdf 07/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito
16:54:32 | Giacaglia

Outros Termo_de_Anuencia_LIM10_HCFMUSP| 07/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito

.pdf 16:52:59 | Giacaglia

Outros HSPM_Termo_de_Anuencia.pdf 07/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito

15:52:14 | Giacaglia

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Fungéo anti-inflamatéria da lipoproteina de densidade alta (HDL) na artrite reumatoide:
contribuicdo para o risco cardiovascular.

Pesquisador: Marcia Benacchio Giacaglia

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 57743922.0.3002.5442

Instituicdo Proponente: Hospital do Servidor Publico Municipal
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 5.517.590

Apresentacao do Projeto:

O projeto de pesquisa “Funcgdo anti-inflamatéria da lipoproteina de densidade alta (HDL) na artrite
reumatoide: contribuicdo para o risco cardiovascular’, de Marcia Benacchio Giacaglia, pretende “avaliar a
composicao em lipides e apolipoproteinas e a fungéo anti-inflamatéria da HDL isolada de individuos
controles e com AR, representada por sua capacidade em inibir a producgdo de citocinas, IL-6 e TNF, em
macréfagos desafiados com lipopolissacarideos (LPS)”.

Trata-se de um projeto multicéntrico, em que o cento coordenador € a Associagdo Educacional Nove de
Julho (UNINOVE), a coleta de dados sera realizada no Hospital do Servidor Publico Municipal (HSPM) e a
analise do material sera realizada nos laboratorios da UNINOVE e do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMUSP). O projeto tem o parecer consubstanciado favoravel a
sua execugdo emitido pelo CEP-UNINOVE em 03/05/2022 e pelo CEP-HSPM em 10/06/2022. Foi
submetida uma emenda ao CEP-UNINOVE detalhando alteragdes realizadas a pedido do CEP-HSPM e o
projeto retornou para apreciagdo por esse CEP.

As informagdes elencadas neste parecer foram retiradas dos documentos PB INFORMACOES BASICAS
DO PROJETO, numero 1898088, de 21/04/2022, Projeto Detalhado / Brochura Investigador de 21/04/2022,
“Adendo_ProjPesq_HSPM.pdf” de 07/04/2022, “Projeto_pesquisa_corrigidoll_pdf”,
“TCLE_Controles_corrigido_II.pdf”, “TCLE_AR_corrigido_I1.pdf”,
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“Carta_Justificativa_Emenda.docx”, de 25/05/2022.

Objetivo da Pesquisa:

“Avaliar a composicdo em lipides e apolipoproteinas e a fungdo anti-inflamatéria da HDL isolada de
individuos controles e com AR, representada por sua capacidade em inibir a produgéo de citocinas, IL-6 e
TNF, em macréfagos desafiados com lipopolissacarideos (LPS)”.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Em relagéo aos RISCOS, a pesquisadora afirma que “sera realizada apenas uma coleta de sangue venoso
periférico em todos os participantes, o que pode ocasionar hematoma, dor ou desconforto no local da
puncgdo venosa.As perguntas sobre a saide e o exame fisico dos participantes seréo realizados em uma
sala reservada.No laboratério ha equipe para pronto atendimento caso ocorra algum mal-estar durante o
procedimento de coleta de sangue. Os participantes receberdo assisténcia integral e imediata, de forma
gratuita, pelo tempo que for necessario em caso de danos decorrentes da pesquisa, assim como o
participante sera informado que tera direito a indenizagdo em caso de danos decorrentes do estudo. Sera
disponibilizado o telefone da médica investigadora do estudo ao participante, para que o mesmo entre em
contato a qualquer hora e dia, se apresentar qualquer efeito colateral devido a coleta de sangue”.

Em relacdo aos BENEFICIOS, afirma que “ndo ha beneficio direto para os participantes deste estudo”. No
TCLE, destaca beneficios coletivos, uma vez que “os estudos realizados a partir da sua amostra de sangue
permitirdo compreender como a fungédo do colesterol HDL e componentes da inflamagé&o estéo relacionados
com o risco para doencas cardiovasculares nos individuos com artrite reumatoide”.

Em relagdo aos riscos e beneficios, ha aparente cuidado e respeito ao participante da pesquisa em sua
dignidade e autonomia. Ha ponderagéo entre os riscos previsiveis ou potenciais e os beneficios coletivos.
Estdo asseguradas as condicdes de acompanhamento, tratamento, assisténcia integral e orientacéo,
enquanto necessario. Esta assegurado o direito a indenizagdo aos participantes que vierem a sofrer
qualquer tipo de dano resultante de sua participacdo na pesquisa, previsto ou ndo no TCLE, por parte do
pesquisador.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Estudo caso-controle, nacional e multicéntrico. Patrocinador: financiamento proprio. Pais de
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Continuagéo do Parecer: 5.517.590
origem: Brasil. Numeros de participantes incluidos: 140. Centros co-participantes da pesquisa no Brasil: trés.

Havera armazenamento de amostras de sangue em banco de material biolégico no Brasil. A pesquisadora
informa que “durante a conducéo do protocolo de pesquisa em tela, amostras de plasma e soro serédo
armazenadas no Laboratério de Lipides — LIM 10, Depto. de Clinica Médica, Disciplina de Endocrinologia e
Metabologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, caracterizando a formacao de
BIORREPOSITORIO. O armazenamento dessas amostras obedecera aos requisitos estabelecidos na
Resolugdo N° 441 de 12 de maio de 2011 do Conselho Nacional de Saude, para o armazenamento de
material biol6gico humano. As amostras de plasma e soro seréo acondicionadas em tubos de congelamento
providos de anel de vedagao, em caixas apropriadas, mantidas em ultrafreezer -80°C, localizado no Centro
de Armazenamento de Amostras da Faculdade de Medicina da USP, com acesso controlado. Todas as
amostras biologicas e os resultados provenientes delas serdo usados apenas para as finalidades descritas
no protocolo de pesquisa e no termo de consentimento livre e esclarecido. Apos a conclusdo do estudo,
qualquer material remanescente sera destruido de acordo com as boas praticas clinicas. O prazo de
armazenamento do material biolégico humano no Biorrepositorio sera de acordo com o cronograma da
pesquisa. NAO ha previsdo de formagédo de Biobanco de longa duracdo, nem Biorrepositério envolvendo
mais de uma instituicdo, nem o uso do material biol6gico para andlises adicionais futuras diferentes das
previstas no protocolo. As amostras armazenadas no Biorrepositério poderdo ser utilizadas em novas
pesquisas somente mediante aprovacgdo prévia pelo Comité de Etica, quando for o caso, pela CONEP.O
material biolégico humano armazenado no Biorrepositério atrelado ao projeto em analise é do participante
da pesquisa, permanecendo sua guarda sob responsabilidade institucional e seu gerenciamento sera feito
pelo pesquisador responsavel.O participante da pesquisa ou seu representante legal, a qualquer tempo e
sem quaisquer 6nus ou prejuizos, podera retirar o consentimento de guarda e utilizacdo do material
biol6gico no Biorrepositério, valendo a desisténcia a partir da data de formalizacdo desta. A retirada do
consentimento sera formalizada por manifestagéo, por escrito e assinada, pelo sujeito da pesquisa ou seu
representante, cabendo-lhe a devolugédo das amostras existentes ou o descarte, conforme for solicitado pelo
participante da pesquisa”.

A introducéo esta clara e justifica os objetivos de maneira adequada. O método é apropriado para atingir os
objetivos propostos. Ha descricdo da amostra, incluindo selegdo, calculo amostral,
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critérios de inclusdo e de exclusdo dos participantes. Ha descricdo dos questionarios e instrumentos de
analises clinicas que serao utilizados. H& descrigédo detalhada do processo de coleta de dados. A descrigao
do manejo do material coletado e a composicdo do biorrepositério estdo detalhadas. A mensuragéo do
principal desfecho esta clara. H4 descricdo da anélise estatistica ou de outra forma da analise dos dados
coletados. O cronograma é viavel. Em relacdo ao orcamento, ha referéncia aos kits de ELISA, material de
cultura celular, que seréo utilizados para analise do material biologico coletado e ao ressarcimento de
despesas tidas pelos participantes. As referéncias sao atualizadas e em numero suficiente para justificar a
realizacdo do estudo para o parecerista. Os descritores sdo pertinentes ao trabalho e encontrados no Decs.
O estudo é de carater académico, realizado para obtencéo de titulo de Doutorado do Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina da Universidade Nove de Julho — UNINOVE, tem previsdo de inicio em 01/06/2022
e encerramento em 29/12/2023.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
A folha de rosto esta assinada pela pesquisadora responsavel e pela diretora do Programa de Pos-
Graduacao da UNINOVE.

Foram apresentados os Termos de Anuéncia Institucional (TAI) do HC-FMUSP, assinado pela responséavel
do Laboratério de Lipides (LIM10) Dra. Marisa Passarelli, que também é a responsavel pelo projeto, e do
HSPM, assinado pela superintendente Dra. Elizabete Michelete e pela Dra. Juliane Cristina Burgatti, diretora
da Geréncia de Ensino e Pesquisa do HSPM.

O TCLE oferece informagdes em linguagem clara e acessivel aos participantes. Ha descri¢cao detalhada e
em linguagem clara dos procedimentos que serdo realizados. Ha explicitagdo dos possiveis desconfortos e
riscos, e dos beneficios esperados. Esta assegurado ao participante a possibilidade de exercer sua vontade
sair da pesquisa em qualquer momento. Ha explicitacdo da garantia de ressarcimento. Esta claro como
serdo cobertas as possiveis despesas tidas pelos participantes para participar da pesquisa ou dela
decorrentes. Ha esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terdo direito os
participantes da pesquisa. Ha indicacédo de telefone dos pesquisadores e do CEP da UNINOVE; constam
formas de contato com o CEP-HSPM, instituicdo onde sera realizada a coleta dos dados e material
biolégico. Ha a referéncia de que o TCLE sera feito em duas vias originais, uma para o participante da
pesquisa e uma para os pesquisadores.
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Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Nao foram observados 6bices éticos nos documentos do estudo. Diante do exposto, o Comité de Etica em
Pesquisa — CEP do Hospital do Servidor Publico Municipal de Sao Paulo, de acordo com as atribuicdes
definidas na Resolucdo CNS n.° 466, de 2012, e na Norma Operacional n.° 001, de 2013, do CNS,
manifesta-se pela aprovagéo do protocolo de pesquisa.

Os pesquisadores devem enviar ao CEP-HSPM os relatérios parciais e final da pesquisa.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo

Outros Carta_Justificativa_Emenda.docx 25/05/2022 |Marcia Benacchio Aceito
15:27:00 |[Giacaglia

TCLE / Termos de | TCLE_Controles_corrigido_ll.pdf 25/05/2022 |Marcia Benacchio Aceito

Assentimento / 15:26:19 |Giacaglia

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de [ TCLE_AR_corrigido_Il.pdf 25/05/2022 |Marcia Benacchio Aceito

Assentimento / 15:26:01 |Giacaglia

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_Pesquisa_corrigidoll.pdf 25/05/2022 |Marcia Benacchio Aceito

Brochura 15:23:50 | Giacaglia

Investigador

QOutros Correcao_pendencias.pdf 21/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito
14:04:15 | Giacaglia

QOutros Adendo_ProjPesq_HSPM.pdf 07/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito
16:54:32 |Giacaglia

Qutros Termo_de_Anuencia_LIM10_HCFMUSP| 07/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito

.pdf 16:52:59 |[Giacaglia

Qutros HSPM_Termo_de_Anuencia.pdf 07/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito

15:52:14 [Giacaglia

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
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SAO PAULO, 08 de Julho de 2022

Assinado por:
Frederico Scuta Garcia

(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Fungéo anti-inflamatéria da lipoproteina de densidade alta (HDL) na artrite reumatoide:
contribuicéo para o risco cardiovascular.

Pesquisador: Marcia Benacchio Giacaglia

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 57743922.0.3001.0068

Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.647.034

Apresentacao do Projeto:

Trata-se emenda de centro coparticipante de estudo clinico caso-controle, que serd composto por um grupo
de individuos com artrite reumatoide (AR) e outro grupo de individuos controles. Na presente investigagéo,
sera testada a hip6tese de alteraga@o na fungéo anti-inflamatéria das HDL isoladas de individuos com AR, a
qual, independentemente de variagdo em sua concentragao plasmatica, pode contribuir para o maior risco
cardiovascular.

Objetivo da Pesquisa:

O presente estudo visa avaliar a composicéo em lipides e apolipoproteinas e a fun¢do anti-inflamatéria da
HDL isolada de individuos controles e com AR, representada por sua capacidade em inibir a produgdo de
citocinas, IL-6 e TNF, em macréfagos desafiados com lipopolissacarideos (LPS).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo informa o pesquisador, os riscos desta pesquisa envolvem a coleta de sangue venoso periférico
em todos os participantes, o que pode ocasionar hematoma, dor ou desconforto no local da pungéo venosa.
As perguntas sobre a salde e o exame fisico dos participantes serdo realizados em uma sala reservada.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de emenda de estudo clinico caso-controle com intuito de atualizagdo dos documentos

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar
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do projeto:
-TCLEs;

arsil

-Detalhamento do processo de coleta de dados (alteracbes destacadas em amarelo);

mo

- Orcamento os custos com transporte, alimentagéo e outros possiveis gastos, caso os participantes tenham

que comparecer exclusivamente para participarem da pesquisa (alteragdes destacadas em amarelo);

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Termos de apresentacéo obrigatéria anexados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Trata-se de emenda de estudo clinico caso-controle com intuito de atualizacdo dos documentos do projeto,

todos pertinentes ao estudo.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéao

Qutros Carta_Justificativa_ Emenda.docx 25/05/2022 |Marcia Benacchio Aceito
15:27:00 | Giacaglia

TCLE / Termos de | TCLE_Controles_corrigido_Il.pdf 25/05/2022 | Marcia Benacchio Aceito

Assentimento / 15:26:19 |Giacaglia

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_AR_corrigido_Il.pdf 25/05/2022 | Marcia Benacchio Aceito

Assentimento / 15:26:01 | Giacaglia

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_Pesquisa_corrigidoll.pdf 25/05/2022 | Marcia Benacchio Aceito

Brochura 15:23:50 |Giacaglia

| Investigador

Outros Correcao_pendencias.pdf 21/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito
14:04:15 | Giacaglia

Outros Adendo_ProjPesq_HSPM.pdf 07/04/2022 | Marcia Benacchio Aceito
16:54:32 | Giacaglia

Outros Termo_de_Anuencia_LIM10_HCFMUSP| 07/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito

.pdf 16:52:59 | Giacaglia

Outros HSPM_Termo_de_Anuencia.pdf 07/04/2022 |Marcia Benacchio Aceito
15:52:14 | Giacaglia
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Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:

Bairro: Cerqueira Cesar

UF: SP
Telefone:

SAO PAULO, 16 de Setembro de 2022

Reradl

Assinado por:
Joel Faintuch
(Coordenador(a))

Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

CEP: 05.403-010
Municipio: SAO PAULO
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E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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ANEXO B — TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

ANEXO B.1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O GRUPO CONTROLE

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A. Nome do participante:

Documento de identidade:

Data de nascimento: / /
Sexo: ( ) feminino ( ) masculino
Endereco:

Telefone para contato:

Cidade: CEP:

E-mail:

B. Responsavel legal (para analfabetos, semianalfabetos ou individuos com deficiéncia auditiva ou
visual):

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.):

Documento de identidade:

Data de nascimento: / /
Sexo: ( ) feminino ( ) masculino
Endereco:

Telefone para contato:

Cidade: CEP:

E-mail:
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1.Titulo da pesquisa: Funcdo anti-inflamatéria da lipoproteina de densidade alta (HDL) na artrite
reumatoide: contribuicao para o risco cardiovascular

2.0bjetivo:

Este estudo avaliarda como esta funcionando o bom colesterol (HDL colesterol) nas pessoas com artrite
reumatoide.

3.Justificativa:

As pessoas com artrite reumatoide tém maior chance de ter doencas do coragdo devido a alteragdo do
colesterol do sangue. O bom colesterol ou HDL colesterol protege contra as doencas do cora¢do e
derrame. Neste estudo vamos avaliar a quantidade do bom colesterol (HDL colesterol) e sua funcdo
para que possamos entender melhor a artrite reumatoide e no futuro prevenir complica¢cdes dos vasos
sanguineos.

4. Convite:
O(A) senhor(a) esta sendo convidado, como voluntario(a), para participar de uma pesquisa cientifica.

Para participar deste estudo, o(a) senhor(a) deve atender aos seguintes critérios: ndo ter diagndstico
de artrite reumatoide; ter mais de 18 anos de idade; ndo fazer uso de medicamentos que diminuam
colesterol ou triglicérides nos uUltimos 3 meses; ndo fumar ou ingerir bebida alcodlica; ndo estar gravida;
nao ter diabetes mellitus, doenca do figado crbnica, hipotireoidismo descompensado, doenga
autoimune sistémica, doenca renal crénica ou outras doencas renais.

Se o(a) senhor(a) aceitar participar gastara cerca de 30 minutos para que eu faga algumas perguntas
sobre sua saude e faca um exame fisico completo hoje, ou se preferir, podemos agendar para outro
dia.

Em uma data que agendaremos, pela manh3, em jejum de 8 horas, retiraremos uma amostra de sangue
de 25 mL para fazer exames de sangue (colesterol e bom colesterol). A coleta de sangue nao acarretara
nenhum risco a sua saude.

A coleta de dados somente iniciara apds a aprovacdo deste projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Nove de Julho — UNINOVE.

5. Desconforto ou riscos esperados:

Sera realizada apenas uma coleta de sangue, com possibilidade de desconforto pequeno no local. Pode
ocorrer formag¢do de pequena mancha no local (hematoma) que desaparece em alguns dias. Em caso
de desconforto, havera equipe de saude no local para prestar atendimento.

Rubrica do participante ou responsavel:

Rubrica do pesquisador
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6. Medidas protetivas aos riscos:
As perguntas sobre sua saude e o exame fisico serdo realizados em uma sala reservada.

No laboratério hd equipe para pronto atendimento caso ocorra algum mal-estar durante o
procedimento de coleta de sangue. O(A) Sr(a) receberd assisténcia integral e imediata, de forma
gratuita, pelo tempo que for necessario em caso de danos decorrentes da pesquisa.

Qualquer efeito colateral que o(a) senhor(a) apresente devido a coleta de sangue, ligue para, em
qualquer horério, Marcia Benacchio Giacaglia, no celular/WhatsApp (11) 99141-7052, que é a médica
investigadora do estudo.

O(A) Sr.(a) tem direito a indenizagdo em caso de danos decorrentes do estudo.

7. Beneficios da pesquisa:

N3do hd beneficio direto para o(a) senhor(a). Estudos cientificos baseiam-se na analise de grande
numero de amostras, sendo impossivel estimar o beneficio individual de cada participante incluido no
estudo.

Os estudos realizados a partir da sua amostra de sangue, permitirdo compreender como a funcdo do
colesterol HDL e componentes da inflamagdo estdo relacionados com o risco para doengas
cardiovasculares nos individuos com artrite reumatoide.

8. Retirada do consentimento e garantia de acesso:

O(A) senhor(a) tem o direito de acesso a qualquer tempo, as informacGes sobre procedimentos, riscos
e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas, assim como a
liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem
sofrer qualquer tipo de prejuizo ou represdlia.

Em qualquer etapa do estudo, o(a) senhor(a) terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. A principal investigadora é a Dra. Marisa Passarelli, que
pode ser encontrada na Rua Vergueiro 235/249, Liberdade, S3o Paulo, e-mail:
m.passarelli@uni9.pro.br.

Se o(a) senhor(a) tiver alguma considera¢do ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa - CEP — da Universidade Nove de Julho na Rua. Vergueiro n2 235/249,
122 andar, Sdo Paulo — SP, CEP: 01504-001, telefone: 3385-9010, e-mail: comitedeetica@uninove.br ou
do Hospital do Servidor Publico Municipal na Rua Castro Alves 63, Sao Paulo — SP, CEP: 01532-001,
telefone: 3397-7725, e-mail: hspm.cep@gmail.com.

Rubrica do participante ou responsavel:

Rubrica do pesquisador
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9. Garantia do sigilo:

Os seus dados serdo analisados em conjunto com outros participantes, ndo sendo divulgado a
identificacdo de nenhum participante sob qualquer circunstancia.

Solicitamos sua autorizacdo para que os dados obtidos nesta pesquisa sejam utilizados em uma
publicacdo cientifica, meio como os resultados de uma pesquisa sao divulgados e compartilhados com
a comunidade cientifica.

10. Despesas / ressarcimento decorrentes da participagdo na pesquisa:

O(A) senhor(a) ndo tera qualquer custo, pois o custo desta pesquisa sera de responsabilidade do
orcamento da pesquisa. Também ndao ha compensacao financeira relacionada a sua participacdo. Os
custos com transporte e alimentagdo que o senhor(a) tiver decorrentes de sua participacdo na pesquisa
serdo ressarcidos pela pesquisadora responsavel.

11. Local da pesquisa:

As amostras bioldgicas (seu sangue coletado) serdo processadas e estocadas no Laboratdrio de Lipides
(LIM 10) da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo, CNPJ: 60.448.040/0001-22, situado
a Av. Dr. Arnaldo, 455, 32 andar —sala 3305, Cerqueira César, Sdo Paulo — SP, CEP: 01246-903, fone: (11)
3061-7263, e-mail: m.passarelli@fm.usp.br . Plasma e soro provenientes do sangue coletado serdo
armazenados em tubos contendo tampa com rosca de vedagao, em caixas apropriadas, mantidas a -
80°C.

Solicitamos sua autorizagao para que as amostras de plasma e soro provenientes do sangue coletado
do senhor(a) sejam armazenadas no Laboratério de Lipides — LIM 10, Depto. de Clinica Médica,
Disciplina de Endocrinologia e Metabologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

As amostras obtidas serdo armazenadas no biorrepositério do Laboratério de Lipides (LIM 10) da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo, apenas durante o periodo de realizacdo do
estudo. Em caso de necessidade de utilizagdo posterior das amostras sera pedido novo consentimento
ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa.

Todas as amostras de sangue e os resultados provenientes delas serdo usados apenas para as
finalidades descritas no protocolo de pesquisa e no termo de consentimento livre e esclarecido. Apds
a conclusdo do estudo, qualquer material remanescente sera destruido de acordo com as boas praticas
clinicas.

12. Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e independente, que deve existir
nas instituicGes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado para defender os
interesses dos participantes de pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento das pesquisas dentro dos padrdes éticos (Normas e Diretrizes Regulamentadoras da

Rubrica do participante ou responsavel:

Rubrica do pesquisador
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Pesquisa envolvendo Seres Humanos — Res. CNS n2 466/12 e Res. CNS 510/2016). O Comité de Etica é
responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que corresponde aos
aspectos éticos. Enderego do Comité de Etica da Uninove: Rua. Vergueiro n2 235/249 — 122 andar —
Liberdade — Sao Paulo — SP CEP. 01504-001. Telefone: 3385-9010. E-mail: comitedeetica@uninove.br

Horarios de atendimento do Comité de Etica: segunda-feira a sexta-feira — Das 11h30 as 13h00 e Das
15h30 as 19h00

13. Nome Completo e telefones dos Pesquisadores (Orientador e Alunos) para Contato:
Profa. Dra. Marisa Passarelli (orientadora) — (11) 982606140

Marcia Benacchio Giacaglia (aluna) - (11) 99141-7052

14. Uma via original assinada deste termo devera ser retida pelo senhor(a) ou por seu representante
legal e outra via original assinada serd arquivada pelo pesquisador responsavel.

Rubrica do participante ou responsavel:

Rubrica do pesquisador
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S3o Paulo, de de

15. Consentimento Pés-Informacgao:

Eu, , apo6s leitura e compreensdo deste

termo de informacdo e consentimento, entendo que minha participagao é voluntaria, e que posso sair
a qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confirmo que recebi uma via deste termo de
consentimento, e autorizo a realizacdo do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos
somente neste estudo no meio cientifico.

Assinatura do participante ou representante legal

Assinatura da testemunha (para participantes analfabetos, semianalfabetos ou individuos com
deficiéncia auditiva ou visual)

16.

Eu,
(pesquisador responsavel desta pesquisa), certifico que:

a) Esta pesquisa so tera inicio apds a aprovagdo do(s) referido(s) Comité(s) de Etica em Pesquisa o qual
o projeto foi submetido.

b) Considerando que a ética em pesquisa implica o respeito pela dignidade humana e a protegao devida
aos participantes das pesquisas cientificas envolvendo seres humanos;

c) Este estudo tem mérito cientifico e a equipe de profissionais devidamente citados neste termo é
treinada, capacitada e competente para executar os procedimentos descritos neste termo;

Assinatura do pesquisador

Rubrica do participante ou responsavel:

Rubrica do pesquisador
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ANEXO B.2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O GRUPO ARTRITE
REUMATOIDE

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A. Nome do participante:

Documento de identidade:

Data de nascimento: / /
Sexo: ( ) feminino ( ) masculino
Endereco:

Telefone para contato:

Cidade: CEP:

E-mail:

B. Responsavel legal (para analfabetos, semianalfabetos ou individuos com deficiéncia auditiva ou
visual):

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.):

Documento de identidade:

Data de nascimento: / /
Sexo: ( ) feminino ( ) masculino
Endereco:

Telefone para contato:

Cidade: CEP:

E-mail:

Rubrica do participante ou responsavel:

Rubrica do pesquisador
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1.Titulo da pesquisa:

Fungdo anti-inflamatdria da lipoproteina de densidade alta (HDL) na artrite reumatoide: contribuigdo
para o risco cardiovascular

2.0bjetivo:

Este estudo avaliard como esta funcionando o bom colesterol (HDL colesterol) nas pessoas com artrite
reumatoide.

3.Justificativa:

As pessoas com artrite reumatoide tém maior chance de ter doencas do coragdo devido a alteragdo do
colesterol do sangue. O bom colesterol ou HDL colesterol protege contra as doencas do coracdo e
derrame. Neste estudo vamos avaliar a quantidade do bom colesterol (HDL colesterol) e sua funcdo
para que possamos entender melhor a artrite reumatoide e no futuro prevenir complica¢cdes dos vasos
sanguineos.

4, Convite:
O(A) senhor(a) esta sendo convidado, como voluntario(a), para participar de uma pesquisa cientifica.

Para participar deste estudo, o(a) senhor(a) deve atender aos seguintes critérios: ter diagndstico de
artrite reumatoide; ter mais de 18 anos de idade; ndo fazer uso de medicamentos que diminuam
colesterol ou triglicérides nos uUltimos 3 meses; ndo fumar ou ingerir bebida alcodlica; ndo estar gravida;
nao ter diabetes mellitus, doenca do figado cronica, hipotireoidismo descompensado, doenca renal
cronica ou outras doengas renais.

Se o(a) senhor(a) aceitar participar gastara cerca de 30 minutos para que eu faca algumas perguntas
sobre sua saude e faca um exame fisico completo hoje, ou se preferir, podemos agendar para outro
dia.

Além disto, o(a) senhor(a) tera que ir ao laboratério do Hospital do Servidor Publico Municipal, em uma
data que agendaremos, pela manha, em jejum de 8 horas, para retirarmos uma amostra de sangue de
25 mL para fazer exames de sangue (colesterol e bom colesterol).

A coleta de sangue sera realizada pela equipe do Hospital do Servidor Publico Municipal, em dia
previamente agendado e ndo acarretara nenhum risco grave a sua saude.

Devera ser mantida a dieta e a medicac¢do habitual, de acordo com recomendagdo médica, bem como
o agendamento de todas as consultas, como usual, no Hospital do Servidor Publico Municipal.

A coleta de dados somente iniciara apds a aprovacio deste projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Nove de Julho — UNINOVE.

Rubrica do participante ou responsavel:

Rubrica do pesquisador
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5. Desconforto ou riscos esperados:

Serd realizada apenas uma coleta de sangue, com possibilidade de desconforto pequeno no local. Pode
ocorrer formag¢do de pequena mancha no local (hematoma) que desaparece em alguns dias. Em caso
de desconforto, havera equipe de saldde no local para prestar atendimento.

6. Medidas protetivas aos riscos:
As perguntas sobre sua saude e o exame fisico serdo realizados em uma sala reservada.

No laboratério ha equipe para pronto atendimento caso ocorra algum mal-estar durante o
procedimento de coleta de sangue. O(A) Sr(a) receberd assisténcia integral e imediata, de forma
gratuita, pelo tempo que for necessario em caso de danos decorrentes da pesquisa.

Qualquer efeito colateral que o(a) senhor(a) apresente devido a coleta de sangue, ligue para, em
qualquer horério, Marcia Benacchio Giacaglia, no celular/WhatsApp (11) 99141-7052, que é a médica
investigadora do estudo.

O(A) Sr.(a) tem direito a indenizagdo em caso de danos decorrentes do estudo.

7. Beneficios da pesquisa:

N3do ha beneficio direto para o(a) senhor(a). Estudos cientificos baseiam-se na andlise de grande
numero de amostras, sendo impossivel estimar o beneficio individual de cada participante incluido no
estudo.

Os estudos realizados a partir da sua amostra de sangue, permitirdo compreender como a fun¢do do
colesterol HDL e componentes da inflamagdo estdo relacionados com o risco para doencas
cardiovasculares nos individuos com artrite reumatoide.

8. Retirada do consentimento e garantia de acesso:

O(A) senhor(a) tem o direito de acesso a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos
e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas, assim como a
liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem
que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia e tratamento da sua doenca.

Em qualquer etapa do estudo, o(a) senhor(a) terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. A principal investigadora é a Dra. Marisa Passarelli, que
pode ser encontrada na Rua Vergueiro 235/249, Liberdade, S3o Paulo, e-mail:
m.passarelli@uni9.pro.br.

Se o(a) senhor(a) tiver alguma considera¢do ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa - CEP — da Universidade Nove de Julho na Rua. Vergueiro n2 235/249,
129 andar, Sdo Paulo — SP, CEP: 01504-001, telefone: 3385-9010, e-mail: comitedeetica@uninove.br ou
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do Hospital do Servidor Publico Municipal na Rua Castro Alves 63, Sao Paulo — SP, CEP: 01532-001,
telefone: 3397-7725, e-mail: hspm.cep@gmail.com.

9. Garantia do sigilo:

Seu direito de confidencialidade sera garantido. Os seus dados serdo analisados em conjunto com
outros participantes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum participante sob qualquer
circunstancia.

Solicitamos sua autorizacdo para que os dados obtidos nesta pesquisa sejam utilizados em uma
publicacdo cientifica, meio como os resultados de uma pesquisa sdo divulgados e compartilhados com
a comunidade cientifica.

10. Despesas / ressarcimento decorrentes da participagdo na pesquisa:

O(A) senhor(a) ndo tera qualquer custo, pois o custo desta pesquisa sera de responsabilidade do
orcamento da pesquisa. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua participacdo. Os
custos com transporte e alimentagdo que o senhor(a) tiver decorrentes de sua participacdo na pesquisa
serdo ressarcidos pela pesquisadora responsavel.

11. Local da pesquisa:

A coleta de sangue sera realizada no Hospital do Servidor Publico Municipal, CNPJ: 46.854.998/0001-
92, situado a Rua Castro Alves, 60 — Aclimacgdo, Sdo Paulo — SP, CEP: 01532-000, fone: (11) 3208-2211.
Solicitamos sua autorizagdo para verificarmos seu prontuario do ambulatério de reumatologia do
Hospital do Servidor Publico Municipal a fim de obtermos seus dados clinicos e laboratoriais.

As amostras bioldgicas (seu sangue coletado) serdo processadas e estocadas no Laboratdrio de Lipides
(LIM 10) da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo, CNPJ: 60.448.040/0001-22, situado
a Av. Dr. Arnaldo, 455, 32 andar —sala 3305, Cerqueira César, Sdo Paulo — SP, CEP: 01246-903, fone: (11)
3061-7263, e-mail: m.passarelli@fm.usp.br . Plasma e soro provenientes do sangue coletado serdo
armazenados em tubos contendo tampa com rosca de vedagao, em caixas apropriadas, mantidas a -
80°C.

Solicitamos sua autoriza¢do para que as amostras de plasma e soro provenientes do sangue coletado
do senhor(a) sejam armazenadas no Laboratério de Lipides — LIM 10, Depto. de Clinica Médica,
Disciplina de Endocrinologia e Metabologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

As amostras obtidas serdo armazenadas no biorrepositério do Laboratério de Lipides (LIM 10) da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo, apenas durante o periodo de realiza¢do do
estudo. Em caso de necessidade de utilizagdo posterior das amostras serd pedido novo consentimento
ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa.
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Todas as amostras de sangue e os resultados provenientes delas serdo usados apenas para as
finalidades descritas no protocolo de pesquisa e no termo de consentimento livre e esclarecido. Apds
a conclusdo do estudo, qualquer material remanescente sera destruido de acordo com as boas praticas
clinicas.

12. Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e independente, que deve existir
nas instituicGes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado para defender os
interesses dos participantes de pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento das pesquisas dentro dos padrdes éticos (Normas e Diretrizes Regulamentadoras da
Pesquisa envolvendo Seres Humanos — Res. CNS n2 466/12 e Res. CNS 510/2016). O Comité de Etica é
responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que corresponde aos
aspectos éticos. Endereco do Comité de Etica da Uninove: Rua. Vergueiro n2 235/249 — 122 andar —
Liberdade — Sao Paulo — SP CEP. 01504-001. Telefone: 3385-9010. E-mail: comitedeetica@uninove.br

Horarios de atendimento do Comité de Etica: segunda-feira a sexta-feira — Das 11h30 as 13h00 e Das
15h30 as 19h00

13. Nome Completo e telefones dos Pesquisadores (Orientador e Alunos) para Contato:
Profa. Dra. Marisa Passarelli (orientadora) — (11) 982606140

Marcia Benacchio Giacaglia (aluna) - (11) 99141-7052

14. Uma via original assinada deste termo devera ser retida pelo senhor(a) ou por seu representante
legal e outra via original assinada sera arquivada pelo pesquisador responsavel.
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S3o Paulo, de de

15. Consentimento Pés-Informagao:

Eu, , apods

leitura e compreensdo deste termo de informacdo e consentimento, entendo que minha
participacdo é voluntaria, e que posso sair a qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum.
Confirmo que recebi uma via deste termo de consentimento, e autorizo a realizacdo do trabalho
de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos somente neste estudo no meio cientifico.

Assinatura do participante ou representante legal

Assinatura da testemunha (para participantes analfabetos, semianalfabetos ou individuos com
deficiéncia auditiva ou visual)

16.

Ey, (pesquisador
responsavel desta pesquisa), certifico que:

a) Esta pesquisa sé terd inicio apds a aprovacgdo do(s) referido(s) Comité(s) de Etica em Pesquisa
o qual o projeto foi submetido.

b) Considerando que a ética em pesquisa implica o respeito pela dignidade humana e a protegao
devida aos participantes das pesquisas cientificas envolvendo seres humanos;

c) Este estudo tem mérito cientifico e a equipe de profissionais devidamente citados neste termo
é treinada, capacitada e competente para executar os procedimentos descritos neste termo;

Assinatura do pesquisador
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ANEXO C — APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS

UN’NO VE Universidade Nove de Julho
000 e Comisséo de Etica no
Uso de Animais

Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Fungao anti-inflamatdria da lipoproteina de densidade alta (HDL) na artrite
reumatoide: contribuicdo para o risco cardiovascular.", protocolada sob o CEUA n2 6647311023 (o 000403), Sob a
responsabilidade de Marisa Passarelli - que envolve a producdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta
de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009,
bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdao Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de
13/12/2023.

We certify that the proposal "Anti-inflammatory function of high-density lipoprotein (HDL) in rheumatoid arthritis:
contribution to cardiovascular risk.", utilizing 20 Isogenics mice (males or females), protocol number CEUA
6647311023 (D 000403), under the responsibility of Marisa Passarelli - which involves the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009,
as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho University (CEUA/UNINOVE) in the meeting
of 12/13/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 01/2024 a 05/2024  Area: Medicina

Origem:  Biotério - Unidade Vergueiro
Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos ou Fémeas idade: 2 a 48 semanas  Quantidade: 20
Linhagem: C57BI/6 Peso: 10a25g

Sao Paulo, 15 de dezembro de 2023

Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner
Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora daA(;ciJr?;sissao de Etica no Uso de
Universidade Nove de Julho Universidade Nove de Julho

Rua Vergueiro, 235/249 - 122 andar - Liberdade - CEP 01504-001 - S&o Paulo/SP - tel: 55 (11) 3385-9010
Horério de atendimento: 22 a 62 das 11h30 as 19h : e-mail: ceua@uninove.br
CEUA N 6647311023
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ANEXO D — FOLHA DE AVALIAGAO PARA O CALCULO DO
DAS28 APLICADA AOS PARTICIPANTES DO GRUPO AR

Nome: RH: Data:

Escore de atividade da doenga (DAS 28)

Articulagoes dolorosas Articulagtes edemaciadas

\

1. Ndmero de articulagoes dolorosas 2. Namero de articulagbes edemaciadas

3. VHS (mm/h):

4. Avaliagao Global da Saude do paciente:

Pergunta ao paciente: Como vocé se sente, levando em conta a
artrite e outros problemas de saude que vocé tem? (0 = muito
bem, 10 = muito mal)



