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RESUMO

Contexto: O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) impacta significativamente a progresséo
da aterosclerose coronaria, com alta heterogeneidade. A resisténcia a insulina é
etiologicamente relacionada a multiplos fatores de risco que potencializam a
aterogénese em graus variados. Objetivo: Para melhor compreender os fatores
associados a incidéncia/progressao do calcio arterial coronario (CAC), estudamos
4.331 individuos do ELSA-Brasil. Métodos: Individuos com DM2 apresentaram
maiores taxas de incidéncia/progressao de CAC em comparagao aos participantes
sem diabetes. Entre 461 individuos com DM2, n&o usuarios de estatinas e sem doencga
cardiovascular aterosclerotica (ASCVD) no inicio do estudo, 143 (31,0%)
apresentaram incidéncia/progressdo de CAC, e a concentragdo de pequenas
particulas de lipoproteina de alta densidade (HDL) mostrou associagéo significativa
com esses desfechos. Resultados: Maior concentragcdo plasmatica (3° tercil) de
particulas de HDL com <8 nm (HDLp1) foi associada a maior chance de
incidéncia/progressao de CAC (odds ratio [OR] = 2,40; IC 95%: 1,32-3,40; p < 0,001)
em comparacao ao 1° tercil, correspondendo a um aumento aproximado de 140%. A
inclusdo de HDLp1 também foi associada a uma melhora liquida de reclassificacdo de
13,6% (NRI =0,136; IC 95%: 0,028-0,188; p = 0,004), indicando melhor classificagdo
do risco de incidéncia/progressdo de CAC. Conclus&o: A concentragdo de HDLp1
demonstra associagdo significativa com a incidéncia/progressao de CAC em

individuos com DM2.

Palavras-chave: HDL, Aterosclerose, Diabetes Mellitus Tipo 2, Escore de Calcio

Arterial Coronario (CAC), Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)



ABSTRACT

Context: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) significantly impacts the progression of
coronary atherosclerosis, with high heterogeneity. Insulin resistance is etiologically
related to multiple risk factors that potentiate atherogenesis to varying degrees.
Objective: To better understand the factors associated with coronary artery calcium
(CAC) incidence/progression, we studied 4,331 individuals from the ELSA-Brasil
cohort. Methods: Individuals with T2DM presented higher rates of CAC
incidence/progression compared to participants without diabetes. Among 461
individuals with T2DM, non-statin users and without atherosclerotic cardiovascular
disease (ASCVD) at baseline, 143 (31.0%) presented CAC incidence/progression, and
the concentration of small high-density lipoprotein (HDL) particles showed a significant
association with these outcomes. Results: Higher plasma concentration (3™ tertile) of
HDL particles <8 nm (HDLp1) was associated with a higher likelihood of CAC
incidence/progression (odds ratio [OR] = 2.40; 95% CI: 1.32-3.40; p < 0.001)
compared to the 1%t tertile, corresponding to an approximate 140% increase. The
inclusion of HDLp1 was also associated with a net reclassification improvement of
13.6% (NRI = 0.136; 95% CI: 0.028-0.188; p = 0.004), indicating better classification
of CAC incidence/progression risk. Conclusion: HDLp1 concentration demonstrates a

significant association with CAC incidence/progression in individuals with T2DM.

Keywords: HDL, Atherosclerosis, Type 2 Diabetes Mellitus, Coronary Artery Calcium

(CAC), Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
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1 INTRODUGAO

1.1 Formacgao e fungao das particulas de HDL no metabolismo lipidico

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) constituem elementos essenciais do
metabolismo lipidico e exercem funcao protetora no sistema cardiovascular, atuando
primordialmente na mediacdo do transporte reverso de colesterol (TRC). O TRC
viabiliza a remocgé&o do colesterol de células periféricas, com énfase nos macréfagos
da parede arterial, para o seu transporte ao figado e subsequente excrecgédo biliar. Este
mecanismo é determinante na prevencado do acumulo lipidico tecidual, mitigando a
formacdo de placas ateroscleréticas, que representam o principal substrato da
aterosclerose coronariana (1).

A formacgao das particulas de HDL decorre da interagao da apolipoproteina A-l
(ApoA-I), sua principal proteina estrutural, com fosfolipidios e colesterol livre de origem
periférica. Nesse estagio inicial, a HDL apresenta configuragdo discoide e baixo
conteudo lipidico. O transportador ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1),
expresso nas células periféricas, medeia a transferéncia de colesterol e fosfolipidios
para a ApoA-l, dando origem &s particulas nascentes. A medida que ocorre a
incorporagao progressiva de colesterol, essas estruturas sofrem remodelagédo para
formas esféricas, em um processo dependente da atividade da lecitina-colesterol
aciltransferase (LCAT) (2).

A enzima LCAT é indispensavel para a maturacdo da HDL. Sua fungao consiste
na esterificacdo do colesterol livre na superficie da lipoproteina, convertendo-o em
éster de colesterol, que migra para o nucleo (core) da particula em fungdo de sua

natureza hidrofébica. Esta transicdo amplia a capacidade da HDL em captar colesterol
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adicional das células periféricas e consolida o inicio do transporte centripeto ao figado.
Adicionalmente, a HDL participa da remogao de colesterol das células espumosas, as
quais consistem em macrofagos sobrecarregados de lipidios acumulados em lesdes
aterosclerdticas. No decorrer de seu processo de maturacio, as particulas de HDL
sofrem modificagbes estruturais significativas que determinam sua heterogeneidade
funcional. Durante este fenbmeno, a HDL interage com um complexo sistema de
enzimas e proteinas reguladoras que modulam suas propriedades fisico-quimicas e
determinam a sua capacidade em mediar o TRC. Uma dessas proteinas
fundamentais, complementar a acdo da LCAT, € a proteina de transferéncia de éster
de colesterol (cholesteryl ester transfer protein — CETP), que catalisa a troca de
ésteres de colesterol da HDL por triglicerideos provenientes de lipoproteinas de baixa
densidade (low-density lipoprotein — LDL) e de muito baixa densidade (very low-
density lipoprotein — VLDL). Este mecanismo € vital para o remodelamento e a
homeostase funcional das particulas de HDL, viabilizando o fluxo centripeto de
colesterol ao figado para posterior excrecao (2, 4).

A maturacdo e a eficiéncia funcional das particulas de HDL s&o diretamente
moduladas por suas dimensdes moleculares e composi¢cao proteica. As subfragdes
de HDL s&o categorizadas em trés classes principais de acordo com o diametro:
HDL2, HDL3 e a subfracdo emergente HDLp1, intimamente vinculada ao incremento
do risco cardiovascular. O HDLZ2, constituido por particulas de maior volume
(diametros > 9 nm), demonstra superioridade funcional no TRC, apresentando
elevada capacidade de promover o efluxo de colesterol de macrofagos e inibir a
modificagdo oxidativa das LDL. Em contrapartida, o HDL3, caracterizado por

particulas menores (entre 8 e 9 nm), exibe competéncia reduzida na mediagdo do
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TRC, embora preserve propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias clinicamente
relevantes (1, 5).

Nesse cenario, as subfragdes compostas por particulas de dimensdes minimas
(< 8 nm), tem despertado crescente interesse cientifico devido ao seu papel
fisiopatoldgico na aterosclerose coronariana. Investigagbes prévias sugerem que
subfracbes de menor didmetro, notadamente a HDLp1 e a HDL3c, apresentem
eficacia reduzida tanto na remogao de colesterol dos tecidos periféricos quanto na
regulacdo do estresse oxidativo. Em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
cenario no qual a glicagao n&o enzimatica da apolipoproteina A-1 poderia comprometer
sensivelmente a atividade biolégica da lipoproteina, cogita-se que a presenga dessas
particulas disfuncionais esteja vinculada a uma progressdo acelerada da

aterosclerose (4, 6, 7, 8).

1.2 Métodos de Medicao das Particulas de HDL e Suas Implicagoes

A caracterizagao fenotipica das particulas de HDL tem se modificado ao longo
das ultimas décadas, acompanhando o aprimoramento de métodos capazes de
discriminar suas subfragdes com maior precisdo. As diferentes abordagens analiticas
oferecem informagdes sobre a organizagdo molecular das particulas, suas
propriedades funcionais e sua relagao com a estratificagcao do risco cardiovascular. A
integracao desses dados contribui para a melhor compreensao da associagéo entre o

metabolismo da HDL e os mecanismos envolvidos na génese da aterosclerose.

1.3 Ultracentrifugacdao em gradiente de densidade
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A ultracentrifugacdo em gradiente de densidade configura-se como um dos
métodos pioneiros e extensivamente empregados na compartimentacdo das
subfracdes de HDL de acordo com suas propriedades densitométricas. Por meio deste
meétodo, as particulas sdo segregadas em HDL2 (particulas de maior diametro e
menor densidade) e HDL3 (particulas menores e mais densas), propiciando uma
avaliacao preliminar da heterogeneidade das subfragdes. Todavia, esta metodologia
impo&e limitagdes técnicas criticas, incluindo o tempo operacional prolongado e o risco
de artefatos por alteragdo da integridade estrutural das particulas decorrentes das
elevadas forgas centrifugas aplicadas (8, 9, 10).

A ultracentrifugacdo permanece util em contextos de pesquisa basica, porém
sua aplicacdo em estudos populacionais de larga escala € limitada pela complexidade
operacional e pela necessidade de infraestrutura especializada. Além disso, a técnica
nao é capaz de fornecer a caracterizacdo detalhada de subfracdes de menor didametro,

como o HDLp1, cuja detecgao € central para este estudo.

1.4 Eletroforese em gel bidimensional (2D-PAGE)

Outro método utilizado para a caracterizagcdo das particulas de HDL é a
eletroforese em gel bidimensional (2D-PAGE), que separa as particulas de HDL com
base em seu tamanho e carga elétrica liquida. Esse método é particularmente eficaz
na identificacdo de subfracbes menores de HDL, como o pré-B1-HDL, que
desempenha um papel essencial no inicio do TRC. No entanto, assim como a
ultracentrifugacédo, o 2D-PAGE é tecnicamente complexo e requer equipamentos
avancgados, limitando sua aplicabilidade em estudos populacionais de grande escala.

Essa limitacdo das abordagens convencionais sustenta a incorporagdo de novos
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meétodos, que permitam identificar alteragdes em particulas menores, potencialmente

presentes antes do desenvolvimento de calcificagdo coronariana (10, 11).

1.5 Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (nuclear magnetic
resonance, RMN) permite a caracterizagdo do perfil lipoproteico com discriminagéo
das subclasses de LDL, HDL e VLDL, ampliando a analise para além da concentragao
lipidica isolada. O método baseia-se na detecgéo dos sinais eletromagnéticos emitidos
pelos prétons dos lipideos, cuja interpretagdo espectroscépica possibilita diferenciar
as particulas conforme seu diametro e composigao quimica.

Em contraste com abordagens como a ultracentrifugacgéo e a eletroforese, nao
ha necessidade de separagao fisica das lipoproteinas, o que favorece uma analise
direta e reduz interferéncias relacionadas ao processamento. A partir dessa
abordagem, torna-se possivel capturar a heterogeneidade das subfragdes de HDL n&o
evidenciada por métodos convencionais, aspecto particularmente relevante para a

identificacdo de marcadores associados ao risco ateroscleratico (5, 10).
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Figura 1. Espectros de varios padrbes de referéncia de subclasse de lipoproteina na

biblioteca de deconvolugdo. Os componentes da subclasse foram isolados por

ultracentrifugacdo e cromatografia em coluna de agarose. VL, VLDL grande; VM,

VLDL médio; VS, VLDL pequeno; IDL, lipoproteinas de densidade intermediaria; LL,

LDL grande; LM, LDL médio; LS, LDL pequeno; HL, HDL grande; HM, HDL médio;

HS, HDL pequeno (10).

Um dos atributos centrais deste método reside na capacidade de quantificar o

numero absoluto de particulas lipoproteicas, parametro que frequentemente dissocia-

se das concentragdes de colesterol. Relatos prévios indicam que individuos com



19

niveis equivalentes de LDL-C podem apresentar contagens distintas de particulas de
LDL, fenébmeno que impacta o risco cardiovascular de forma substancial.
Adicionalmente, a RMN viabiliza a avaliagcdo pormenorizada de subclasses
lipoproteicas, incluindo as particulas pequenas e densas de LDL, que demonstram
uma associacdo com o incremento do risco aterosclerético em virtude de sua maior
permeabilidade a parede arterial, elevada suscetibilidade a modificagdo oxidativa e
participagéo ativa na génese de células espumosas (5, 12, 13).

A RMN ¢ igualmente determinante na compreenséao das alteragdes estruturais
e funcionais das lipoproteinas em cenarios metabdlicos especificos, notadamente no
diabetes mellitus tipo 2. Sob esta condicdo, ocorrem modificagdes na composigao
lipidica e no perfil funcional das particulas, caracterizadas pelo incremento na
proporcdo de particulas pequenas e densas de LDL concomitante a reducédo da
competéncia biologica das particulas de HDL. Tais variagbes fenotipicas ndo séo
discriminadas com precisdo por métodos laboratoriais convencionais, ao passo que a
RMN prové uma caracterizagcdo abrangente destas alteragdes, constituindo

ferramenta auxiliar na estratificacédo de risco cardiovascular (5, 12, 13, 14).
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Tabela 1. Intervalos de didmetro de subclasses de lipoproteinas mensuradas por

espectroscopia de RMN

Parametro de Lipoproteina NMR Faixa de Diametro (nm)
HDL
HDL pequeno 7,3-8,2
HDL médio 8,2-8,8
HDL grande 8,813
LDL
LDL muito pequeno 18-19,8
LDL médio pequeno 19,8-21,2
IDL 23-27
LDL pequeno 18-21,2
LDL grande 21,223
VLDL
VLDL pequeno 27-35
VLDL médio 35-60
Grande VLDL/quilomicrons > 60

Outro aspecto relevante reside na aplicagdo da RMN em investigagdes que
estabelecem a associacao entre perfis lipoproteicos e desfechos clinicos. Estudos
prévios demonstraram que o numero de particulas de LDL (LDL-P) configura-se como
um preditor mais fidedigno do risco cardiovascular do que a mensuragao isolada do
LDL-C, apresentando, inclusive, superioridade a apolipoproteina B na estratificacao
de risco (14).

Subclasses de particulas, como pequenas particulas de LDL e HDL, sao
associadas a maior risco de progressdo da aterosclerose e a eventos
cardiovasculares em estudos epidemiologicos e de intervengao clinica. A RMN tem
sido usada para monitorar respostas a tratamentos, como terapias que modulam o

tamanho e numero de particulas de LDL e HDL. Adicionalmente, esta metodologia
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permite o calculo do diametro médio das particulas lipoproteicas, provendo dados
suplementares acerca do estado metabolico do individuo (5, 12, 14).

Por exemplo, tamanhos reduzidos de particulas de LDL estdo frequentemente
associados a resisténcia a insulina, sindrome metabdlica e diabetes tipo 2. Essa
informacéo, aliada a analise quantitativa de subclasses, contribui para uma avaliagcéo
mais precisa do perfil lipidico e metabdlico (12, 14).

No contexto da pesquisa clinica, a RMN tem sido progressivamente
incorporada a avaliagdo de alteracbes lipidicas associadas a aterosclerose, com
implicacdes para a definicao de estratégias terapéuticas individualizadas. O conjunto
de evidéncias disponiveis sugere que sua utilizagdo pode contribuir para a
compreensao de mecanismos fisiopatoldgicos ainda pouco caracterizados, além de

oferecer subsidios para o refinamento das abordagens de prevengéo e tratamento.

1.6 Comparagao dos métodos de medicao

Em comparagdo a ultracentrifugacdo e ao 2D-PAGE, a RMN apresenta
atributos técnicos que favorecem sua aplicagdo em maior escala. Enquanto os
meétodos convencionais provém dados sobre a densidade e o didametro das particulas
de HDL, tais abordagens possuem limitagcbes em eficiéncia e aplicabilidade clinica.
Em contrapartida, a NMR viabiliza uma caracterizagao pormenorizada e célere das
subfragdes de HDL, permitindo a identificacdo de biomarcadores emergentes, como
o HDLp1, que parece estar associado diretamente com a progressao da aterosclerose
4,5, 10).

Investigagdes como a de Carvalho et al. (2021) reiteram a utilidade da NMR ao

evidenciar o vinculo entre variacdes no didmetro e na concentragao das particulas
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lipoproteicas com o risco de progressao de doencas metabdlicas. Na referida analise,
a RMN permitiu identificar o didmetro das particulas de lipoproteinas remanescentes
de triglicerideos (triglyceride-rich lipoproteins — TRL) como um preditor para o
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, especificamente em individuos que
apresentavam HbA1c < 39 mmol/mol (5,7%) na linha de base. Tais evidéncias
sustentam que o didmetro das particulas de TRL configura-se como um fator de risco
precocemente alterado no curso dos processos fisiopatolégicos da doenga,
manifestando-se antes mesmo da consolidagdo de anormalidades glicémicas. Esses
achados fundamentam o papel da RMN na deteccéo precoce de alteragdes lipidicas

com relevancia clinica e prognostica (15).

1.7 Impacto do Controle Glicémico Inadequado no Funcionamento das

Particulas de HDL e Progressao da Aterosclerose

O controle glicémico insatisfatério, observado com frequéncia em individuos
acometidos por diabetes mellitus tipo 2 (DM2), exerce influéncia determinante na
degradacgédo funcional das particulas de HDL e no avango da aterosclerose. A
hiperglicemia persistente induz modificagbes estruturais nas lipoproteinas,
notadamente via processos de glicagdo e oxidagdo, que comprometem suas
propriedades cardioprotetoras, como o transporte reverso de colesterol (TRC) e as
atividades antioxidantes e anti-inflamatorias. Esse cenario é agravado pelo estado
inflamatdrio sistémico inerente ao DM2, o qual intensifica o nexo entre o desequilibrio

metabalico e a disfuncéo lipoproteica (6).



23

1.8 Glicagao nao enzimatica e alteragées na Apolipoproteina A-/ (ApoA-l)

A glicagdo ndo enzimatica constitui um dos mecanismos centrais pelos quais a
instabilidade glicémica altera a arquitetura e a competéncia biolégica das particulas
de HDL. Sob condi¢gbes de hiperglicemia, a apolipoproteina A-I (ApoA-I), principal
componente proteico do HDL, €& submetida a modificagdes pds-traducionais
decorrentes da incorporagdo de grupos glicidicos aos seus residuos de lisina. Tal
fendmeno modifica a conformagéo da ApoA-I, o que prejudica sua interagdo adequada
com receptores responsaveis pela promog¢ao do efluxo de colesterol, como o
scavenger receptor class B type | (SR-Bl) e o ATP-binding cassette transporter A1
(ABCA1), ambos imprescindiveis para a execugédo do TRC (3, 6).

Essas alteragbes estruturais resultam em uma redugao na eficiéncia do TRC,
uma das principais fungdes protetoras do HDL. A capacidade de promover o efluxo de
colesterol dos macrofagos e das células espumosas é crucial para evitar o acumulo
de colesterol nas paredes arteriais, que leva a formagao de placas aterosclerdticas.
Quando ocorre a glicagdo da ApoA-lI, a funcionalidade desse mecanismo é
comprometida, o que facilita a retencgéo lipidica e impulsiona a aterogénese (Figura
2). Esse processo é especialmente importante em pacientes com DM2, nos quais a
oscilagdo glicémica crénica apresenta um vinculo direto com o aumento do risco de

eventos cardiovasculares (1).

1.9 Oxidagao das particulas de HDL

Outro mecanismo central pelo qual a instabilidade glicémica afeta o HDL é o

estresse oxidativo. A hiperglicemia persistente eleva a produgéo de espécies reativas
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de oxigénio (EROs), fomentando a oxidagdo das particulas de HDL, com destaque
para as subfracées de menor diametro, como o HDLp1 e o HDL3c. A modificacéo
oxidativa das particulas de HDL prejudica sua competéncia bioldgica, afetando
especialmente sua propriedade antioxidante (Figura 2). Em condic¢des fisiologicas, o
HDL atua na inibicdo da oxidagcdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
dificultando o acumulo de LDL oxidadas na intima arterial; todavia, ao sofrer oxidacao,

o HDL perde esse potencial protetor (6, 16, 17).

Impacto do Mau Controle Glicémico na Funcionalidade de Particulas Pequenas de HDL (HDLp1)
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Figura 2. Visdo geral comparativa dos efeitos do controle glicémico normal e

- h %

prejudicado na funcionalidade da particula HDLp1 e no transporte reverso de

colesterol.

1.10 Alteragoes nas fungoes antioxidantes e anti-inflamatérias do HDL

Para além de sua participacdo no transporte reverso de colesterol, o HDL

exerce fungdes relacionadas a modulacdo do estresse oxidativo e da resposta

inflamatoria. Em condigdes fisioldgicas, contribui para a neutralizagdo de espécies



25

reativas de oxigénio e para a atenuagéo da ativagao de células inflamatdrias, incluindo
macrofagos. Esse perfil funcional se altera no contexto de hiperglicemia cronica.
Processos de oxidagao e glicagdo das particulas, particularmente nas subfragdes de
menor didametro, como HDLp1 e HDL3c, comprometem sua capacidade de exercer
esses efeitos. Como consequéncia, observa-se intensificagao do estado inflamatério
na parede arterial, favorecendo o acumulo de macrofagos e a formagéao de células
espumosas. A presenca dessas células esta associada a constituicdo de placas
aterosclerdticas com maior instabilidade, condigdo que se relaciona a maior
probabilidade de eventos cardiovasculares, como o infarto do miocardio. Em paralelo,
a reducao da atividade anti-inflamatoria do HDL contribui para a manutengdo de um
ambiente pro-aterogénico, no qual citocinas como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha - TNF-a) contribuem para a

progresséo da doenca (1, 6, 18).

1.11 Papel do controle glicémico na modulacao da progressao da aterosclerose

Individuos com DM2 que mantém niveis glicémicos estaveis apresentam menor
propensédo a disfungdes nas particulas de HDL. Evidéncias sugerem que a redugao
dos niveis de HbA1c guarda relagdo com a melhora na funcionalidade lipoproteica,
tanto na mediacdo do TRC quanto em suas propriedades antioxidantes. Tal
observacédo refor¢ca a necessidade do manejo glicémico rigoroso para mitigar danos
estruturais ao HDL e reduzir o risco de evolucéo da aterosclerose. Embora o controle
da HbA1c seja fundamental, o monitoramento de biomarcadores funcionais como o

HDLp1 assume relevancia singular, pois estes podem sinalizar o inicio da aterogénese
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antes mesmo que o controle glicémico isolado seja capaz de prever a progressao da

calcificagc&o arterial (6).

2 O PAPEL DO ESCORE DE CALCIO ARTERIAL CORONARIO (CAC) NA
IDENTIFICAGAO DE PACIENTES DE ALTO RISCO

2.1 O conceito do escore de calcio arterial coronariano (CAC)

O escore de calcio arterial coronariano (CAC) € uma medida quantitativa que
avalia a presenga e a extensdo da calcificacdo nas artérias coronarias, sendo
amplamente reconhecido como um marcador de aterosclerose, particularmente em
sua forma subclinica. A calcificagdo coronariana é quase exclusivamente encontrada
em contextos de doenga aterosclerotica e serve como indicador indireto da carga total
de placas aterosclerdticas presentes na parede arterial, refletindo o acumulo
progressivo de alteragdes estruturais ao longo do desenvolvimento da doenga (19).

O CAC é determinado por meio de tomografia computadorizada (TC) nao
contrastada, técnica que permite a visualizagao direta do acumulo de calcio nas
artérias coronarias. A presencga de calcio nas placas ateroscleréticas reflete o estagio
mais avangado da doencga, no qual as placas ja se encontram em um processo de
estabilizac¢ado, indicando o risco acumulado ao longo do tempo (19).

A pontuagdo do CAC é calculada utilizando o método de Agatston, o qual
quantifica a carga de calcio presente nas artérias coronarias por meio da atribuicdo
de um valor numérico baseado na extensdo e na densidade das areas calcificadas.
Para sua execugédo, as imagens sao adquiridas por TC utilizando cortes axiais de alta
resolugcdo que cobrem toda a extensdo do coracdo, permitindo uma avaliagcédo

abrangente do leito coronariano (19).
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A sincronizagdo com o eletrocardiograma (ECG) é essencial para minimizar
artefatos causados pelo movimento cardiaco, contribuindo para maior precisdo na
mensuragao da carga calcica e maior confiabilidade na determinagao do escore (19,
20).

A calcificagdo coronariana é identificada como uma les&o hiperatenuante com
densidade igual ou superior a 130 unidades Hounsfield (UH) e area minima de 1 mm?,
0 que equivale a aproximadamente trés pixels adjacentes nas imagens tomograficas.
A partir dessa definicdo operacional, o método de Agatston estabelece um sistema
padronizado de quantificacdo da carga de calcio coronariano, fundamentado na
deteccédo e caracterizagado de focos calcificados ao longo da arvore arterial coronaria
(19, 20).

Cada lesao calcificada recebe uma pontuacdo baseada em sua densidade
maxima, seguindo a classificagdo em quatro categorias: 130 a 199 UH (fator de
ponderacédo 1), 200 a 299 UH (fator 2), 300 a 399 UH (fator 3) e 400 UH ou mais (fator
4). Esse sistema de ponderacédo reflete o aumento progressivo da atenuacgéo
radiolégica, que esta relacionado a maior densidade do conteudo calcico e,
potencialmente, a complexidade estrutural da placa aterosclerética (19, 20).

O escore de cada lesdo é calculado multiplicando o fator de ponderagéo pela
area da lesdo (em mm?), integrando, dessa forma, dois componentes fundamentais: a
extensdo espacial do depodsito calcificado e sua densidade radiologica. Essa
abordagem permite a quantificagao da contribui¢cao individual de cada foco calcificado
para o escore total de calcio coronariano, o qual corresponde a soma dos escores de
todas as lesdes identificadas, sendo amplamente utilizado como uma estimativa

indireta da carga aterosclerotica coronariana calcificada (19).
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Os valores do escore de calcio arterial coronariano (CAC) s&o dispostos em
diferentes categorias que refletem o risco cardiovascular. Um escore de CAC igual a
zero indica auséncia de calcificacdo detectavel e esta associado a baixo risco de

eventos cardiovasculares (Figura 3).

Progressao da Placa - Cortes Transversais Esquematicos

Placa

Artéria normal/lesdo Estria gordurosa/ Placa nao calcificada Placa mista Placa calcificada
precoce. ateroma precoce. (placa mole) avangada
Sem calcificagdo Sem calcificagdo
Pontuagéo de Célcio na Artéria Corondria
0 - baixa - moderada - alta

IEII £

CAC=0 CAC=0 CAC=0 CAC>0 CAC Alto (>100)
Correlagao por TC - Imagens Tomograficas

Figura 3. Estagios da progressdo da placa aterosclerdtica coronariana e sua
correlagdo com as imagens de tomografia computadorizada (Escore de Calcio

Coronariano - CAC).

Valores de CAC entre 1 e 99 correspondem a risco baixo a moderado, ao passo
que escores entre 100 e 399 se associam a risco moderado a alto. Niveis iguais ou
superiores a 400 indicam maior probabilidade de eventos cardiovasculares e
costumam embasar decisées clinicas, incluindo a introdugdo de estratégias
preventivas, por exemplo, o uso de estatinas (Greenland et al., 2018).

Valores de CAC equivalentes a zero indicam auséncia de calcificagdo

detectavel, ao passo que escores elevados (> 100) guardam relagdo com um risco
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substancialmente superior de eventos cardiovasculares. Por exemplo, um escore CAC
= 100 vincula-se a um risco 7,5 vezes maior de eventos ateroscleréticos em um
horizonte de 10 anos, quando comparado a individuos sem calcificagdo. Todavia, o
CAC néo deve ser interpretado de forma estatica, visto que sua progresséo temporal

também constitui um indicador relevante de risco (20, 21).

2.2 Progressao do CAC e sua relagao com o risco cardiovascular

O escore de calcio arterial coronariano (CAC) € amplamente reconhecido como
um preditor consistente de eventos cardiovasculares e, nas ultimas duas décadas,
consolidou-se como ferramenta essencial para a avaliacdo da aterosclerose
subclinica. O CAC nao apenas quantifica a carga de calcificagdo coronariana, mas
também propicia uma estimativa acurada do risco de eventos em individuos com ou
sem manifestagdes clinicas evidentes.

Diversas investigagbes de relevancia, a exemplo do Multi-Ethnic Study of
Atherosclerosis (MESA), demonstraram que o CAC figura entre os preditores mais
consistentes de eventos cardiovasculares em distintos grupos étnicos e faixas etarias.
Adicionalmente, o diagndstico de diabetes mellitus tipo 2 apresenta um vinculo com a
progressdo acelerada do CAC, fendbmeno que eleva o risco de desfechos
coronarianos nesta populagao (21, 22, 23).

Além do valor absoluto do escore, a progressédo do CAC ao longo do tempo
possui implicagdes progndsticas relevantes. Evidéncias indicam que individuos que
apresentam incremento na calcificacdo em avaliagdes seriadas encontram-se sob
maior risco de eventos cardiovasculares. Esta vulnerabilidade é especialmente

pertinente em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2), uma vez que a doenga
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guarda relagdo com a progressao acelerada da calcificagao arterial. Por exemplo, em
individuos com DM2, a evolugao do CAC foi observada em até 22% dos casos em um
intervalo de cinco anos, frente a aproximadamente 11% em individuos sem a
enfermidade (24).

Tais dados sugerem que, na populacao diabética, a aterosclerose ndo apenas
exibe maior prevaléncia, mas também apresenta um curso clinico mais célere e
agressivo, elevando substancialmente o risco de desfechos como o infarto do

miocardio e o acidente vascular cerebral (24).

2.3 O papel do CAC na identificagao precoce de pacientes de alto risco

O principal valor clinico do escore CAC esta na sua capacidade de identificar
precocemente individuos sob risco de eventos cardiovasculares, frequentemente
antes que os sintomas aparegcam. A auséncia de calcificagcdo (CAC = 0) apresenta
uma relagdo com um risco muito baixo de eventos a curto prazo, conceito conhecido
como "periodo de garantia". Durante esse intervalo, que pode durar de 5 a 10 anos, a
chance de eventos ateroscleréticos € minima, o que pode permitir o adiamento de
tratamentos farmacologicos intensivos em casos selecionados (22, 24).

No entanto, mesmo individuos que inicialmente apresentam CAC = 0 podem
evoluir para calcificagdo ao longo do tempo, especialmente se estiverem expostos a
fatores de risco, como o DM2. O estudo MESA demonstrou que individuos com DM2
tém uma probabilidade significativamente maior de desenvolver calcificacdo
coronariana ao longo do tempo, mesmo que inicialmente apresentem CAC = 0. Esses
achados sugerem que o monitoramento regular do CAC, particularmente em

populagdes de alto risco, como os diabéticos, pode ser crucial para detectar a
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progresséo subclinica da aterosclerose e intervir precocemente para reduzir o risco

de eventos fatais (20, 22, 24).

2.4 CAC e a estratificagcao do risco em individuos com DM2

Individuos com DM2 representam um grupo de interesse central na avaliagéao
do CAC, devido ao impacto direto da doencga na aceleracéo da calcificagao arterial. O
diabetes induz um ambiente proé-inflamatério e pré-aterogénico, marcado pela
hiperglicemia, dislipidemia, resisténcia a insulina e estresse oxidativo. Tais fatores
potencializam a deposi¢ao de calcio nas placas ateroscleréticas, o que resulta em uma
progressao acelerada dos escores de calcio (25).

Investigagbes como o estudo PREVEND demonstram que pacientes com
diabetes exibem graus mais elevados de calcificagdo coronariana, fator que guarda
relacado direta com o incremento do risco cardiovascular. Paralelamente, o Dallas
Heart Study revelou que biomarcadores emergentes, como as subfracbes de HDL,
apresentam associagcdo com a progressao do CAC em individuos com DM2. Esses
dados sugerem que a analise conjunta de biomarcadores lipidicos e do CAC pode

elevar a precisao da estratificagdo de risco nessa populacéo (2, 25).
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3 JUSTIFICATIVA

A aterosclerose em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) exibe um
curso clinico acelerado, o que demanda ferramentas de monitoramento cada vez mais
sensiveis. Embora o escore de calcio arterial coronariano (CAC) seja o padrao-ouro
para quantificar a carga ateroscleroética estrutural, conforme demonstrado em grandes
coortes como o MESA e o ELSA-Brasil, ele reflete estagios em que a calcificagao ja é
detectavel por imagem. Surge, portanto, a necessidade de identificar biomarcadores
funcionais que guardem relagdo ndo apenas com a presencga do calcio, mas com a
dinamica de sua evolugao (21, 23, 26).

As subfragdes de HDL, com énfase no HDLp1, apresentam propriedades
biolégicas que podem ser alteradas precocemente pelo ambiente metabdlico do
diabetes. Compreender como esses niveis plasmaticos se vinculam a progressao do
CAC, tanto na conversao de escores nulos para positivos quanto no incremento da
carga calcificada pré-existente, é essencial para elucidar o papel dessas particulas na
histéria natural da doenga coronariana (4, 6).

Sob essa perspectiva, propde-se um modelo conceitual no qual a HDLp1 possa
ocupar uma posicgao inicial na cascata fisiopatoldgica da aterosclerose, atuando como
um potencial marcador de disfungéo lipoproteica (fungéo), cuja repercussao poderia
se refletir na progressao da carga aterosclerética mensurada pelo escore de calcio
arterial coronariano (CAC, estrutura), culminando, eventualmente, na expressao
clinica da doencga cardiovascular. Nesse encadeamento, levanta-se a hipétese de que
a disfungao das particulas de HDL preceda, e possivelmente influencie, a velocidade
de progressao das alteragbes estruturais detectaveis, permitindo a identificacdo
precoce de individuos com maior propensdo a evoluir para desfechos clinicos

adversos.
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Embora o CAC seja amplamente reconhecido como um marcador robusto de
aterosclerose subclinica, sua detecgao esta condicionada a presenca de alteracdes
estruturais ja estabelecidas na parede arterial. Nesse contexto, a investigacdo de
marcadores que reflitam alteracbes biologicas em fases ainda mais precoces,
possivelmente anteriores a prépria calcificagdo detectavel, emerge como um foco
relevante de investigacdo. Assim, postula-se que altera¢gées na funcionalidade das
particulas de HDL, particularmente da subfracdo HDLp1, possam anteceder a
expressao fenotipica da doenca mensurada pelo CAC. Nesse contexto, levanta-se a
hipétese de que a HDLp1 possa atuar como um biomarcador de vulnerabilidade
vascular incipiente, sendo potencialmente capaz de refletir alteragdes funcionais que
precedem a detecgado morfoldgica da aterosclerose e sua consequente manifestagao
clinica ou, ainda, de sinalizar trajetorias evolutivas mais agressivas em individuos com
lesbes ja estabelecidas (4, 6, 8).

Tal hipdtese esta alinhada a logica de investigagao de marcadores metabdlicos
em estagios pré-clinicos da doenga cardiovascular, conforme demonstrado por
Carvalho et al. (15), que evidenciaram a utilidade de subfra¢des lipoproteicas na
identificacdo de risco subclinico. Dessa forma, ao integrar marcadores funcionais e
estruturais em um mesmo eixo analitico, este estudo busca explorar uma lacuna
relevante na literatura, investigando se a HDLp1 pode contribuir para a estratificagao
precoce do risco de progressédo da aterosclerose, especialmente em populagdes de
maior vulnerabilidade, como individuos com DM2, a partir de dados longitudinais do

ELSA-Brasil (4, 6).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a associagao entre os niveis plasmaticos de particulas pequenas de
HDL (HDLp1) e a progress&o da aterosclerose coronariana, medida pelo escore de
calcio arterial coronariano (CAC), em individuos com diabetes tipo 2 (DM2) do estudo

ELSA-Brasil.

4.2 Objetivos especificos

a. Analisar se a inclusdao do HDLp1 como biomarcador adicional melhora a
capacidade de discriminagdo do modelo de predicdo de progressdo do CAC
em comparacao aos fatores de risco tradicionais.

b. Examinar a relagao entre o controle glicémico inadequado e as disfun¢des nas
subfragdes de HDL, especificamente no HDLp1, e seu impacto na progressao

da aterosclerose coronariana.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Populacao do Estudo

O presente estudo é uma analise secundaria do Estudo Longitudinal de Saude
do Adulto (ELSA-Brasil), uma coorte multicéntrica composta por 15.105 participantes
brasileiros com idades entre 35 e 74 anos, recrutados entre 2008 e 2010. O ELSA-
Brasil foi desenvolvido com o objetivo de investigar os determinantes das doencgas
cardiovasculares e metabdlicas, particularmente o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (26,
27).

O estudo ELSA foi aprovado pelos Comités de Etica e Pesquisa (CEPs) das
instituicdes envolvidas, cumprindo todos os requisitos éticos necessarios para
pesquisas com seres humanos, registrado sob o CAAE: 0016.198.000-06. Entre esses
requisitos, estdo: (i) a participacdo voluntaria, (ii)) a garantia de privacidade dos
participantes e a (iii) confidencialidade das informacdes. As estratégias adotadas
minimizam fatores de exclusdo, incluindo a adaptacdo das instalagdes fisicas dos
Centros de Investigagéo para pessoas com necessidades especiais (26, 27).

Os funcionarios das seis instituicdes participantes assinam o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, documento que assegura seus direitos e deveres.
Para tanto, contam com suporte de um profissional capacitado para esclarecer
duvidas e tém a liberdade de consultar terceiros antes de firmar o consentimento (26,
27).

Nos Centros de Investigagdo do ELSA, os participantes realizam entrevistas e
exames conduzidos por profissionais qualificados, seguindo protocolos estabelecidos
pelo Comité Diretivo e normas nacionais de prote¢cdo a saude. Os resultados de

exames com relevancia clinica sao fornecidos aos participantes, acompanhados de
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explicagbes detalhadas. Caso algum problema de saude seja identificado durante os
procedimentos, o participante € encaminhado a uma unidade de saude previamente
definida (26, 27).

A confidencialidade dos dados obtidos foi rigorosamente preservada em todas
as etapas do estudo. As informacdes sdo armazenadas de forma anonimizada e
usadas exclusivamente para fins cientificos, com acesso restrito aos pesquisadores
do projeto. Amostras biologicas coletadas ao longo da pesquisa sdo gerenciadas pelo
Comité Diretivo e coordenadores dos Centros de Investigagcdo, sendo utilizadas
apenas de acordo com os procedimentos aprovados pelos CEPs e pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (26, 27).

Para esta analise, foram incluidos 4.331 participantes com avaliagbes de
calcificagcéo arterial coronariana (CAC) realizadas no inicio do estudo. Destes, 3.056
participantes realizaram uma segunda avaliagcdo de CAC ap6s um periodo médio de

5,1 £ 0,9 anos, resultando em uma populacgao final de 461 participantes com DM2.

5.2 Critérios de Inclusao e Exclusao

e Critérios de Inclusao:

o Individuos diagnosticados com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) maiores que 18

anos.

o Participantes com pelo menos uma medicéo valida de HDL e CAC no periodo

de acompanhamento.
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o Critérios de Exclusao:

o Participantes com histérico de eventos cardiovasculares prévios, como infarto
do miocardio ou acidente vascular cerebral.

o Pacientes com insuficiéncia renal grave (taxa de filtragdo glomerular estimada
[TFGe] < 30 mL/min/1,73 m?).

o Individuos com dados incompletos ou invalidos sobre as medigdes de HDL ou

CAC.

5.3 Coleta de Dados

Os dados foram coletados durante as visitas clinicas realizadas periodicamente
ao longo do estudo. As informacgdes incluiram dados demograficos, histérico médico
detalhado, uso de medicamentos, habitos de vida (tabagismo, consumo de alcool,
atividade fisica), medidas antropométricas (peso, altura, circunferéncia abdominal) e
dados laboratoriais, como perfil lipidico e glicémico. Os niveis plasmaticos de HDL
foram obtidos de amostras de sangue armazenadas em nitrogénio liquido, coletadas
durante as visitas clinicas.

Os participantes realizaram dois exames de tomografia computadorizada (TC)
para avaliar a calcificagdo coronariana, sendo a primeira na linha de base e a segunda

ap6s um periodo médio de 5,1 £ 0,9 anos.

5.4 Medicao das particulas de HDL

As particulas de HDL foram quantificadas utilizando a técnica de Ressonéncia

Magnética Nuclear (RMN), uma metodologia altamente precisa que permite a medigao
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direta do tamanho e numero das subfracées de HDL. A técnica de RMN foi realizada
por meio do método NMR LipoProfile (LabCorp, USA), que quantifica particulas de
HDL grandes, médias e pequenas. As particulas de interesse para este estudo foram
as menores subfracdes, especificamente o HDLp1, com didmetro inferior a 8 nm, que
estdo associadas a um risco elevado de eventos cardiovasculares, particularmente
em individuos com DM2.

A RMN foi escolhida por sua capacidade de preservar a integridade estrutural
e funcional das particulas de HDL, oferecendo uma vantagem significativa sobre

métodos tradicionais como ultracentrifugacéo e eletroforese em gel.

5.5 Medicao do Escore de Calcio Arterial Coronariano (CAC)

As tomografias foram realizadas em um tomodgrafo de multiplos detectores de
64 cortes (Philips Brilliance; Philips, Amsterdam, Paises Baixos), com técnica padréo
para a pontuacgéao de calcio arterial coronariano (CAC), incluindo aquisigao prospectiva
em meados da diastole; tensdo do tubo de 120 KVp; e corrente variavel baseada no
indice de massa corporal. O CAC foi quantificado pelo método de Agatston, que € a
soma do produto area-densidade. Em resumo, a area individual das lesbes com 3 ou
mais pixels contiguos acima de um limiar de 130 unidades Hounsfield (HU) é
multiplicada por um fator de densidade de 1 para uma atenuacéao de pico de 130-199
HU; 2 para 200-299 HU; 3 para 300-399 HU; e 4 para 2400 HU. O escore total de
CAC é obtido somando os produtos area-densidade das lesdes individuais. Este

método é confiavel e reprodutivel, com baixa variabilidade entre exames (26, 28).

o Definicao de Incidéncia e Progressao do CAC:
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o A incidéncia de CAC foi definida como qualquer aumento do escore de
Agatston acima de zero em individuos que apresentavam CAC = 0 na linha de
base.

o A progressdao do CAC foi definida como um aumento absoluto de 100

unidades no escore de Agatston entre a linha de base e a segunda avaliagao.
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6 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas basais foram examinadas usando os testes x? teste t de
Student para variaveis independentes e Mann-Whitney (ou Kruskal-Wallis para
comparacgdes entre tercis). A normalidade das variaveis continuas foi avaliada por
meio do teste de Shapiro-Wilk, complementado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov,
além da analise visual de histogramas e graficos Q-Q.

Regressdes logisticas stepwise bidirecionais (both) foram usadas para
identificar fatores de risco para incidéncia ou progressao de CAC, utilizando o Critério
de Informacéo de Akaike (AlIC) como parametro para estimar a quantidade relativa de
informagdes perdidas e garantir a parcimdnia do modelo.

As covariaveis candidatas foram inicialmente selecionadas com base em
relevancia clinica e evidéncia prévia na literatura, sendo posteriormente submetidas
ao procedimento stepwise bidirecional (forward e backward), com selegédo final
baseada no AIC. Variaveis normalmente e ndo normalmente distribuidas foram
descritas, respectivamente, como média + desvio padrdo [DP] e mediana (intervalo
interquartil [IQR]).

Modelos de regressédo logistica multivariavel foram aplicados para avaliar a
associagao entre os niveis plasmaticos de HDLp1 e a progressdo do CAC, ajustando
para potenciais fatores de confusdo, como idade, sexo, pressao arterial, LDL-C,
triglicerideos, tabagismo, indice de massa corporal (IMC), proteina C-reativa de alta
sensibilidade (PCR-as), clearance de creatinina, HbA1c e escore de CAC basal. A
capacidade discriminatéria dos modelos foi avaliada pela area sob a curva Receiver
Operating Characteristic (AUC-ROC), e a comparagédo entre as areas (modelo
baseline vs. modelo com HDLp1) foi realizada utilizando o teste de DelLong para

curvas ROC correlacionadas.
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A anadlise de interacdo entre o HDLp1 e o controle glicémico (HbA1c) foi
realizada para investigar o impacto do controle glicémico inadequado sobre a
disfuncao das particulas de HDL em pacientes diabéticos n&o usuarios de estatinas.
Considerando o desenho observacional do estudo e a auséncia de uma exposigao
dicotdbmica claramente definida, optou-se pelo ajuste multivariavel em detrimento de
métodos baseados em escore de propenséo.

O indice de Reclassificacéo Liquida (NRI) categérico foi calculado para avaliar
o aumento na capacidade de discriminagao e acuracia do modelo ao incluir o HDLp1
como biomarcador adicional, considerando os limites de risco clinico em 5% e 20%.

As analises foram conduzidas no software R Studio (v.3.5.3). Resultados com
p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos, e intervalos de confianga

de 95% foram utilizados para todas as analises.
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7 RESULTADOS

A amostra final analisada compreendeu participantes da coorte ELSA-Brasil,
estratificados em quatro subgrupos conforme o status glicémico basal e a presenca
de calcificagdo coronaria na linha de base: individuos sem diabetes (n=2.665 com
CACS=0 e n=817 com CACS=1) e individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2,
n=473 com CACS=0 e n=376 com CACSz1).

A analise das caracteristicas basais (Tabela 2) revelou que os participantes
com DM2 apresentavam, de forma consistente, maior idade média (51,48 + 8,01 vs.
47,91 £ 7,53 anos no grupo CACS=0; p <0,001) e um fendtipo cardiometabdlico mais
adverso. Especificamente, individuos com DM2 e CACS=0 exibiram maior indice de
massa corporal (30,03 + 5,65 vs. 26,65 + 4,61 kg/m?, p <0,001), niveis pressoricos
sistélicos mais elevados (123,39 £ 16,82 vs. 115,98 + 14,58 mmHg; p <0,001) e maior
mediana de triglicerideos (158,63 vs. 117,62 mg/dL; p <0,001) em comparagéo aos
seus pares nao diabéticos.

Observou-se ainda uma distribuicdo heterogénea da composigao étnica entre
os grupos (p <0,001), com maior propor¢do de individuos de etnia asiatica entre
aqueles com DM2 e presenca de calcificagao coronaria basal. No grupo de individuos
sem diabetes e com escore de calcio zero, os asiaticos representavam 3,7% da
amostra. Em contrapartida, no grupo de individuos diabéticos que ja apresentavam
carga aterosclerética basal (CACS >1), essa proporgao elevou-se para 10,4%.
Adicionalmente, individuos com DM2 apresentaram niveis sistematicamente mais
baixos de lipoproteina(a) [Lp(a)] em comparagao aos participantes sem diabetes, tanto
no estrato com CACS=0 quanto naqueles com CACS=1. No estrato com CACS igual
a zero, as meédias foram de 6,50 £ 4,94 mg/dL para o grupo diabético e 7,08 + 4,44

mg/dL para os ndo diabéticos. Ja entre aqueles com calcificagdo presente (CACS =
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1), a disparidade persistiu, com valores de 6,43 + 4,82 mg/dL no grupo DM2 frente a

7,48 £ 5,21 mg/dL no grupo sem diabetes (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas basais da populagao do estudo (N = 4.331)

CACS =0 na linha de base CACS = 1 na linha de base

Sem . Sem _
diabetes  DiaPeIeS  jigpetes  Diabetes p
Participantes, n (%) 2665 (%) 473 (%) 817 (%) 376 (%)

47,91 +7,53 51,48 +8,01 5592+ 8,36 58,85+ 8,46

Idade, anos <0,001

1665 (62,5)

Sexo, feminino (%) 264+558" 305+37,3" 126+33,5" <0,001

Racga, autodeclarada (%) <0,001
Branco 592 (22,4) 112+24,0 149+186" 77+21,0"
Preto 373+14.1"% 93+199" 82 +10.2 43 + 11,7

1546 +158,6

Pardo 240+51,4" 532+66,4" 201+54,8"

Asiatico 102 + 3,9 18+3,9 30£3,7 38 £104"
Nativos Brasileiros/Indigenas 25+ 0,9 4+0,9 8+1,0 8122
Escolaridade, (anos) 593+1,63" 535+1,83" 6,02 +1,96" 571+2,16" <0,001
Renda familiar (salarios minimos) 539+280 5,18+2,78 6,33+3,10 6,18+ 3,05 <0,001

I(—!/ios)téria familiar de DAC prematura 365 (13,9) 78 (16.8) 143 (17.7) 68 (18,5) 0,009

Dislipidemia (%) 1367.(51.3) 268 (56,7)" 550 (67,3) 261(69,6) <0,001

Tabagismo (%) 1139 (42,7) 210 (44,4) 452 (55,3) 215(57,2) <0,001

Uso de antihipertensivos (%) 376 (14.1) " 191 (40,4) " 220 (27,0)" 214 (57.1)" <0,001
~ e 115,98 123,39 £ 123,28 129,13

Presséo arterial sistélica (mmHg) £14.58 16,82 16.50 17.72 <0,001
- R 73,62 * 78,52 + 76,72 +

Presséo arterial diastélica (mmHg) 1015 1116 " 10,82 78,84 £ 10,82 <0,001

indice de massa corporal, (kg/m?) 26’653 4,61 30,03 *'i 5,65 27.08 £ 4.41 29’21+i4’78 <0,001
Uso de estatinas (%) 291 (11.3)" 137(30,9)" 223(28,4)" 167 (46,0)" <0,001
Lp(a) (mg/dL) 7,08 £ 442 65044,94" 748+521" 643+4,82" <0,001
21493 £ 215,33 217,44 +
Colesterol total (mg/dL) 39,62 44.05 2421898(51 47.94" <0,001
109,79 £ 107,53 £ 118,86+ 110,29 +
Colesterol LDL (mg/dL) 30,44 " 33,54 " 3360° 36,68 - <0,001
55,88 + 52,33 + 54,56 + 50,96 + 14,25
Colesterol HDL (mg/dL) 14417 13,03" 14.62° . <0,001
T 117,6 [82 - 158 [100,0—~ 141,9[93,7- 170,2[63,9- <0,001
Triglicerideos, (mg/dL) 152] " 217,4] " 190,2] " 276,5]"
Depuragao de creatinina 103,05 101,81 [85,6— 97,0 [82,4— 98,5[81,3— <0,001
(ml/min/1,73m?) [88,5-120,6] 120,5] 111,8] 116,2]

2,67[05- 4,34[1,4-7,2] 2,37[0,7- 3,47[0,9-6,1] <0,001

Proteina C-reativa (mg/dL) 4,8 411"
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HbA1c (%) 521+055" 6,55+1,32" 528+0,50" 6,70+,52" <0,001
Duragéao do diabetes (anos) - 4,0(1,0-8,0) - 7 (3,0 -12,0) <0,001
Particulas HDL

HDLp1 (mg/dL) 3,33 (1,85) ~ 3,00 (1,87) * 3,72(1,99) "~ 3,33 (2,05) " <0,001

HDLp2 (mg/dL) 1097284 45 35 (3,05)" 11:77.(2:74) 12,82 (3,19)" <0,001

)

)

HDLp3 (mg/dL) 3,77 (2,06) > 3,60 (2,23) " 3,44 (1,98)" 3,26 (2,17)" <0,001

HDLp4 (mg/dL) 1,79 (1,03) 1,74 (0,99) 1,71(0,97)" 1,49 (0,90) > <0,001

HDLp5 (mg/dL) 0,95 (0,83)° 0,81 (0,72)° 0,90 (0,80) 0,83 (0,83) <0,001

HDLp6 (mg/dL) 0,92 (1,12)° 0,60 (0,83)° 0,75 (0,89) 0,60 (0,82) <0,001
)

HDLp7 (mg/dL)0,28 (0,33) " 0,22 (0,28)° 0,27 (0,35) " 0,21 (0,32) " <0,001
Incidéncia ou progressédo do CACS

ap6s 5 anos, n (%)t 271(10.2)" 82(17.3)" 444 (543) 211(561) <0,001
CACS na linha de base 0(0) 0(0) (21;225949) o 4254703317% . <0,001
CACS na segunda avaliagdo 2.79(17.10) 6 80 (26,97)" 21347 369,13 20,001

(332,14) % (636,68)"

CACS, Pontuagéo de calcio da artéria coronaria

DP, desvio padrao

Lp (a), Lipoproteina(a)

Os dados sdo médias + DP para variaveis distribuidas normalmente, medianas (IQR) para dados néo

paramétricos ou n (%)

Os valores de p sdo para tendéncia entre os 4 grupos. Analise estatistica: ¥ 2 para dados categoricos;
ANOVA ou Kruskal-Wallis para variaveis continuas. Bonferroni post-hoc ou teste de Dunn foram feitos
quando apropriado para comparar grupos dentro (* para valor de p post-hoc <0,05) e entre (para valor
de p post-hoc <0,05) CACS = 0 ou CACS = 1 no subgrupo basa

T Incidéncia ou progressao do CACS: numero absoluto (n) e a proporgao (%)

Na analise de associagao, o diagnostico de DM2 demonstrou ser um preditor
independente para a ocorréncia de incidéncia ou progressdo do CACS, com uma
razao de chances (odds ratio - OR) nao ajustada de 2,01 (IC 95% 1,72-2,36; p <0,001)
em comparagao aos individuos nao diabéticos.

O uso de estatinas na coorte geral (n=4.331) foi associado a altera¢des no perfil
de subfracdes de HDL, caracterizadas por maiores concentragcées de HDLp1 e HDLp2
e menores concentragdes de particulas maiores (HDLp3-HDLp7). Considerando o
potencial viés de indicagdo, uma vez que individuos com maior risco cardiovascular
apresentam maior probabilidade de uso dessas medicagdes, os usuarios de estatinas

(n=921) foram excluidos das analises subsequentes.
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Considerando apenas individuos com DM2, ndo usuarios de estatina e sem
histérico de doenga cardiovascular aterosclerética clinica (ASCVD) na linha de base

(Tabela 3), foram identificados 461 participantes, dos quais 143 (31,0%) apresentaram

incidéncia ou progressao de CAC ao longo do seguimento (Figura 4).

Tabela 3. Participantes diabéticos sem ASCVD clinica e sem uso de estatina

HDL de 7-8 nm)
2° tercil

Tercis de concentragao de HDLp1 (particulas de

1° tercil (2-3.8 3° tercil p para
(<2 mg/dL) @ (>3.8 mg/dL) tendéncia

Participantes, n (%) 153 (%) 156 (%) 152 (%)
ldade, anos 52,99 + 8,32 ST 5341905 0762
Sexo, feminino (%) 86 (56,2) 71 (45,5) 412700  <0,001
Racga, autodeclarada (%) 0,223

Brancos 47 (27,3) 38 (23,5) 44 (27,3)

Negros 35 (20,3) 27 (16,7) 24 (14,9)

Pardo 85 (49,4) 84 (51,9) 79 (49,1)

Asiatico 3(1,7) 11 (6,8) 8 (5,0)
Nativo Brasileiro / Indigena 2(1,2) 2(1,2) 6 (3,7)

Educacao, anos 5,10+ 1,98 5,63 +1,92 5,40+ 2,04 0,046
Renda familiar, salario minimo 5,11+ 2,67 5,67 +£2,93 5,49 + 2,98 0,289
Habito de fumar (%) 83 (54,2) 73 (46,8) 80 (52,6) 0,386
Press&o arterial sistlica, mmHg 12545 +16,33 lfg:g? 12558 +18,30 0,993
Press3o arterial diastolica, mmHg 7527 +6,93  7551+6,91 7548+804 0,890
indice de massa corporal, kg/m 2 30,24 + 5,64 29,32+4,97 28.14 +5.06 0,002
g’i:rgang(f‘;igg diabetes desde o 660+644  749+748  642+6,10 0,639
Colesterol total mg/dL 209,78 + 36,52 213%’;65* 2%13’%‘;* 0,051
HDL-C, mg/dL 52,42 + 13,76 512ff1i 50,76 + 13,94 0,521
LDL-C, mg/dL 96,90 + 29,17) 1%’%:; t ”388’,57%’-' <0,001
Triglicerideos, mg/dL 150 [98, 217] 1310854' 11889, 171] 0,001
Lipoproteina(a), mg/dL 6,16 + 4,50 6,24 £ 4,57 6,10 £ 4,67 0,962
ﬁ%ﬁffgx greatinina, 99,2 [86,8, 117] 97,(151[212,8, 103,172[78;2,6, 0,243
hsPCR, mg/dL 3,08 [1,15, 6,49] 1'92}3’]97' 1’95}2’]92’ 0,003
Insulina, miU /L 9954 164 204 77144132 0,086

13,7]



HbA1c, %

Particulas

HDL
HDLp1, mg/dL
HDLp2, mg/dL
HDLp3, mg/dL
HDLp4, mg/dL
HDLp5, mg/dL
HDLp6, mg/dL
HDLp7, mg/dL

CAC incidente ou progresséao do
CAC em 5 anos (%)

6,56 + 1,57

0,99 + 0,67
13,15+ 3,40
4,55 + 2,57
1,70+ 1,10
0,91 +0,84
0,79+ 1,01
0,24 + 0,40

37 (24,2)

6,41+ 1,49

3,00 £ 0,52
12,24 + 2,75
3,53 +1,80
1,64 £ 0,91
0,81 + 0,64
0,69 £ 0,97
0,21 £ 0,26

46 (29,5)

6,23 £ 1,14)

5,34 +1,28
11,63 £ 3,17
2,72 +1,81
1,68 £ 0,89
0,59 + 0,58
0,48 +0,70
0,22 + 0,31

60 (39,5)

0,119

<0,001
<0,001
<0,001
0,854
<0,001
0,007
0,707

0,009
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CACS, pontuagéo de calcio da artéria coronaria

DP, desvio

padrao

Lp (a), Lipoproteina(a)

hsPCR: Proteina C-Reativa ultrasensivel

Os dados sdo médias + DP para variaveis distribuidas normalmente, medianas (IQR) para dados néo
paramétricos ou n (%)
Os valores de p sdo para tendéncia entre os 3 grupos. Analise estatistica: x ? para dados categoéricos;
ANOVA ou Kruskal-Wallis para variaveis continuas
T Incidéncia ou progressdo do CACS: numero absoluto (n) e a proporgao (%)

Figura 4. Fluxograma do estudo.

Sujeitos sem DCVA clinica
n=4.331

* Excluidos (n=1.275)

\ 4

$ = = Participantes apenas com a
.

avaliagdo inicial de CAC

Sujeitos com duas medidas de avaliagdo de CAC
n=3.056

n=2.470

Diabéticos (inicial)

n=586

——

!

* Excluidos (n=125)

* « Participantes usando estatinas =

461 sujeitos incluidos na analise final
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Nesse subgrupo observou-se que uma maior propor¢gdo de homens estava
presente no primeiro tercil de HDLp1 em comparagéo ao terceiro tercil (56% vs. 27%;
p <0,001). O terceiro tercil apresentou ainda menor indice de massa corporal
(p=0,002), menores niveis de triglicerideos (p=0,001) e proteina C-reativa de alta
sensibilidade (p=0,003), porém niveis mais elevados de LDL-C (p<0,001). Além disso,
niveis mais elevados de HDLp1 também apresentaram maiores concentragdes das
demais subfragdes de HDL (HDLp2—-HDLp7).

Para a construcdo dos modelos multivariaveis, realizou-se inicialmente a
triagem das variaveis preditoras potenciais. As covariaveis candidatas, selecionadas
com base em relevancia clinica e evidéncia prévia, foram submetidas ao procedimento
de regresséo logistica stepwise bidirecional, com selecao final baseada no Critério de
Informagdo de Akaike (AIC). As variaveis que mantiveram associagdo com a
incidéncia ou progressao de CACS ap0s esse procedimento foram selecionadas para
compor os modelos multivariaveis.

A partir dessas variaveis, foi construido o modelo de regressao logistica
multivariavel ajustado para potenciais fatores de confuséo, incluindo idade, sexo,
presséao arterial sistolica, LDL-C, triglicerideos, tabagismo, indice de massa corporal,
depuracgédo de creatinina e proteina C-reativa de alta sensibilidade (Tabela 4).

No modelo ajustado, niveis mais elevados de HDLp1 permaneceram
significativamente associados a incidéncia de CAC, com OR de 1,47 (IC 95% 1,23—
1,76; p <0,001). Adicionalmente, observou-se que a cronicidade da exposigcao
metabdlica influenciou o desfecho, sendo que cada incremento de 5 anos na duragao
do diagnodstico de diabetes associou-se a uma OR ajustada de 1,20 (IC 95% 1,05—

1,39; p <0,01) para incidéncia de calcificagao coronaria (Tabela 4).



48

Tabela 4. Regressao logistica multivariavel para predizer a incidéncia de CAC apos

5,1 anos (DP 0,9) de acompanhamento.

CAC = 0 na linha de base (n = 461) com 143 eventos (CACS incidente) apoés 5,1 anos

Modelo de linha de base — AUROC 0,651 (IC 95% 0,597-0,705)

IC 95%
OR Inferior ~ Superior b
Idade (por 10 anos) 1,343 1,255 1,433 <0,0001
Género (masculino vs feminino) 0,693 0, 592 0, 810 0,0045
Presséo arterial sistdlica (por 10 mmHg) 1,111 1,064 1,160 0,0047
Colesterol LDL (por 1 mmol/L) 1,220 1,131 1,308 0,001
Triglicerideos (por 1 mmol/L) 1,068 1,009 1,150 0,0396
Fumar (sim vs n&o) 1,380 1,188 1,603 0,0252
IMC (por 10 kg/m?) 1,091 1,025 1,258 0,0284
Depuragéo de creatinina (por 10 mL/min/1,73 m?) 1,043 1,002 1,100 0,0406
hsCRP (por 10mg/dL) 1.071 1.004 1.231 0,0385
HbA1c (por 1%) 1,237 1,149 1,333 <0,0001

Modelo de linha de base + HDLp1 — AUROC 0,684 (IC 95% 0,631 - 0,736)

HDLp1 (por 1 mg/L) 1.477 1.123 1.955 0,005

IMC, indice de massa corporal

hsCRP, proteina C reativa de alta sensibilidade

CAC, Calcio da artéria coronaria

CACS, pontuagéo de calcio da artéria coronaria

DP, desvio padrao

Lp (a), Lipoproteina(a)

IC, Intervalo de confianca

HDLp1, particulas de HDL com 7 a 8 nm

AUROC, area sob a caracteristica operacional do receptor
OR, Razao de chances

A capacidade discriminatoria dos modelos foi avaliada por meio da area sob a
curva ROC. A inclusdo do HDLp1 esteve associada a melhora na discriminacédo de
CAC incidente em diabéticos em relagdo ao modelo na linha de base, conforme

demonstrado na Tabela 5. A comparagao entre as curvas ROC, realizada pelo teste
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de Delong, evidenciou diferenca estatisticamente significativa entre os modelos. A

representacao grafica das curvas ROC esta apresentada na Figura 5.

Tabela 5. Comparagao da capacidade discriminatéria dos modelos para predi¢cao de
incidéncia de CAC.

p
Modelo AUROC IC 95% (DeLong)
Modelo de linha de base 0,651 0,597 — 0,705 -
Modelo de linha de base 0,684 0,631 -0,736 0,027
+ HDLp1

Figura 5. Curva ROC para predicdo de CAC incidente apds 5,1 anos de seguimento,
comparando modelos de regresséo logistica multivariavel com e sem a inclusédo de

particulas de HDL de 7-8 nm (HDLp1).
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A analise por spline cubica restrita demonstrou uma associagdo consistente
entre o aumento dos niveis plasmaticos de HDLp1 e o risco de incidéncia/progresséo

de CAC, ao longo de um seguimento médio de 5,1 anos (Figura 6).

Figura 6. Spline cubica restrita da probabilidade de incidéncia de CAC ao longo de

5,1 anos de seguimento, segundo os niveis plasmaticos basais de HDLp1 (7—8 nm).
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Em modelo de regressao logistica multivariavel ajustado para fatores de risco
classicos, o 3° tercil de HDLp1 esteve associado a maior risco de CACS incidente em

comparacgao aos tercis meédio (2°) e inferior (1°), conforme demonstrado na Tabela 6.
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Tabela 6. Comparagcao multivariavel entre tercis de HDLp1 e o risco de CACS

incidente ap6s um acompanhamento de 5,1 £ 0,9 anos

IC 95%
OR Valor de p
Inferior Superior
Niveis plasmaticos de HDLp1 (categérico)
2°vs 1°tercil 1,552 1,151 2,099 0,0039
3°vs 1°tercil 2,404 1,323 3,408 <0,001

Esse achado foi consistente com a analise de reclassificagdo de risco. A
inclusdo do HDLp1 no modelo resultou em melhora da classificacdo dos individuos
quanto ao risco de incidéncia/progressdo de CAC, com indice de reclassificacdo
liquida (NRI) de 13,6% (NRI = 0,136; IC 95%: 0,028-0,188; p = 0,004), conforme
apresentado na Tabela 7. Entre os individuos com CAC incidente, 17% foram
reclassificados para categorias de maior risco, enquanto 9,5% foram reclassificados

para categorias de menor risco.

Tabela 7. Melhoria liquida de reclassificagdo (NRI) para incidéncia ou progressao de

CAC, considerando o limite de baixo risco em 5% e o limite de alto risco em 20%

Parametro Estimativa/Proporgao IC 95%

NRI total 0,136 0,024 - 0,188
NRI+ (eventos) 0,075 0,015-0,129
NRI- (ndo eventos) 0,062 0,009 - 0,099

Reclassificagéo , individuos com evento (CAC incidente/progressao)

Reclassificagao para maior 0,170 0,121 - 0,227
risco
Reclassificagdo para menor 0,095 0,073 -0,155

risco




Reclassificacao , individuos sem evento

Reclassificagao para maior 0,166
risco
Reclassificagdo para menor 0,105

risco

0,106 - 0,173

0,070 -0,134

52
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8 DISCUSSAO

Nosso estudo propdée um modelo integrado para a predigdo da incidéncia e
progresséo do escore de calcio arterial coronariano (CAC) em individuos com diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), no qual a incorporagéo dos tercis de concentragado plasmatica
da subfracdo HDLp1 aos fatores de risco tradicionais resultou em melhora significativa
da capacidade discriminatoria e de reclassificagdo de risco. A adicdo do HDLp1
permitiu a reclassificacdo correta de 13,6% dos individuos, reforcando seu valor
incremental em relagdo aos modelos convencionais (24).

Ainda que o CAC seja amplamente reconhecido como um marcador de
aterosclerose subclinica e um preditor consistente de eventos cardiovasculares, sua
interpretacdo deve ser contextualizada dentro de sua natureza estrutural. O CAC
reflete estagios relativamente tardios da aterogénese, nos quais a calcificagéo ja se
encontra estabelecida na parede arterial. Dessa forma, a dependéncia exclusiva do
CAC pode subestimar individuos que se encontram em fases mais precoces da
doenca, caracterizadas por alteracdes funcionais ainda ndo traduzidas em calcificagao
detectavel porimagem. Esse aspecto assume particular relevancia em individuos com
DM2, nos quais a progressdo da aterosclerose tende a ocorrer de forma mais
acelerada e precoce, podendo anteceder em até uma década o observado em
individuos nao diabéticos (29).

Os resultados do presente estudo sugerem que a quantificagdo da subfragcao
HDLp1 permite capturar dimensdes da fisiopatologia aterosclerética que ndo sao
acessadas pelo CAC. Enquanto o CAC mensura a carga estrutural da doencga, o
HDLp1 parece refletir alteragdes funcionais precoces do metabolismo lipoproteico,
particularmente relacionadas a eficiéncia do transporte reverso de colesterol (4, 6, 20,

21).
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Dessa forma, a integragao entre ambos os marcadores configura um modelo
conceitual complementar, no qual alteragdes funcionais precedem e potencialmente
modulam a evolugao estrutural da doenca aterosclerética.

Esse achado é consistente com o aumento observado na capacidade
discriminatoéria do modelo, com elevagao da AUROC apés a inclusdo do HDLp1, além
da melhora significativa na reclassificagao de risco, evidenciada pelo NRI de 13,6%.
Em conjunto, esses resultados sustentam a hipotese de que a avaliagéo isolada de
marcadores estruturais pode ser insuficiente para capturar a heterogeneidade do risco
cardiovascular em individuos com DM2, reforcando a necessidade de abordagens
multimodais.

Do ponto de vista fisiopatoldgico, a interpretacdo do papel do HDLp1 exige uma
analise mais aprofundada. Tradicionalmente, particulas menores de HDL, como a
subfragao pré-beta-1 (HDLp1), sdo consideradas altamente eficientes na etapa inicial
do transporte reverso de colesterol, particularmente por meio do efluxo mediado pelo
transportador ABCA1 (1,3).

No entanto, os achados do presente estudo revelam uma associacéo
paradoxal, na qual niveis mais elevados de HDLp1 se correlacionam com maior risco
de incidéncia/progressao de CAC, com aumento de até 140% (odds ratio [OR] = 2,
40; IC 95%: 1, 32-3, 40; p < 0,001) no risco no terceiro tercil.

Esse paradoxo pode ser interpretado a luz das alteragdes metabdlicas
caracteristicas do DM2. Em estados de resisténcia a insulina e hiperglicemia crénica,
ocorre uma modificagdo estrutural e funcional das particulas de HDL, incluindo
glicagdo da apolipoproteina A-l, reducdo da atividade da LCAT e alteragdes na
composic¢ao proteica da lipoproteina (4)(6). Esse conjunto de alteragées compromete

a maturagcdo adequada das particulas de HDL, resultando em acumulo de formas
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imaturas, como o HDLp1, que, embora numericamente elevadas, apresentam
funcionalidade reduzida (30, 31, 32).

Nesse contexto, niveis elevados de HDLp1 n&o devem ser interpretados como
um marcador de eficiéncia do transporte reverso de colesterol, mas sim como um
marcador indireto de disfungcdo na maturagdo da HDL. Esse conceito € corroborado
pelos dados observados na coorte, nos quais maiores concentragcdes de HDLp1 se
associaram a menores niveis das subfra¢gées maiores (HDLp2—-HDLp7), sugerindo um
comprometimento no processo de transi¢cao estrutural dessas particulas (16).

A analise das caracteristicas basais entre os tercis de concentracéo plasmatica
de HDLp1 revelou achados que, a primeira vista, parecem contraintuitivos, mas que,
quando interpretados de forma integrada, oferecem insights relevantes sobre a
dinamica funcional das particulas de HDL. Observou-se que o terceiro tercil
concentrou maior propor¢cdo de individuos do sexo feminino, além de apresentar
menores valores de indice de massa corporal, triglicerideos e proteina C-reativa de
alta sensibilidade (PCR). Esse perfil, classicamente associado a menor risco
cardiometabolico, contrasta com o aumento significativo do risco de
incidéncia/progressao de CAC observado nesse mesmo grupo.

Essa aparente dissociagao entre o perfil metabdlico “favoravel” e o maior risco
aterosclerotico sugere que a concentragdo de HDLp1 pode estar capturando
dimensdes do risco cardiovascular que ndo sdo adequadamente refletidas por
marcadores tradicionais. Uma hipotese plausivel € que, nesse subgrupo, o aumento
do HDLp1 represente ndo um estado de eficiéncia funcional, mas sim um acumulo de
particulas imaturas decorrente de falha na sua conversao para formas mais maduras
e funcionalmente competentes (30, 31). Esse fenbmeno pode ser particularmente

relevante em mulheres, especialmente no contexto pds-menopausa, em que
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alteragdes hormonais impactam diretamente o metabolismo lipoproteico e a atividade
de enzimas-chave como a LCAT (33).

A disfungdo na maturagao das particulas de HDL encontra respaldo adicional
na observagdo concomitante de reducdo progressiva das subfragdes maiores
(HDLp2-HDLp7) nos individuos com maiores niveis de HDLp1. Esse padrdo sugere
um desbalango no fluxo de transformacg&o das particulas ao longo do espectro de
maturacgao, reforcando a hipotese de que o HDLp1 elevado, nesse contexto, constitui
um marcador de deficiéncia do transporte reverso de colesterol, e ndo de sua
eficiéncia.

A luz dessa disfuncdo no processo de maturagdo lipoproteica, torna-se
necessario investigar os determinantes bioldgicos subjacentes capazes de modular
esse fendmeno. Nesse sentido, a predominancia de mulheres no terceiro tercil de
HDLp1, associada a um perfil metabdlico aparentemente mais favoravel, mas
paradoxalmente vinculada a maior risco de progressao de CAC, sugere a possivel
influéncia de fatores hormonais na regulagdo do metabolismo lipoproteico. Dentre
esses fatores, a transicdo menopausal emerge como um eixo fisiopatoldgico central
para a compreensao dos achados.

O estrogénio desempenha funcéo relevante na regulacdo da homeostase
lipidica, influenciando a express&o de genes envolvidos na maturagdo da HDL, com
destaque para o gene da LCAT. A atividade dessa enzima promove a esterificagdo do
colesterol livre presente nas particulas discoidais de HDL, favorecendo sua converséo
em formas esféricas maduras e funcionalmente ativas. Dados experimentais indicam
que o estrogénio modula positivamente a expressdo da LCAT, contribuindo para a

manutengao da eficiéncia do transporte reverso de colesterol (33).
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Nesse contexto, a LCAT ndo apenas desempenha papel central na maturacao
das particulas de HDL, mas também emerge como um potencial alvo terapéutico na
modulagdo da funcionalidade lipoproteica. Estratégias voltadas a melhora de sua
atividade vém sendo exploradas em diferentes niveis. Estudos prévios que recorreram
a reposigao enzimatica com LCAT recombinante demonstraram normalizacdo de
parametros lipidicos e melhora de marcadores clinicos, porém com efeitos de curta
duragdo, o que reflete a baixa meia-vida da enzima na circulagéo (34).

Diante dessa limitagdo, abordagens baseadas em terapia génica e medicina
regenerativa tém sido desenvolvidas com o objetivo de promover produgéo sustentada
de LCAT. Estudos recentes utilizando adipdcitos autdlogos geneticamente
modificados demonstraram aumento prolongado da atividade plasmatica da enzima
por periodos superiores a 200 semanas, sugerindo o potencial dessas estratégias
para restaurar de forma mais duradoura o transporte reverso de colesterol (35).

Esses achados reforcam a relevancia da LCAT n&o apenas como marcador
funcional da maturacdo da HDL, mas como um eixo terapéutico promissor na
modulagdo da aterogénese, particularmente em contextos caracterizados por
acumulo de subfragdes imaturas, como observado no presente estudo (36, 37, 38,
39).

Durante a transicdo menopausal, a redug¢ao progressiva dos niveis de estradiol
leva a diminuigdo da atividade da LCAT, resultando em comprometimento da
maturacdo das particulas de HDL. Como consequéncia, ocorre acumulo de
subfragdes pequenas refletindo um estado de interrupgdo do fluxo fisiolégico do
transporte reverso de colesterol. Esse fenbmeno € corroborado por evidéncias de
grandes coortes longitudinais, como o estudo SWAN, que demonstram que, embora

os niveis de HDL-C total possam permanecer estaveis ou até aumentar durante a
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menopausa, ha uma redistribuicdo significativa das subfragbes, com aumento
desproporcional de particulas pequenas e reducao da capacidade funcional de efluxo
de colesterol (40).

Adicionalmente, estudos de lipiddbmica e protedmica indicam que a menopausa
esta associada a alteragbes qualitativas nas particulas de HDL, incluindo
enriquecimento em triglicerideos e modificagdo da composi¢cdo proteica, o que
compromete suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatoérias (40, 41,42).

Outro aspecto relevante refere-se ao impacto funcional dessas alteragbes. Em
mulheres pds-menopausa, as particulas menores de HDL tornam-se mais suscetiveis
a glicagdo e oxidagao, especialmente no contexto do DM2. Esse processo leva a
perda de funcdes essenciais da HDL, como a capacidade antioxidante mediada pela
enzima paraoxonase-1 (PON1), cuja atividade também se encontra reduzida nesse
periodo (40, 41).

Assim, o acumulo de HDLp1 observado no presente estudo pode ser
interpretado como um biomarcador integrado de disfuncéo lipoproteica e hormonal,
no qual a interagao entre deficiéncia estrogénica, resisténcia a insulina e inflamacgao
cronica resulta em um fendtipo caracterizado por alta concentracdo de particulas,
porém baixa funcionalidade.

Esse conceito € reforgado por evidéncias de que a terapia de reposicéo
hormonal pode restaurar parcialmente a atividade da LCAT e promover a
redistribuicdo das subfracbes de HDL em direcdo a particulas maiores e mais
funcionais (33).

Dessa forma, a interpretacdo dos niveis de HDLp1 em mulheres,

particularmente no periodo pds-menopausa, deve considerar nido apenas sua
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concentracdo, mas também o contexto hormonal subjacente, o que refor¢ca a
necessidade de abordagens individualizadas na avaliagdo do risco cardiovascular.

Embora esses achados reforcem o papel dos determinantes hormonais na
modulag¢ao da funcionalidade da HDL, a heterogeneidade observada na progressao
da aterosclerose sugere que outros eixos biologicos, para além do ambiente
hormonal, também exercem influéncia relevante sobre esse processo. Nesse contexto
ampliado, a distribuicdo desigual de individuos de etnia asiatica entre os grupos
analisados, com maior proporgéo no estrato de diabéticos com CAC =1, levanta uma
questao importante acerca da contribuicdo de fatores étnico-raciais na modulagao do
risco aterosclerético.

Tal achado sugere que fatores genéticos e ambientais podem modular de forma
significativa a interacdo entre metabolismo glicidico, disfungédo lipoproteica e
calcificagao coronariana. O chamado “paradoxo asiatico” descreve a observacao de
que populagbes de origem asiatica apresentam maior susceptibilidade ao
desenvolvimento de diabetes tipo 2 e suas complicagdes cardiovasculares, mesmo
em niveis de IMC considerados normais segundo critérios ocidentais. Essa
vulnerabilidade metabdlica esta associada a uma maior proporgao de gordura visceral,
maior lipotoxicidade hepatica, bem como disfungdo precoce das células beta
pancreaticas, o que favorece o desenvolvimento de resisténcia a insulina e inflamacgao
sistémica (42, 43).

Além disso, estudos indicam que individuos asiaticos apresentam maior
predisposicao a disfungédo endotelial e ao estresse oxidativo, fatores que aceleram a
progressédo da aterosclerose. No contexto do presente estudo, esses mecanismos

podem atuar de forma sinérgica com as altera¢des qualitativas das particulas de HDL,
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particularmente o possivel acumulo de HDLp1, amplificando o risco de progressao de
CAC (42, 43).

No cenario brasileiro, esse fendbmeno é ainda mais complexo devido ao
processo de ocidentalizacdo, especialmente em populagbes nipo-brasileiras.
Evidéncias desta analise do ELSA-Brasil sugere que esses individuos apresentam
maior prevaléncia de diabetes e resisténcia insulinica em comparagao a seus pares
residentes no Japao, sugerindo que a interacdo entre predisposicdo genética e
ambiente obesogénico provavelmente e exerce papel na expressdo do fendtipo
metabalico.

Estudos internacionais, como o MASALA, reforcam essa hipotese ao
demonstrar que populagbes asiaticas vivendo em ambientes ocidentalizados
apresentam taxas mais elevadas de progressdo de CAC, mesmo apods ajuste para
fatores de risco tradicionais. Esses achados sugerem que o diabetes atua como um
potente amplificador dos processos aterogénicos nesse grupo, possivelmente por
meio da intensificagdo de vias inflamatdrias, disfuncdo endotelial e alteragdes
qualitativas nas lipoproteinas (43).

Corroborando essa complexidade, modelos ajustados demonstraram que o
HDL-C apresenta associagao direta com a densidade do CAC, enquanto a
circunferéncia abdominal associa-se de forma inversa a esse parametro. Por outro
lado, em relacdo ao volume de CAC, foram observadas associagdes diretas com
indice de massa corporal, hipertensao arterial, uso de estatinas, presenca de diabetes
e resisténcia insulinica avaliada pelo HOMA-IR (42, 43).

Nesse contexto, é plausivel que, em individuos asiaticos com DM2, o acumulo

de subfra¢des pequenas e disfuncionais de HDL, como o HDLp1, desempenhe papel
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ainda mais relevante na progressdo da aterosclerose, contribuindo para a
heterogeneidade observada nos desfechos cardiovasculares.

Essa heterogeneidade na expressédo do risco aterosclerético, modulada por
interagdes entre fatores metabdlicos, hormonais e étnicos, sugere que diferentes vias
lipoproteicas podem responder de maneira distinta ao ambiente metabdlico
caracteristico do DM2. Nesse sentido, a analise de outras fragdes lipoproteicas torna-
se fundamental para compreender de forma mais abrangente essas adaptagdes
bioldgicas (43, 44).

Sob essa perspectiva, outro achado que merece aprofundamento refere-se aos
niveis reduzidos de lipoproteina(a) [Lp(a)] observados nos individuos com DM2 em
comparagao aos nao diabéticos, um resultado que, a primeira analise, parece
contradizer o maior risco aterosclerético esperado nessa populagdo. No entanto,
evidéncias contemporaneas sugerem que essa associagdo paradoxal ndo apenas é
biologicamente plausivel, como também reflete uma interagdo complexa entre
metabolismo glicidico e regulagao hepatica das lipoproteinas.

Estudos populacionais recentes demonstram uma associagao inversa entre
niveis de Lp(a) e risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2, sugerindo que
concentracdes mais baixas dessa lipoproteina podem estar relacionadas a estados
de hiperinsulinemia compensatoria e resisténcia a insulina. Do ponto de vista
mecanistico, a insulina parece exercer efeito inibitorio direto sobre a expressdo do
gene LPA, responsavel pela sintese da Lp(a), levando a redugédo de sua producgéo
hepatica (45).

Esse fenbmeno sugere que os niveis reduzidos de Lp(a) observados em
individuos com DM2 né&o representam um estado de menor risco cardiovascular, mas

sim um fendmeno metabdlico secundario a hiperinsulinemia crénica. Em outras
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palavras, a diminuigdo da Lp(a) pode ser interpretada como um marcador indireto da
intensidade da resisténcia a insulina, e nd&o como um fator protetor per se (45, 46).

Além disso, a interpretacdo desse achado deve considerar que a Lp(a) possui
um componente genético fortemente determinante, relativamente estavel ao longo da
vida. Assim, variagbes observadas em contextos metabdlicos especificos sugerem
que fatores ambientais e hormonais podem modular sua expressao de maneira mais
dindmica do que previamente reconhecido. Essa modulagdo pode envolver nao
apenas a acgao direta da insulina, mas também alteracdes inflamatorias e oxidativas
associadas ao DM2, que influenciam a estabilidade e o catabolismo da particula (45,
46).

Do ponto de vista clinico, esse achado desafia a utilizag&do isolada da Lp(a)
como marcador de risco cardiovascular em individuos com DM2, indicando que sua
interpretacédo deve ser contextualizada dentro do ambiente metabdlico global (47).

Essa necessidade de contextualizagao reforga o conceito central emergente do
presente estudo: a avaliagao do risco cardiovascular em populagdes metabolicamente
complexas requer a integracdo de multiplos biomarcadores que capturem tanto

dimensdes estruturais quanto funcionais da doenca aterosclerotica.
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9 LIMITAGOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo apresenta limitagcdes que devem ser consideradas na
interpretacdo dos achados. A exclusédo de individuos em uso de estatinas, embora
metodologicamente justificada pela necessidade de reduzir interferéncias
farmacoldgicas no metabolismo lipoproteico, pode restringir a generalizagdo dos
resultados, uma vez que essas medicag¢des constituem o padrdo terapéutico na
populagdo com diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Em contrapartida, essa estratégia
permitiu examinar a dinamica das subfragdes de HDL e a progressédo do escore de
calcio arterial coronariano (CAC) em um cenario sem modulag¢ao farmacoldgica direta.

A natureza observacional do estudo impde limitagdes adicionais a inferéncia
causal entre os niveis de HDLp1 e a progressao da aterosclerose. Apesar do ajuste
para multiplos fatores de confusdo, a possibilidade de confundimento residual
persiste, sobretudo diante da complexidade metabdlica inerente ao DM2. Soma-se a
isso a auséncia de medidas diretas da funcionalidade da HDL, o que restringe a
interpretacdo mecanistica dos achados. A quantificacdo das subfracdes lipoproteicas
fornece uma estimativa indireta da eficiéncia do transporte reverso de colesterol;
entretanto, parametros funcionais, como a capacidade de efluxo de colesterol, a
atividade da LCAT e a atividade da paraoxonase-1 (PON1), poderiam ampliar a
caracterizacao do fendtipo lipoproteico observado.

Essas limitagbes delineiam caminhos para investigagdes futuras. A integragao
de medidas funcionais da HDL a avaliagdo do risco cardiovascular pode ser
determinante para validar o HDLp1 como marcador de disfuncéo lipoproteica. Nesse
sentido, métodos avancados de analise de subfracbes lipoproteicas, como a

espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN), tendem a oferecer maior
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precisdo na caracterizagao do perfil lipoproteico e a ampliar seu potencial de aplicagao
clinica.

A relevancia da LCAT na maturacdo da HDL também sustenta seu interesse
como alvo de investigacdo translacional. Estratégias voltadas a sua modulagéo,
incluindo reposi¢cado enzimatica e abordagens de terapia génica, encontram-se em
desenvolvimento. Em paralelo, mecanismos que regulam a biodisponibilidade de
proteinas circulantes, como vias de reabsorcdo mediadas por receptores do tipo
megalin e cubilin, passam a ser considerados possiveis moduladores desse sistema.
Embora ainda carecam de validacdo experimental, esses mecanismos ampliam a

compreensao da regulagao sistémica do metabolismo lipoproteico (39, 48).

Achados recentes provenientes de outra analise longitudinal da coorte ELSA-
Brasil sugerem que particulas de HDL de tamanho médio foram associadas a menor
chance de progressao do CAC, reforcando a necessidade de estudos futuros que
comparem, de forma integrada, subfracbes pequenas, médias e grandes de HDL, bem

como suas propriedades funcionais (49).

A interpretacdo de biomarcadores lipoproteicos deve, por fim, considerar a
heterogeneidade bioldgica entre subgrupos populacionais. O ELSA-Brasil, enquanto
coorte de base populacional, reflete de forma consistente a diversidade e a
composi¢cao multiétnica da populagao brasileira, conferindo relevancia externa aos
achados. Ainda assim, analises estratificadas por sexo e etnia, aliadas a incorporagao
de determinantes sociais da saude, podem aprofundar a avaliagdo do risco
cardiovascular, particularmente em individuos com DM2, nos quais marcadores
tradicionalmente considerados protetores podem assumir significados distintos

conforme o contexto bioldgico.
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10 CONCLUSAO

Em concluséo, este estudo demonstra que a associagao entre niveis elevados
de pequenas particulas de HDL e a progressao do CAC é significativa em individuos
com diabetes mellitus tipo 2 que ndo fazem uso de estatinas e ndo apresentam
histérico documentado de doenga aterosclerodtica cardiovascular. Esse achado sugere
que o acumulo de subfracdes imaturas de HDL, como HDLp1, pode refletir disfungao
no transporte reverso de colesterol nesse contexto.

Este subgrupo de individuos de maior risco pode se beneficiar de
monitoramento mais préximo, por meio de exames seriados de CAC, além da possivel
indicagao de terapia com estatinas como estratégia para melhor controle do risco

cardiovascular.
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Abstract

Context: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a major driver of coronary atherosclerosis progression, yet its impact is highly heterogeneous.
Insulin resistance contributes to a complex interplay of metabolic disturbances that accelerate atherogenesis to varying degrees. Identifying
biomarkers that refine cardiovascular risk prediction in this population remains a clinical priority.

Objective: To evaluate the association between small high-density lipoprotein (HDL) particle concentration and the incidence/progression of
coronary artery calcium (CAC) in individuals with T2DM.

Methods: We analyzed 4331 participants from the ELSA-Brasil cohort. CAC incidence/progression was compared between individuals with and
without T2DM. A subgroup of 461 non-statin users with T2DM and no baseline atherosclerotic cardiovascular disease (ASCVD) was further
assessed for associations between small HDL particles (<8 nm, HDLp1) and CAC outcomes.

Results: Individuals with T2DM showed increased CAC incidence/progression rates compared to nondiabetic participants. Among 461 non-
statin users with T2DM, 143 (31.0%) experienced CAC incidence/progression. Higher plasma concentrations of HDLp1 (third tertile) were
associated with a 140% (95% Cl, 32%-341%; P<.001) greater likelihood of CAC incidence/progression compared to the first tertile. The
inclusion of HDLp1 significantly improved CAC risk classification, with a net reclassification improvement (NRI) of 13.6% (95% CI, 2.8%-
18.8%; P=.004).

Conclusion: HDLp1 concentration is significantly associated with CAC incidence/progression in individuals with T2DM and may improve risk
discrimination for coronary atherosclerosis progression in this population.

Key Words: type 2 diabetes mellitus, coronary artery calcium, atherosclerosis progression, HDL particles, insulin r

Abbreviations: ASCVD, atherosclerotic cardiovascular disease; AUC, area under the curve; CAC, coronary artery calcium; CACS, coronary artery calcium
score; CVD, cardiovascular disease; HbAlc, glycated hemoglobin; HDL, high-density lipoprotein; hsCRP, high iivity C-reactive protein; LDL,
low-density lipoprotein; NMR, nuclear magnetic r NRI, net reclassification imp t; OR, odds ratio; T2DM, type 2 diabetes mellitus.
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risk stratification

Coronary artery calcium (CAC) is a powerful predictor of ath-
erosclerotic cardiovascular disease (ASCVD), independent of
traditional risk factors and regardless of age, sex, and ethni-
city (1). A CAC score of 100 or higher indicates a 7.5-fold
greater risk of ASCVD events over 10 years compared to the
absence of CAC (2). Equally, individuals with absent CAC
(CAC score [CACS] of 0) at baseline who evolve with incident

CAC and who progress with a rise in CAC score after 3 to
7 years from a first assessment are at higher risk of ASCVD
events. This impact is more evident among individuals with
type 2 diabetes mellitus (T2DM) (3, 4).

While T2DM is associated with a 22% higher likelihood of
CAC progression compared to persons without T2DM, fac-
tors such as sex, blood pressure, components of the lipid
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profile, and ethnicity also influence this association (3). For
instance, a 40-year-old diabetic woman without additional
comorbidities has a 12% chance of CAC progression in 5 years,
while for a 60-year-old diabetic man with hypertension, the risk
jumps to 55% (3).

These data not only highlight a highly heterogeneous pro-
gression of atherosclerosis among individuals with T2DM
but also indicate that interventions to inhibit atherosclerosis
progression are being delayed by over 5 years in a significant
number of individuals. Identifying factors associated with
S-year CAC progression and incorporating novel biomarkers
may support earlier and more effective primary prevention
strategies (5).

Among promising biomarkers, low high-density lipopro-
tein (HDL) cholesterol efflux capacity and small HDL particle
size are associated with increased risk for ASCVD events (6).
Smaller HDL particles are functionally impaired secondary to
their glycation and oxidation in the setting of T2DM, and this
translates into reduced ability to promote cholesterol efflux
and prevent low-density lipoprotein (LDL) oxidation. Small
HDL particles have been associated with long-term risk of in-
cident ASCVD, but whether this risk is shared in the shorter-
term for atherosclerosis progression is unclear (7).

Therefore, we aimed to assess whether HDL particles could
improve discriminative ability for CAC incidence/progression
on top of classic risk factors among individuals with T2DM
from a racially admixed cohort (3, 8).

Methods

ELSA-Brasil is a longitudinal cohort with a racially mixed
population of 15105 individuals with baseline data collected
from 2008 to 2010 (9). We first included 4547 individuals
with a baseline CACS assessment and excluded 216 due to pri-
or clinical ASCVD. Among the 4331 subjects without clinical
ASCVD, 1275 had only a baseline CAC assessment, and 3056
had 2 evaluations (Supplementary Fig. S1) (10). All participants
signed an informed consent form, and the ELSA-Brasil study
was approved by the Research Ethics Committee (CEP-HUJSP
Registration: 659/06-CAAE: 0016.1.198.000-06).

Clinical definitions used in this study can be found in the
Supplementary Methods section (10). The participants’ plas-
ma or serum samples were frozen and stored in liquid nitrogen
for up to 5 years or used for immediate measurement of
glycated hemoglobin (HbAlc), blood glucose, triglycerides,
total cholesterol, HDL-C, high-sensitivity C-reactive protein
(hsCRP), and creatinine.

LabCorp conducted high-field 1H-nuclear magnetic reson-
ance (NMR) spectroscopy (NMR LipoProfile, USA) to evalu-
ate the size and plasma concentration of HDL subfractions.
NMR-based lipoprotein profiling is a platform to investigate
lipoprotein particle distributions because different lipoprotein
fractions and subfractions have different magnetic susceptibilities
that will broadcast various signals, with amplitudes reflecting
particle concentrations (11). HDL particles were then separated
according to their diameters, and all subspecies were analyzed.

CAC assessment was conducted using a 64-slice multi-
detector computed tomography (MDCT) scanner (Philips
Brilliance, Amsterdam, Netherlands). The scanning procedure
followed the standard method for scoring coronary artery cal-
cium (CAC). The amount of CAC was measured using the
Agatston method, which calculates the area and density product
sum (2, 12, 13). CAC incidence was defined as having no CAC

detected on the initial exam (CAC=0) but having detectable
CAC on the follow-up exam (CAC > 0).

Baseline characteristics were examined using %2, #, and
Mann-Whitney tests. Stepwise forward logistic regressions
were used to identify risk factors for CAC incidence.
Normally and not normally distributed variables were re-
ported respectively as mean + SD and median (interquartile
range [IQR]) (5). Net reclassification improvement (NRI)
was used to assess the incremental predictive value of a novel
biomarker for CACS incidence/progression beyond tradition-
al risk factors. NRI quantifies the improvement in risk classi-
fication by comparing the proportion of individuals correctly
reclassified into higher or lower risk categories based on add-
ing the new biomarker. For this analysis, CAC progression
was categorized into 3 risk groups: low (<5%), intermediate
(5%-20%), and high (>20%).The Akaike information criter-
ion (AIC) was used when performing a logistic regression (LR)
to estimate the relative amount of information lost in the mod-
el. Analyses were conducted in R Studio (R-v3.5.3).

Results

After a mean interscan period of 5.1+0.9 years, a second
CACS assessment was performed between 2016 and 2018.
Among 2665 nondiabetic subjects at baseline, mean CACS
value rose from 33.6 (95% CI, 0-164) to 44.5 (95% CI,
0-216) (P =.010), with an absolute risk of incident CACS
of 20.7%. While among diabetic subjects, mean CACS
rose from 106.4 (95% CI, 0-669) to 147.8 (95% CI, 0-802)
(P =.005), with an absolute risk of incident CACS of 34.4%
(Supplementary Table S1) (10).

When compared to nondiabetic subjects, T2DM was asso-
ciated with increased risk of CAC incidence/progression with
an unadjusted odds ratio (OR) of 2.01 (95% CI, 1.72-2.36;
P <.001). This association in models adjusted for age, sex,
systolic blood pressure, LDL-C, triglycerides, smoking, body
mass index, creatinine clearance, and hsCRP showed an OR
of 1.47 (95% CI, 1.23-1.76; P <.001). Each 5-year increase
in diabetes duration was associated with an adjusted OR of
1.20 (95% CI, 1.05-1.39; P < .01) for incident CACS.

In the nondiabetic population, higher apolipoprotein B lev-
els and smaller LDL particle size were associated with CAC
progression (OR: 1.014; 95% CI, 1.003-1.025; P=.012
and OR: 0.796;95% CI, 0.671-0.945; P = .021, respectively).
These findings suggest that these lipoprotein characteristics
may influence CAC in individuals without diabetes.

For the diabetic population, however, including these vari-
ables in the model did not substantially alter its predictive per-
formance. The area under the curve (AUC) increased only
slightly from 0.648 (95% CI, 0.5963-0.7002) to 0.666
(95% CI, 0.6149-0.7177), with no significant difference
(P=.1448, DeLong’s test). Likewise, since ethnicity is a rec-
ognized determinant of cardiovascular risk and CAC burden
in various populations, we assessed its potential influence in
our analysis. After incorporating ethnicity into the multivari-
ate models, no significant changes were observed in the asso-
ciation between HDLp1 and CAC progression (p=—.01267,
P =.836). The AUC of the models remained unchanged (AUC =
0.6860 vs 0.6861), and DeLong’s test confirmed no significant
difference between the models (Z=-0.41711, P =.6766).
These findings suggest that, while ethnicity may contribute to
CAC development in broader contexts, its inclusion in our mod-
els did not modify the primary conclusions of this study.
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At the same time, statin use in the overall cohort (n=4331)
was associated with the HDL subfraction profile, with higher
concentrations of HDLpl (HDL 7-7.9 nm, P <.001) and
HDLp2 (HDL 8-8.9 nm, P <.001), but lower concentrations
of HDLp3-p7 (HDL > 9 nm, P <.001) (7). Statin use showed
an indication bias where individuals with a higher ASCVD
risk profile had a higher likelihood of being prescribed a statin.
Thus, for the following analyses, statin users (n =921) were
not included.

Considering only individuals with T2DM, non-statin users,
and no history of ASCVD at baseline (Supplementary
Table S2) (10), among the 461 individuals identified, a total
of 143 (31.0%) patients had CAC incidence/progression. A
higher proportion of men were in the first HDLp1 tertile com-
pared to the third tertile (56% vs 27%, P<.001).
Additionally, the third HDLp1 tertile also showed lower body
mass index (P =.002), plasma levels of triglycerides (P =.001),
and hsCRP (P =.003), but higher LDL-C (P <.001). Higher
plasma levels of HDLp1 were associated with lower plasma lev-
els of HDLp2 to HDLp7 (HDL >8 nm).

In an adjusted model for classic risk factors, the third tertile
of HDLpl was associated with a 552% (95% CI,
15%-110%; P=.004) and 140% (95% CI, 32%-341%;
P <.001) increased risk for incident CAC compared to the
middle (second) and lowest (first) tertiles, respectively
(Supplementary Table S3) (10).

To assess whether HDL subfractions are associated with
CAC progression in individuals without T2D, we conducted
a secondary analysis. HDLp1 was not significantly associated
with CAC progression (B=—.01267, P=.836), and its inclu-
sion in the model did not improve predictive performance
(AUC =0.6860 vs 0.6861; P =.6766).

In contrast, age, male sex, systolic blood pressure, LDL-C,
triglycerides, smoking, and HbAlc remained significantly as-
sociated with CAC progression (all P <.05). These findings
suggest that, unlike in T2DM, HDLp1 is not meaningfully as-
sociated with CAC progression in nondiabetic individuals.
Full results are available in the Supplementary Materials
(Supplementary Table S4) (10).

This finding is consistent with the improvement in risk re-
classification based on NRI (Table 1). Including HDLp1 led

Table 1. Net reclassification impr for CAC incid or
progression, considering the low-risk threshold at 5% and high-risk
threshold at 20%

Estimate Lower Upper

CI CI
NRI 0.13636 0.02379 0.18845
NRI+ 0.07482 0.01492 0.12949
NRI- 0.06153 0.00887 0.09939
Probabilities for cases (CAC
incidence or progression)

Up-classification | Cases) 0.17006 0.12080 0.22699
Down-classification | Cases) 0.09523 0.07333 0.15492
Probabilities for controls

Up-classification | Controls) 0.16615 0.10638 0.17337
Down-classification | Controls) 0.10461 0.06984 0.13375

Abbreviations: CAC, coronary artery calcium; NRI, net reclassification
improvement.

to a 13.6% improvement in correct CAC incidence/progres-
sion classification compared to the baseline model (95% CI,
2.8%-18.8%; P=.004). Among individuals with incident
CAC, 17% moved to higher-risk and 9.5% moved to lower-
risk categories. Finally, a restricted cubic spline demonstrated
a strong association between increasing plasma levels of
HDLp1 and the risk of CAC incidence/progression (Fig. 1).

Discussion

Our study reveals a new model for predicting CAC incidence/
progression among individuals with T2DM, which was sig-
nificantly improved by adding a measure of small HDL par-
ticles (HDLp1) to traditional risk factors.

CAC scans are valuable for identifying risk, but our study
suggests a high-risk subgroup missed by this method alone.
In our study, adding HDLp1 testing correctly reclassified
13.6% of patients (14). This is particularly important because
diabetic persons often develop CAC 10 years earlier than non-
diabetic persons, highlighting the need for more precise risk
assessment tools (3).

HDL particles’ size features, identified by NMR, are signifi-
cantly associated with cardiovascular disease (CVD) risk.
HDLpl is prebeta-1 discoidal HDL, initially low in cholesterol
ester, modified by LCAT, and crucial for early cholesterol trans-
port. It matures into spherical alpha-HDL with antioxidative
and anti-inflammatory properties (15). Different HDL subfrac-
tions are associated with varying levels of CVD risk. Prebeta-1
HDL is vital for initial cholesterol efflux, while larger
alpha-HDL particles are associated with lower CVD risk due
to enhanced functions (16). Understanding HDL maturation
may improve CVD risk management (17).

Our findings align with existing research. Under conditions
of poor glycemic control, HDL functionality is notably im-
paired, generating a paradox. While the reduced size of
HDLp1 favors the efficiency of reverse cholesterol transport,
the metabolic dysfunction inherent to T2DM compromises
HDL-driven cholesterol efflux capacity from macrophages
(8, 18, 19). In subjects with diabetes, small HDL particles
are enriched with proteins that regulate thrombosis and in-
flammation (and proportionally increased as compared to
large HDL particles) (20, 21).

Our study has limitations. The exclusion of statin users
might affect the generalizability of our results, as statins are
a common therapeutic intervention for T2DM patients.
However, the specific focus on statin-naive individuals offers
a unique perspective on the natural progression of CAC and
provides a deeper understanding of the role of small HDL par-
ticles in atherogenesis among persons afflicted with T2DM.
The analysis was adjusted for sex, and the distributions of
HDL subfractions were examined separately. Indeed, the sam-
ple has a male predominance, which may limit the generaliz-
ability of the findings to women. Furthermore, individuals
with T2DM exhibit a higher prevalence of small, dense
HDL particles due to chronic hyperglycemia and oxidative
stress, which may contribute to their increased cardiovascular
risk independent of statin therapy. Although HDL glycation
may be a critical factor, our database does not include direct
measurements of glycated HDL. As an alternative, we used
HbA1c as a proxy for glycemic status and observed that it
was a factor associated with CAC.

Additionally, our findings are based on CAC progression as
assessed by the Agatston score, which quantifies the total
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Figure 1. Restricted cubic spline showing the probability of incident CAC during a mean 5.1-year follow-up according to plasma levels of HDLp1
(HDL particles of diameter 7 to 8 nm) at baseline; global Pvalue <.001 and P value for linearity <.001.

calcium burden. However, plaque density may also play a role
in cardiovascular risk stratification. Future studies incorporat-
ing density-specific CAC measures could provide further in-
sights into the differential role of HDL subfractions in
atherosclerosis progression.

Conclusion

The clinical applicability of HDL subfraction quantification
via NMR for cardiovascular risk assessment remains uncer-
tain. While our findings suggest a potential association
between HDL subfractions and CAC progression in individ-
uals with T2D, these results should be interpreted cautious-
ly. The clinical utility of measuring HDL particle size and
concentration for routine risk stratification is yet to be vali-
dated in large-scale prospective studies. Further research is
warranted to confirm these associations, elucidate potential
mechanisms, and determine whether HDL subfraction ana-
lysis can provide additional prognostic value beyond trad-
itional lipid markers.

In conclusion, our study demonstrates that the associ-
ation between small HDL particles and CAC progression
is significant in diabetic individuals not currently being
treated with a statin and without a documented history
of ASCVD. This high-risk subgroup could benefit from
closer monitoring through follow-up CAC scans and con-
sideration of statin therapy to help manage their cardiovas-
cular risk.
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