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RESUMO

Juliani, FC. Aspectos metabdlicos e funcionais da lipoproteina de alta densidade (HDL) em
pacientes com hipercolesterolemia familiar e doenca arterial coronéria subclinica [tese]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

A hipercolesterolemia familiar é uma condi¢do genética autossémica codominante que resulta no
aumento significativo do LDL-c desde o nascimento. Ela é reconhecida como um dos distarbios
monogénicos mais prevalentes na populacdo em geral, representando fator de alto risco para o
desenvolvimento da doenca arterial coronaria (DAC) precoce. Além do aumento do LDL-c,
individuos com hipercolesterolemia familiar podem apresentar HDL-c reduzido ou disturbios no
metabolismo da HDL, o que afeta de alguma forma as propriedades antiateroscleréticas da
lipoproteina. Objetivo: Investigar se as taxas de transferéncia de colesterol para a HDL e outros
parametros funcionais e metabdlicos da HDL estdo associados a presenca de DAC subclinica em
pacientes com hipercolesterolemia familiar heterozigética. Métodos: Foram avaliados 53
pacientes adultos assintomaticos, de ambos os sexos, com diagndstico molecular prévio de
hipercolesterolemia familiar heterozigética. Com base na angiotomografia de coronarias para
deteccdo de DAC subclinica, 27 pacientes (51,1+8,3 anos) com lesdes ateroscleréticas foram
incluidos no grupo HF+DACsc, enquanto 26 pacientes (47,3+8,2 anos) sem lesdes foram
alocados para o grupo HF. Apds a suspensdo de medicamentos hipolipemiantes por 30 dias,
foram determinados por Kits comerciais os lipides plasmaticos e as apolipoproteinas A-l1 e B. O
LDL-c foi estimado pela formula de Friedewald. A transferéncia de colesterol para HDL foi
avaliada in vitro pela incubagdo do plasma a 37°C/1h com uma nanoparticula lipidica doadora de
lipides marcados radioativamente. A fracdo HDL foi caracterizada quanto ao diametro e
subfracdes, capacidade antioxidante, atividade da paraoxonase 1 (PON1), concentracdes da
lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) e da proteina de transferéncia de colesterol éster
(CETP). Resultados: Os grupos HF+DACsc e HF foram semelhantes em relagcdo ao sexo, idade,
rastreamento genético, presenca de diabetes mellitus tipo 2, glicemia de jejum, HbALc e uso de
medicamentos. A frequéncia de hipertensdo arterial sistémica ndo diferiu entre os grupos, mas a
pressdo arterial sistélica foi mais elevada no grupo HF+DACsc (p=0,017). A historia familiar de
DAC precoce e 0s sinais patognomonicos da hipercolesterolemia familiar foram mais frequentes
no grupo HF+DACsc (p=0,028 e p=0,014), respectivamente. O indice de massa corporal, a
circunferéncia da cintura e a porcentagem de gordura corporal foram similares em ambos os
grupos. Quanto aos aspectos funcionais da HDL, ndo houve diferenca nas transferéncias de
colesterol livre e esterificado para a HDL, capacidade antioxidante da HDL ou atividade da
PONL entre os grupos HF+DACsc e HF. O diametro e subfragdes da HDL n&o diferiram entre os
dois grupos, assim como a concentracdo da LCAT. Contudo, o grupo HF+DACsc apresentou
concentracdo maior da CETP (p=0,008). Conclusdo: O grupo HF+DACsc ndo apresentou taxas
de transferéncias mais baixas de colesterol para HDL ou a¢do antioxidante reduzida, entre outros
parametros relacionados ao metabolismo da HDL que poderiam ter influenciado o
desenvolvimento de DAC nesses pacientes. O fato da CETP estar aumentada no grupo
HF+DACsc pode sugerir que esta proteina possa ser marcador de presenca de DAC na
hipercolesterolemia familiar. A maior prevaléncia de histéria familiar de DAC precoce e a
presenca de sinais patognomonicos da hipercolesterolemia familiar no grupo HF+DACsc, sugere
que fatores de natureza diversa, ndo explorados neste estudo, podem ter sido preponderantes para
0 desenvolvimento de DAC no grupo HF+DACsc.

Palavras-chave: HDL-colesterol. Metabolismo dos lipideos. Hipercolesterolemia familiar.
Aterosclerose. Doenca da artéria coronariana.



ABSTRACT

Juliani, FC. Metabolic and functional aspects of high-density lipoprotein (HDL) in patients with
familial hypercholesterolemia and subclinical coronary artery disease [thesis]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2024.

Familial hypercholesterolemia is an autosomal codominant genetic condition resulting in a
significant increase in LDL-c from birth. It is recognized as one of the most prevalent monogenic
disorders in the general population, representing high-risk factor for the development of early
coronary artery disease (CAD). Besides the increase in LDL-c, individuals with familial
hypercholesterolemia may present with reduced HDL-c or HDL metabolism disorders, which in
some way affect the antiatherosclerotic properties of the lipoprotein. Objective: To investigate
whether cholesterol transfer rates to HDL and other functional and metabolic parameters of HDL
are associated with the presence of subclinical CAD in patients with heterozygous familial
hypercholesterolemia. Methods: Fifty-three asymptomatic adult patients of both sexes with
molecularly proven diagnosis of heterozygous familial hypercholesterolemia were evaluated.
Based on coronary CT angiography for subclinical CAD detection, 27 patients (51.1+8.3 years)
with atherosclerotic lesions were included in the FH+scCAD group, while 26 patients (47.3+8.2
years) without lesions were allocated to the FH group. After discontinuation of lipid-lowering
medications for 30 days, plasma lipids and apolipoproteins A-lI and B were determined using
commercial kits. LDL-c was estimated by the Friedewald formula. Cholesterol transfer to HDL
was assessed in vitro by incubating plasma at 37°C/1h with radioactively labeled lipid donor
nanoparticle. The HDL fraction was characterized regarding diameter and subfractions,
antioxidant capacity, paraoxonase 1 (PON1) activity, lecithin-cholesterol acyltransferase
(LCAT) concentrations, and cholesteryl ester transfer protein (CETP) concentrations. Results:
The FH+scCAD and FH groups were similar regarding sex, age, genetic screening, presence of
type 2 diabetes mellitus, fasting glucose, HbAlc, and medication use. The frequency of systemic
arterial hypertension did not differ between the groups, but systolic blood pressure was higher in
the FH+scCAD group (p=0.017). Family history of early CAD and pathognomonic signs of
familial hypercholesterolemia were more frequent in the FH+scCAD group (p=0.028 and
p=0.014), respectively. Body mass index, waist circumference, and percentage of body fat were
similar in both groups. Concerning HDL functional aspects, there was no difference in free and
esterified cholesterol transfers to HDL, HDL antioxidant capacity, or PON1 activity between the
FH+scCAD and FH groups. The diameter and subfractions of HDL did not differ between the
two groups, as well as the concentration of LCAT. However, the FH+scCAD group had a higher
CETP concentration (p=0.008). Conclusion: The FH+scCAD group did not present lower
cholesterol transfer rates to HDL or reduced antioxidant action, among other parameters related
to HDL metabolism that could have influenced CAD development in these patients. The fact that
CETP was increased in the FH+scCAD group may suggest that this protein could be a marker of
CAD presence in familial hypercholesterolemia. The higher prevalence of a family history of
early CAD and the presence of pathognomonic signs of familial hypercholesterolemia in the
FH+scCAD group suggest that diverse factors, not explored in this study, may have been
predominant for CAD development in the FH+scCAD group.

Keywords:  Cholesterol, HDL. Lipid metabolism. Familial hypercholesterolemia.
Atherosclerosis. Coronary artery disease.
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1 INTRODUCAO
1.1 Hipercolesterolemia familiar

A hipercolesterolemia familiar ¢ uma condi¢do genética de herangca monogénica
autossdémica codominante que resulta no aumento significativo do colesterol da lipoproteina
de baixa densidade (LDL-c) desde o nascimento (Hegele et al., 2019). Ademais, a
identificacdo de estigmas fisicos, tais como xantomas tendinosos, xantelasmas e arco
corneano constitui sinais clinicos caracteristicos da doenca quando presentes (Genest et al.,
2014). A hipercolesterolemia familiar € fator de alto risco para o desenvolvimento precoce de
doenca cardiovascular aterosclerética (DCVA), especialmente a doenca arterial coronéria
(DAC) (Gidding et al., 2015).

A forma heterozigotica da hipercolesterolemia familiar esta diretamente associada a
variantes genéticas amplamente reconhecidas nos genes LDLR, APOB e PCSK9 (Sniderman
et al., 2014). Contudo, cerca de 50% dos individuos com hipercolesterolemia grave podem
ndo apresentar variantes identificaveis nesses genes (Wang et al., 2016; Silva et al., 2017;
Mariano et al., 2020). Sendo esse fenbmeno atribuido a influéncia de defeitos genéticos de

natureza oligogénica, poligénica ou quantitativa (Natarajan et al., 2018; Tada et al., 2019).

AlteragGes no gene LDLR que codifica o receptor de LDL (LDLR), localizado no
braco curto do cromossomo 19, representa a principal causa de hipercolesterolemia familiar,
sendo responsavel por mais de 90% dos casos geneticamente definidos (Austin et al., 2004).
Atualmente, o banco de dados ClinVar, principal repositério publico internacional de
informacdes relacionadas a doencas mendelianas, registra mais de 2300 variantes Unicas
associadas a esse gene (lacocca et al., 2018). Em decorréncia disso, um encontro de
especialistas foi realizado com o objetivo de aprimorar as diretrizes da ACMG/AMP
(American College of Medical Genetics and Genomics/Association for Molecular Pathology),
para estabelecer uma padronizacdo na classificacdo dessas variantes relacionadas ao gene
LDLR e aperfeicoar o diagndstico molecular da hipercolesterolemia familiar (Chora et al.,
2022).

Em individuos heterozigotos, com apenas uma copia do gene afetada, cerca de metade
dos LDLR mantém sua funcionalidade (Santos et al., 2012). Contudo, em homozigotos, nos

guais ambas as copias sao afetadas, a atividade residual do receptor varia entre 2% e 25%

20



(Cuchel et al., 2014). Ambos os fenétipos podem ser devido a manifestacdo de variantes que
provocam a perda de funcdo ou a completa inatividade do receptor. Entretanto, quando essa
ultima condicdo esta associada ao gendétipo homozigoto, os individuos afetados exibem
atividade nula do LDLR (< 2%), o que resulta em LDL-c ainda mais elevado e prognostico
clinico muito desfavoravel em comparagdo com aqueles que apresentam o receptor defeituoso
(Moorjani et al., 1993).

Estima-se que de 5 a 10% dos casos de hipercolesterolemia familiar seja devido a
presenca de variantes no gene APOB, que codifica a apolipoproteina (apo) B-100 (Andersen
et al., 2016). Menos de 1% dos casos identificados de hipercolesterolemia familiar s&o
causados por variantes com ganho de funcéo no gene PCSK9, responsavel pela codificacdo da
pré-proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9, Proprotein Convertase
Subtilisin/Kexin type 9), uma protease que, em ultima instancia, leva a degradacéo dos LDLR
na superficie dos hepatécitos (Hopkins et al., 2015).

A presenca de variantes genéticas em qualquer um dos trés genes correlacionados a
hipercolesterolemia familiar, a saber, LDLR, APOB e PCSK9, interferem na remogéo da LDL
por meio de endocitose mediada por receptor. Tal comprometimento resulta em LCL-c
elevado, fendtipo classico descrito em todas as definicdes da doenca (Berberich; Hegele,
2019).

Fenotipo semelhante a hipercolesterolemia familiar heterozigotica foi observado em
familias com variantes ultrarraras no gene APOE, que codifica a apo E (Awan et al. 2013), e
no gene STAP1 que codifica 0 membro 1 da proteina adaptadora de transducao de sinal
(Fouchier et al. 2014). Além disso, variantes bialélicas pouco comuns no gene LDLRAP1,
responsavel por codificar a proteina adaptadora do LDLR tipo 1 (LDLRAPL), desencadeiam a
forma recessiva da doenca, resultando em um fenétipo severo que condiz com o diagnostico

de hipercolesterolemia familiar homozigética (Garcia et al., 2001).

A hipercolesterolemia familiar se destaca como um dos disturbios monogénicos mais
comuns na populacdo em geral (Kastelein, 2020). Dados de uma abrangente reviséo
sistematica e metanalise, que abarcou mais de 100 estudos e envolveu aproximadamente 11
milhGes de individuos, indicam que a prevaléncia média global da hipercolesterolemia
familiar heterozigotica é de 1:313 (Beheshti et al., 2020). Essa prevaléncia revelou ser 10

vezes superior entre os individuos com DAC (1:31), 20 vezes maior em casos de DAC
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prematura (1:15), e 23 vezes mais elevada entre aqueles com hipercolesterolemia grave (1:14)
(Beheshti et al., 2020).

Estima-se que atualmente 35 milhGes de pessoas em todo o mundo tenham
hipercolesterolemia familiar, embora apenas cerca de 10% sejam diagnosticadas (Watts et al.,
2023). Quanto a prevaléncia da hipercolesterolemia familiar na populacgéo brasileira, o estudo
ELSA-Brasil evidenciou a taxa de um caso para cada 263 individuos, destacando diferencas
étnicas, com maior prevaléncia entre pardos (1:204) e negros (1:156) em comparacdo com
brancos (1:417) (Harada et al., 2018).

Na presenca de efeito fundador, a hipercolesterolemia familiar pode tornar-se mais
prevalente, atingindo frequéncia tdo elevada quanto 1 caso em 80 individuos. Isso foi
observado em algumas comunidades franco-canadenses que residem em areas especificas da
provincia de Quebec (Paquette; Genest; Baass, 2018), assim como em diferentes populacoes
sul-africanas (Smyth; Ramsay; Raal, 2018). Por outro lado, em algumas regifes da Islandia, a
prevaléncia da doenca mostrou-se significativamente menor, com apenas um caso em cada
836 individuos, sendo este o limite global inferior da hipercolesterolemia familiar
heterozigotica (Bjornsson et al., 2021).

Para promover a uniformidade e formalizacdo do diagnostico clinico da
hipercolesterolemia familiar, critérios especificos, reconhecidos por diretrizes internacionais e
nacionais, tém sido recomendados, entre eles estdo: o critério do programa norte-americano
"Make Early Diagnosis Prevent Early Death Program™ (USA MEDPED), da rede holandesa
"Dutch Lipid Clinic Network" (Dutch MEDPED), e do grupo britdnico "Simon Broome
Register Group™ (Nordestgaard et al., 2013; Gidding et al., 2015; Mach et al., 2020; Watts et
al., 2023). No contexto brasileiro, a mais recente Atualizagcdo da Diretriz Brasileira de
Hipercolesterolemia Familiar recomenda a adog¢do do critério Dutch MEDPED quando

houver suspeita diagndstica (lzar et al., 2021).

Essas ferramentas apresentam vantagens substanciais ao ndo se restringirem a
avaliagdo do LDL-c, integrando elementos adicionais como histéria familiar de
hipercolesterolemia ou DAC precoce, manifestagdo clinica de depdsito de colesterol
extravascular, e identificacdo de variantes “patogénicas” ou “provavelmente patogénicas”
relacionadas a hipercolesterolemia familiar (Haase; Goldberg, 2012). Essa estratégia

simplifica o diagnostico preciso da doenca, conforme destacado pelo NCCPC (National
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Collaborating Centre for Primary Care) em 2008. O rastreamento genético € essencial para
caracterizar o defeito genético, possibilitando a indicacdo do teste para os familiares em
situacdo de risco (Sturm et al., 2018). Além disso, pode ser um recurso precioso para facilitar

a adesdo do paciente a terapia medicamentosa (Sniderman et al., 2014).
1.2 Efeito cumulativo da exposic¢éo ao LDL-c

Com o objetivo de averiguar a relacdo causal entre o LDL-c e o desenvolvimento de
DCVA, a Sociedade Europeia de Aterosclerose conduziu uma analise abrangente que integra
dados de meta-analises de estudos genéticos, coortes epidemioldgicas e ensaios clinicos
randomizados. Esta analise envolveu uma amostra de mais de 2 milhGes de individuos, com
mais de 20 milhGes de anos de acompanhamento e aproximadamente 150.000 eventos
cardiovasculares. Coletivamente, esses estudos forneceram evidéncias consistentes e
inequivocas sobre a associacdo entre a exposi¢do vascular ao LDL-c e o risco de DCVA,
destacando o efeito amplificado com a exposicdo prolongada ao longo do tempo (Ference et
al., 2017).

Dessa forma, na presenca de variantes relacionadas a hipercolesterolemia familiar,
condicdo que envolve exposi¢cdo continua a concentracdes elevadas de LDL-c ao longo da
vida, estabelece-se uma clara distincdo entre essa forma de dislipidemia priméaria e outras
condigdes similares (Khera et al., 2016). Em termos mais especificos, no cenério da
hipercolesterolemia familiar, o inicio e a progressdo da aterosclerose estdo intrinsecamente
associados a carga cumulativa derivada da exposicao ao LDL-c, sendo essa relacdo tanto mais
precoce quanto mais elevado for essa concentracdo (Gallo et al., 2017). Adicionalmente, um
fator complicador € que, nesses individuos com variantes identificveis, uma contribui¢do

poligénica pode somar-se a penetrancia da doenca (Talmud et al., 2013; Trinder et al., 2020).

O LDL-c em individuos com hipercolesterolemia familiar heterozigdtica é duas a trés
vezes mais elevado em comparacdo com individuos normolipidémicos, resultando em risco
13 vezes maior de desenvolver DAC (Benn et al., 2012). Caso ndo forem tratados, portadores
deste defeito apresentam probabilidade de desenvolver doengas cardiovasculares (DCV) na
segunda ou terceira década de vida, (Nordestgaard et al., 2013). A manifestacdo de DCV
incide de maneira proeminente nas coronarias, seguida pelo territorio arterial periférico e
cerebrovascular (Pérez de Isla et al.,, 2016). Para aqueles que apresentam a forma

homozigotica da doenca, o LDL-c pode apresentar-se seis a oito vezes mais elevado,
23



aumentando significativamente o risco de desenvolverem DAC j& na primeira década de vida.
Na auséncia de tratamento, esses individuos confrontam o risco de mortalidade decorrente de

eventos cardiovasculares antes de atingirem 20 anos de idade (Cuchel et al., 2014).

O desenvolvimento bem-sucedido de terapias eficazes para tratamento da
hipercolesterolemia familiar tem contribuido para a reducdo de eventos cardiovasculares e
mortalidade entre esses pacientes (Neil et al., 2004; Versmissen et al., 2008). Essas terapias
implicam no gerenciamento do LDL-c por meio do uso de medicamentos hipolipemiantes
(Watts et al., 2024). Portanto, a adocéo das diretrizes atuais para o diagndstico precoce, seja
por meio de triagem oportunista, em cascata ou universal, juntamente com o inicio imediato
do tratamento apropriado e ajustes no estilo de vida, sdo medidas essenciais para diminuir o

risco de DCVA e aumentar a expectativa de vida desses individuos (Ray et al., 2023).
1.3 Aterosclerose

A visdo contemporénea da aterosclerose a define como uma condigdo inflamatdria
multifatorial e dindmica, que se manifesta de forma altamente variavel e imprevisivel (Libby,
2021). Isso inclui desde eventos subitos de oclusdo arterial aterotrombotica até a presenca de
placas ateroscleroticas discretas e estaveis, ou mesmo em processo de regressdo (Libby et al.,
2019).

A patogénese da doenca aterosclerética tem inicio com a infiltracdo e o acimulo de
gordura na intima, mediados por um endotélio disfuncional e permeavel a macromoléculas
plasmaticas, como o LDL-c (Davignon; Ganz, 2004). Em seguida, ocorrem alteracdes
bioguimicas, tais como glicacao, formacdo de complexos lipidicos modificados e ativacao de
enzimas pro-inflamatdrias, contribuindo para a modificacdo das particulas de LDL em
moléculas pré-inflamatérias (Steinberg et al., 1989). No entanto, embora os lipides
desempenhem papel notdvel na etiologia desse fenémeno, a inflamagdo assume um
importante papel em todas as fases do processo aterosclerético, desde o surgimento das lesdes

fibrogordurosas até a ocorréncia dos desfechos isquémicos (Libby, 2023).

As particulas de LDL oxidadas (LDLox) desencadeiam o processo inflamatdrio ao
fornecerem neoepitopos que estimulam a resposta inflamatéria humoral e adaptativa,
promovendo a expressao de moléculas de adesdo leucocitaria, como a VCAM-1 (Vascular

Cell Adhesion molecule-1) e ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1). Isso, por sua vez,

24



facilita o rolamento e, eventualmente, a aderéncia de mondcitos e linfocitos & camada
endotelial (Andersson; Libby; Hansson, 2010). Uma vez firmemente aderidos ao endotélio, 0s
leucdcitos podem migrar para a regido subendotelial sob a influéncia das quimiocinas. A
MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1) € um exemplo representativo de quimiocina

envolvida no processo aterosclerético (Lin; Kakkar; Lu, 2014).

Na intima, a LDLox é prontamente capturada por macrofagos, e o depdsito de lipides
no interior dessas células leva a formacao das chamadas “células espumosas” (do inglés, foam
cells), dando origem a “estria gordurosa” (do inglés, fatty streak) (Kattoor; Kanuri; Mehta,
2019). O acumulo progressivo de células espumosas, colesterol e debris resultam no ndcleo
lipidico-necrético no centro da placa. A ativagdo dos macrdfagos presentes nesse ateroma
inicial desencadeia a liberacdo de mediadores inflamatérios, como citocinas, quimiocinas e
metaloproteinases, perpetuando o0s mecanismos inflamatérios locais e impulsionando a
progressdo da aterosclerose (Ference et al., 2017). Simultaneamente, nesse contexto
inflamatorio, células musculares lisas migram da camada média para a intima e proliferam,
intensificando a producdo de matriz extracelular e consolidando assim a formacdo da placa
(Rocha; Libby, 2009).

Existem diferencas entre as células musculares lisas da camada média quando
comparadas com as da intima. Na intima, as células musculares lisas exibem reduzida
capacidade de sintetizar proteinas ligadas a funcdo contrétil, enquanto mostram habilidade na
producdo de citocinas, tais como o PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), TGF-j
(Transforming Growth Factor Beta), IFN-y (Interferon Gamma) e da proteina quimiotatica
MCP-1 (Michel; Li; Lacolley, 2012). Ademais, apresentam indice proliferativo mais elevado,
maior habilidade em sintetizar colageno e elastina, além de serem mais eficientes em migrar e
capturar lipides quando comparadas aos seus homologos contrateis (Shi et al., 2020). Células
musculares lisas ativadas podem apresentar aumento na expressao de moléculas de adesao,
como VCAM-1 e ICAM-1, o que indica sua habilidade em interagir com leucdcitos. No
entanto, a fungéo primordial dessas células é a producéo de matriz extracelular, crucial para o
remodelamento da placa aterosclerdtica e para sua estabilidade ou instabilidade (Bennett;
Sinha; Owens, 2016).

Inicialmente, acreditava-se que a aterosclerose era uma doenca gue, ao evoluir, invadia
a luz do vaso arterial, chegando ao ponto de eventualmente bloguear o fluxo sanguineo. No

entanto, contribui¢des significativas de pesquisas na area mostraram que o desenvolvimento
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das lesdes pode ser acompanhado por aumento compensatorio do didmetro da luz do vaso,
resultando na maior parte da lesdo inicial ocorrendo fora da luz arterial (Glagov et al., 1987).
Em outras palavras, é possivel que grandes ateromas coexistam com artérias que preservam a
luz de forma relativamente intacta. A manutencdo do didmetro do vaso pode persistir por um
periodo considerdvel durante o desenvolvimento da lesdo, mesmo a medida que esta avanca

para as camadas intima e media (Nissen, 2002; Nicholls et al., 2006).

A incorporacdo de sais de célcio na placa, caracterizada pela calcificacdo, desempenha
um importante papel na estabilizacdo dessa estrutura, mas simultaneamente contribui para a
rigidez e estreitamento das artérias, intensificando a obstrugdo do fluxo sanguineo com o
tempo. Isso torna a placa propensa a complica¢Ges adicionais (Libby, Pasterkamp, 2015).
Enquanto a progressdo significativa da placa para dentro da luz do vaso pode resultar em
obstrucdo gradual ao fluxo arterial e sindromes isquémicas estaveis, a rotura ou erosdo da
placa pode culminar com formagdo de trombo e oclusdo subita da luz arterial, levando a
sindromes isquémicas instaveis, como a angina instavel e o infarto agudo do miocardio
(IAM), culminando no estabelecimento da DCVA (Bentzon et al., 2014)

A susceptibilidade genética e a resposta imune do organismo a injuria desempenham
papel determinante na instalacdo e progressdo da doenca aterosclerética (Bjorkegren; Lusis,
2022). Contudo, o risco de desenvolver DCVA entre individuos com hipercolesterolemia
familiar € amplamente heterogéneo (Santos, 2019). Nesse contexto, varidveis preditivas
independentes tém exercido influéncia significativa, como sexo masculino, baixas
concentracdes de colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-c), elevada concentracédo
de lipoproteina(a) [Lp(a)], hipertensdo, obesidade, diabetes tipo 2 e tabagismo (Besseling et
al., 2014; Langsted et al., 2016; Pérez de Isla et al., 2021). Ademais, a identificacdo de
calcificacdo das coronarias em individuos assintomaticos pode indicar uma subpopulacéo de

risco mais elevado (Miname et al., 2019).
1.4 HDL-c e doencas cardiovasculares

Como descrito em estudos classicos, entre os quais se destaca 0 Framingham Heart

Study, um estudo pioneiro que contribuiu significativamente para a compreensdo da
epidemiologia cardiovascular, concentragdes reduzidas de HDL-c tém consistentemente se
associado ao risco de desenvolver DCV (Mahmood et al., 2014). Os primeiros resultados
relacionados ao HDL nessa coorte ja& mostraram a relacdo inversa entre o0 HDL-c e a
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incidéncia de DAC (Gordon et al.,, 1977). No mesmo ano, ao estudar outras coortes
americanas de diferentes etnias, Castelli el al., (1977) constataram que individuos com DCV
exibiam HDL-c mais baixo em comparacdo com individuos saudaveis. A partir dai, foi-se
estabelecendo a base para o conceito do HDL-c como o "bom colesterol”, e a "Hipotese do
HDL-colesterol" (Rader, Hovingh, 2014).

Em 2009, a Emerging Risk Factors Collaboration (ERFC) conduziu uma analise
abrangente que reuniu dados de 68 estudos prospectivos com mais de 300.000 participantes
sem historico de doenca vascular. O objetivo foi investigar as relagdes entre as principais
lipoproteinas plasmaéticas e o risco de DCV. Durante o estudo, o HDL-c e 0 ndo HDL-c
apresentaram associacfes robustas, porém em direcfes opostas. Inicialmente, a analise de
regressdo mostrou diminuicdo na razdo de risco (HR, Hazard Ratio) para DCV associada ao
HDL-c (HR 0,78, IC 95% 0,74-0,82), indicando reducdo de 22% no risco de eventos
cardiovasculares em individuos com HDL-c mais elevado. O incremento de 15 mg/dL no
HDL-c, juntamente com a reducdo de 80 mg/dL no ndo HDL-c, metas potencialmente
alcancaveis por meio do uso de medicamentos hipolipemiantes disponiveis, resultou em uma
HR de 0,35 (IC 95% 0,30-0,42), ou seja, reducdo ainda maior no risco.

Dessa forma, o HDL-c se estabeleceu como um importante preditor de risco
cardiovascular. Essa relacdo permaneceu consistente em diversos ensaios clinicos
randomizados que investigaram pacientes em uso de estatinas. Mesmo em individuos com
LDL-c inferior a 50 mg/dL, baixas concentracbes de HDL-c e apo A-l mostraram-se
preditivas de eventos cardiovasculares adversos maiores (MACE, Major Adverse
Cardiovascular Events), como evidencia uma metanalise que consolidou dados de oito
estudos relevantes: 4S, AFCAPS-TexCAPS, LIPID, CARDS, TNT, IDEAL, SPARCL e
JUPITER (Boekholdt et al., 2013). A partir da observagédo inicial derivada de estudos
observacionais e corroborada por estudos clinicos, foram iniciadas investigacdes sobre
diferentes associagdes relacionadas a HDL, como sua correlagdo com a longevidade, entre

outros aspectos (Rahilly-Tierney et al., 2011; Newman et al., 2011).

No entanto, mais recentemente, analises de coortes prospectivas mostraram uma
associacdo paradoxal entre o0 HDL-c e mortalidade. Esses dados indicam que tanto baixo
HDL-c quanto concentracdes extremamente altas estdo associadas ao aumento no risco de

mortalidade por todas as causas (Madsen; Varbo; Nordestgaard, 2017). Enquanto a associa¢ao
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com niveis baixos de HDL-c concorda com o risco aumentado repetidamente observado de
DCVA, a maior mortalidade associada a concentracGes extremamente altas de HDL-c é
menos compreendida, suscitando questfes ainda ndo esclarecidas sobre se HDL-c elevado

tem efeito prejudicial a satude (Madsen; Varbo; Nordestgaard, 2021).

Estudos de randomizacdo mendeliana indicam que mudancas no HDL-c devido a
alteracdes genéticas ndo necessariamente estdo associadas a modificaces no risco de DCV.
Explorando um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP, Single Nucleotide Polymorphism)
no gene da lipase endotelial (LIPG), associado a concentragdes mais altas de HDL-c, Voight
et al. (2012) ndo encontraram evidéncias de risco reduzido de IAM entre os portadores do
SNP. Por outro lado, ao examinarem se a reducdo do HDL-c devido a quatro variantes
heterozigotas no gene ABCAL1 poderia resultar em maior risco de doenca cardiaca isquémica,
Frikke-Schmidt et al. (2008) constataram que ndo houve aumento no risco para os individuos
afetados. Reforcando esses achados, Haase et al. (2012) concluiram que a reducdo do HDL-c
devido a uma variante especifica no gene LCAT ndo se associou com risco aumentado de
IAM.

Além dos estudos genéticos, ensaios clinicos randomizados com medicamentos
destinados a elevar o HDL-c ndo mostraram reducgdo nos eventos cardiovasculares. A niacina,
guando combinada com estatinas, ndo mostrou beneficio clinico adicional para pacientes com
DCV, apesar do aumento de 25% no HDL-c (AIM-HIGH Investigators et al., 2011). A
maioria dos inibidores da proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP, Cholesteryl
Ester Transfer Protein), como torcetrapibe, dalcetrapibe e evacetrapibe, ndo mostraram
reducdo no risco de eventos cardiovasculares (Barter et al., 2007, Schwartz et al., 2012;
Lincoff et al., 2017). Contrariamente, 0 anacetrapibe reduziu os eventos cardiovasculares em
9%, devido a significativa reducdo do LDL-c e da apo B (HPS3/TIMI5S5-REVEAL
Collaborative Group et al., 2017). O obicetrapibe, o mais recente inibidor da CETP, quando
combinado com estatina de alta poténcia, ndo apenas aumentou o HDL-c em até 165%, como
tambeém reduziu o LDL-c e a apo B em até 51% e 30%, respectivamente (Nicholls et al.,
2022). Para esse ultimo inibidor, um ensaio clinico de desfecho em curso sugere reducéo
substancial em MACE (Nelson et al., 2022).

Assim, o novo paradigma consolidou a concepgdo de que a HDL transcende sua

funcdo primaria como lipoproteina transportadora de colesterol, apresentando multiplas
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propriedades adicionais (Navab et al., 2011). Além disso, a HDL constitui uma familia
complexa de particulas, composta por subespécies com variaces em tamanho, densidade,
forma, carga e composicdo, sujeitas a processos continuos de remodelamento na circulacédo
(Asztalos et al., 2011). Essa heterogeneidade de particulas explica por que a HDL nem sempre
¢ considerada “antiaterogénica”, podendo, em alguns casos, tornar-se disfuncional ou até
mesmo “pré-aterogénica” (Pirillo; Cataparro; Norata, 2019). Assim, ndo € surpreendente que
estudos mais recentes sugiram que medidas relacionadas a diferentes fungdes da HDL possam
contribuir para a previsdo de risco ou mesmo servir como preditoras de eventos
cardiovasculares (Mackey et al., 2012; Rohatgi et al., 2014; Ajala et al., 2020).

1.5 Estrutura e metabolismo da HDL

A HDL é a menor das lipoproteinas, com diametro entre 7 e 13 nm (Rosenson et al.,
2011). Contudo, apresenta elevado contetdo proteico, que constitui mais de 50% de sua
massa total, resultando em alta densidade de 1,063 a 1,210 g/mL (Havel; Eder; Bragdon,
1955). As proteinas na HDL contribuem para o equilibrio dos componentes lipidicos,
proporcionando-lhe estabilidade estrutural. Nesse cenario, as apos A-1 e A-lIl compreendem
cerca de 65% e 15% do total de proteinas, respectivamente (James et al., 1988). As demais
proteinas encontradas na HDL podem ser categorizadas como "proteinas especificas" ou
"proteinas acessorias”. As “proteinas especificas” como a lecitina colesterol aciltransferase
(LCAT, Lecithin-Cholesterol Acyltransferase), a CETP e a paraoxonase 1 (PON1)
encontram-se associadas a HDL, embora presentes em menos de uma cépia por particula.
Quanto as “proteinas acessoOrias”, essas mantém associacdo ténue com a HDL,

desempenhando, no entanto, fun¢des bioldgicas importantes (Von Eckardstein et al., 2023).

O proteoma da HDL interage de maneira complexa com diferentes receptores,
direcionando o fluxo e o metabolismo lipidico circundante, a0 mesmo tempo que a
lipoproteina propriedades singulares. O HDL Proteome Watch, um projeto cuja missdo é
divulgar a base molecular subjacente aos papéis da HDL frente a doencas metabolicas e
inflamatdrias, catalogou até o momento 285 proteinas associadas a HDL, sendo a maioria

delas consideradas “proteinas acessérias” (Davidson et al., 2022).

A HDL pode ser separada em diferentes subclasses por meio de multiplos métodos
analiticos, todos baseados nas varias propriedades fisico-quimicas da lipoproteina, tais como

densidade, tamanho, mobilidade eletroforética e conteddo de apolipoproteinas (Figura 1).
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Cada uma dessas caracteristicas é determinada pelas concentra¢fes de proteinas ou lipidios
nas distintas particulas. Essa diferenciacdo na composicdo e configuracdo das particulas
contribui para a complexidade funcional da HDL, influenciando em suas diversas funcdes
desempenhadas durante o transporte de lipides. O desenvolvimento e avancos dessas
metodologias tem visado, principalmente, a identificacdo de subfracbes da HDL com

potencial relevancia na previsao do risco cardiovascular (Asztalos et al., 2011).

Figura 1. Subclasses da HDL determinadas por diferentes métodos analiticos
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Legenda: O lado esquerdo da figura ilustra as HDLs (lipoproteina de alta densidade), desde as particulas maiores
(pré-p-2 HDL) até as menores (pré-p-1 HDL). Por meio da cromatografia covalente (Cross-imune
electrophoresis and covalent chromatography), séo isoladas as lipoproteinas: (LpA-1) e LpA-I:LpA-Il. Com
base na densidade, a ultracentrifugacdo (Ultracentrifugal separation) separa as HDLs em subfracbes menos
densas 'HDL2' e mais densas 'HDL3'. A eletroforese em gel (One-dimensional gel electrophoresis) separa
diferentes HDLs de acordo com a relacdo massa:carga, o que pode ndo se relacionar com densidade ou tamanho.
A ressonancia magnética nuclear (NMR, Nuclear Magnetic Resonance) separa as HDLs com base no tamanho.
Fonte: Asztalos et al., (2011).

Particulas esféricas de HDL possuem um nucleo lipidico neutro hidrofébico, composto
predominantemente por 14 a 18% de colesterol esterificado (CE) e uma pequena quantidade
de triglicérides (3 a 6%). Esse nlcleo € circundado por uma monocamada de fosfolipides (20
a 30%) e de 3 a 5% de colesterol livre (CL), onde as apolipoproteinas sdo incorporadas e
varias proteinas se ancoram. Por outro lado, particulas discoidais da HDL, desprovidas de

lipides neutros, consistem apenas de apo A-l e uma monocamada de fosfolipides e CL. As
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particulas esféricas da HDL contém pelo menos trés moléculas de apo A-I, ao passo que as

particulas discoidais apresentam duas (Martin; Jones; Toth, 2014).

A Figura 2 ilustra 0 metabolismo da HDL e o transporte reverso do colesterol (TRC),
um processo biolégico multifasico. Esse processo envolve a remocdo e transporte do
colesterol dos tecidos periféricos para o figado, onde ¢é eliminado nas fezes ou reciclado ap6s
reabsorcdo intestinal. A HDL desempenha papel vital nesse processo, interagindo com
diversos transportadores e proteinas de transferéncia, contribuindo para a defesa do organismo

contra a aterogénese ao facilitar o efluxo do colesterol de macréfagos na intima (Tall, 1998).

Figura 2. Metabolismo da HDL e transporte reverso do colesterol (TRC)
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Legenda: A apo A-l é sintetizada primariamente no figado, mas também no intestino delgado. HDL nascente
interage com o transportador ABCA1 (ATP-binding cassette transporter Al) iniciando o processo de lipidagéo
no plasma. A interacdo da HDL com os transportadores ABCAL, ABCG1 (ATP-binding cassette transporter G1)
e SR-BI (Scavenger Receptor Class B Member I) e a esterificacdo do colesterol livre (Unesterified cholesterol)
pela acdo da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT, Lecithin-Cholesterol Acyltransferase) promove a
maturacdo da particula, que adquire a forma esférica, HDL3 e em seguida HDL2. O colesterol é entdo
transportado diretamente para o figado via receptores especificos ou indiretamente por meio da interacdo da
HDL2 com a VLDL, IDL e LDL ao transferir colesterol esterificado (Cholesteryl ester) para essas lipoproteinas
em troca de triglicérides via proteina de transferéncia de colesterol éster (CETP, Cholesteryl Ester Transfer
Protein). Lipase hepatica (HL, Hepatic Lipase); Lipase endotelial (LE, Endothelial Lipase); Proteina de
transferéncia de fosfolipides (PLTP, Phospholipid Transfer Protein).

Fonte: Mérquez et al., (2020).

Lancada na corrente sanguinea como particulas discoidais e achatadas, denominadas

HDL nascente ou pré-B-1 HDL, a formacéo da HDL é centrada na apo A-l. A sintese da apo
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A-1 ocorre primariamente no figado, representando cerca de 80%, enquanto aproximadamente
20% tém origem na mucosa do intestino delgado (Marquez et al., 2020). Em contraste com as
lipoproteinas que contém apo B, a lipidacdo da HDL acontece principalmente no

compartimento plasmatico, ndo no citoplasma. (Maric et al., 2005).

Na circulacdo, essas particulas pobres em lipides recebem CL e fosfolipides originados
de células periféricas, especialmente hepatdcitos, enterdcitos e macrofagos, por meio de sua
interacdo com o transportador ABCA1 (ATP-binding cassette transporter Al). A esterificacdo
do colesterol na HDL ocorre pela acdo da LCAT, da qual a apo A-1 é cofator (Segrest;
Harvey; Zannis, 2000). Apoés esterificacdo, o colesterol torna-se ainda mais hidrofébico e,
consequentemente, migra da superficie da particula para o seu ndcleo. A esterificacdo do
colesterol pela LCAT inibe a transferéncia reversa do CL para essas células. Esse processo
favorece a maturacdo da HDL e é fundamental para a estabilizacdo do pool plasmatico do
colesterol (Kunnen; Van Eck, 2012).

Apbs adquirir forma esférica e ligeiramente maior denominada HDL3, essa nova
subfracdo passa a interagir também com o transportador ABCG1 (ATP-binding cassette
transporter G1), presente em diversas outras células, incluindo células do sistema
imunoldgico, células do sistema nervoso central e células adiposas. Devido a esterificacdo
continua do colesterol, essas particulas assumem a forma madura da lipoproteina, denominada
HDL2 (Castro; Fielding, 1988). O CE na HDL pode ser entdo eliminado diretamente via
captacdo seletiva pelo SR-BI hepatico (Scavenger Receptor Class B Type 1) ou capturado
pelos hepat6citos por meio de um mecanismo ainda pouco compreendido (Zanoni et al.,
2018). Alternativamente, ocorre a eliminacdo indireta do colesterol apos transferéncia
mediada pela CETP para outras lipoproteinas, como VLDL e LDL, as quais serdo
subsequente internalizadas pelos LDLR.

A HDL é constantemente remodelada pela troca de lipides plasmaticos entre as classes
de lipoproteinas. A transferéncia de lipides ¢ um processo bidirecional que depende tanto da
estrutura das lipoproteinas doadoras e receptoras, quanto da acao de proteinas de transferéncia
como a CETP e a proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP, Phospholipid Transfer
Protein). A CETP, uma glicoproteina hidrofobica sintetizada no figado, possui homdlogos
identificados em mais de 20 espécies. Sua funcdo e facilitar a troca de lipides neutros, como
CE e triglicérides, entre as particulas de HDL e aquelas que contém apo B-100. Nesse
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processo, a HDL recebe triglicérides tanto das particulas de VLDL quanto das LDL, enquanto
0 CE se desloca na direcdo oposta (Hall; Qiu, 2011). Por outro lado, a PLTP produzida no
figado, mas expressa também no tecido adiposo subcutaneo e visceral, intermedia o transporte
de moléculas anfifilicas ndo especificas como os fosfolipides, CL, vitamina E,

diacilglicerideos e lipopolissacarideos (Huuskonen et al, 2001).

Inmeras outras funcdes sdo atribuidas a HDL, tais como, anti-inflamatoria,
antitrombdtica, antioxidante, antiapoptotica e de vasodilatacdo, que parecem exercer papel
reparador frente & injaria endotelial, prevenindo a instalacéo e o desenvolvimento do processo

aterosclerdtico e suas manifestagdes clinicas (Navab et al., 2011).

Segundo Cockerill et al. (1995), concentracbes fisiolégicas de HDL inibem a
expressdo das moléculas de adesdo, VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina, ao regular citocinas
inflamatérias como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1).
Ademais, Tebet et al. (2014) mostraram que a HDL suprime a expressao da ICAM-1 por meio
da transferéncia de miRNA especifico para as células endoteliais. Esses estudos destacam a

acdo anti-inflamatdria da HDL.

A HDL desempenha func¢éo antioxidante ao eliminar o hidroperoxido lipidico (LOOH)
e fosfolipidios oxidados (PLox) na LDL. Evidéncias sugerem que a a¢ao antioxidante da HDL
sobre a LDL, medida pela reducdo dos perdxidos lipidicos, provavelmente é mediada pela
PON1 (Mackness et al., 1993). Ao analisar a protedbmica da HDL e investigar funcdes
bioldgicas especificas, Davidson et al. (2009) constataram que a apo D, apo F, apo J, apo L-1
e apo M estavam associadas a funcdo antioxidante da HDL. Por fim, a LCAT, uma enzima
especializada na esterificacdo do colesterol na HDL, também tem capacidade de hidrolisar
PLox (Goyal et al., 1997).

A HDL desempenha papel de vasodilatacdo ao promover a producdo de o0xido nitrico
(NO), uma molécula ateroprotetora, por meio do aumento da expressdo da sintase endotelial
de NO (eNOS, endothelial Nitric Oxide Synthase) (Mineo; Shaul, 2012). Além disso, a
funcdo antiapoptdtica da HDL protege as celulas endoteliais contra a apoptose induzida pela
LDLox e TNF-a, enquanto estimula seu crescimento e migracdo por meio da sinalizagdo do
receptor SR-BI. (Mineo; Shaul, 2007). A HDL possui propriedades antitrombdticas que
contribuem para a protecdo contra trombose arterial e venosa. Além da ativagdo da sintese de

prostaciclina, essas propriedades incluem a capacidade de regular negativamente a geragéo de
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trombina via proteina C, e de reduzir a ativacdo e agregacdo plaquetéria, direta e
indiretamente (Mineo et al. 2006).

1.6 Nanoparticula lipidica como instrumento em investigacao fisiopatologica

O grupo do Laboratério de Metabolismo e Lipides do Instituto do Coracdo (InCor)
desenvolveu uma nanoparticula lipidica artificial com estrutura andloga a LDL, com a
finalidade de explorar o metabolismo plasmatico da LDL (Maranh&o et al., 1993). Em estudo
clinico sobre a cinética da LDL, Santos et al. (2003) observaram que, em pacientes com DAC,
o CL se dissociou mais facilmente da lipoproteina em comparagdo com os controles sem
DAC. Prosseguindo com as investigacdes, Couto et al. (2007) constataram que, em pacientes
com DAC submetidos a cirurgia de revascularizagdo miocéardica, houve maior depoésito de CL
em fragmentos de vasos em comparagdo com a forma esterificada. Com base nesses achados,
foi formulada a hip6tese de um novo mecanismo para a aterogénese, no qual o CL se dissocia
da lipoproteina e se deposita diretamente no endotélio, favorecendo o processo de

aterosclerose.

Em estudos mais recentes, essa nanoparticula lipidica tem sido empregada como
doadora de lipides para avaliar simultaneamente as transferéncias de CL, CE, triglicérides e
fosfolipides para a HDL (Lo Prete et al., 2009). Essa abordagem tem sido aplicada na
investigacdo do metabolismo da HDL em diferentes contextos fisioldgicos e patoldgicos
(Vaisberg et al., 2012; Vinagre et al., 2014; De Oliveira et al., 2017; Giribela et al., 2009). No
ambito da DAC, estudos mostraram que a transferéncia de CL em pacientes com DAC
precoce € reduzida (Maranhdo et al., 2012), bem como em pacientes submetidos a transplante
cardiaco (Puk et al., 2009), e em pacientes com DAC e historico de eventos isquémicos
cerebrovasculares (Barbosa et al., 2019). Esses resultados ressaltam a importancia de

fendmenos ligados ao metabolismo da HDL e ao TRC como fatores pro-aterogénicos.

A transferéncia de lipides para HDL também foi avaliada previamente em pacientes
com hipercolesterolemia familiar heterozig6tica. Martinez et al. (2013) constataram que a
transferéncia de CL para a HDL foi menor nesses individuos quando comparada com
normolipidémicos. Os autores concluiram que na hipercolesterolemia familiar, aspectos
relacionados a funcdo antiaterogénica da HDL podem apresentar-se alterados, indicando um

importante fator de risco para aterosclerose nesses individuos.
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2 JUSTIFICATIVA

Embora a correlacdo inversa entre o HDL-c e a prevaléncia de DCVA seja
amplamente reconhecida, a compreensao dos aspectos relacionados a funcdo antiaterogénica
da HDL faz-se crucial. Essa perspectiva é particularmente intrigante, considerando que
alteragdes no metabolismo da HDL de individuos com hipercolesterolemia familiar possam
ocorrer independentemente da concentracdo plasmatica da lipoproteina, dada a presenca de
um perfil lipidico alterado devido ao excesso de particulas de LDL circulantes, entre outros

fatores.

Nesse sentido, torna-se relevante investigar quais fatores protetores ou agravantes
podem estar envolvidos na etiopatogenia e na progressdo de lesbes ateroscleréticas em
individuos com hipercolesterolemia familiar. A abordagem de alteracdes relacionadas a
transferéncia de colesterol para a HDL, juntamente com a andlise de outros parametros
funcionais e metabdlicos relacionados a esta lipoproteina, reveste-se de significativa

importancia na elucidacdo da suscetibilidade desses individuos a ocorréncia de DAC.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Investigar se as taxas de transferéncia de colesterol para a HDL e outros parametros
funcionais e metabdlicos da HDL estdo associados a presenca de DAC subclinica em

pacientes com hipercolesterolemia familiar heterozigdtica.
3.2 Especifico

Investigar se pacientes com diagnostico molecular de hipercolesterolemia familiar
heterozigdtica apresentam alteracbes nos pardmetros relacionados a funcionalidade e
metabolismo da HDL. Particularmente, serd analisada a transferéncia de colesterol para a
HDL, a capacidade antioxidante da HDL e a atividade da PON1, além das concentracdes de
CETP e LCAT, levando em consideracdo a presenca e a auséncia de lesdes ateroscleréticas
coronérias subclinicas documentadas por angiotomografia. Adicionalmente, sera determinado

o0 diametro e as subfracdes da HDL.
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4 HIPOTESE

Neste estudo, foi postulada a hipotese de que a reducdo na transferéncia de colesterol
para a HDL, acompanhada de modificacdes nos outros parametros funcionais e metabdlicos
desta lipoproteina, exerca papel significativo nos processos aterogénicos identificados em
pacientes com hipercolesterolemia familiar heterozigética e DAC subclinica.
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5 CASUISTICA E METODOS
5.1. Aspectos éticos e financiamento

Projeto de pesquisa aprovado em 08 de novembro de 2018 pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HCFMUSP) - Cappesq. Procedimento formalizado por meio do Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) 01398918.7.0000.0068, acompanhado do
Parecer Consubstanciado de nimero 4.889.380 - ANEXO A.

O presente projeto foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP), sob o nimero de processo 2014/03742-0.

5.2 Selecdo dos participantes

Este é um estudo caso-controle que investigou a relacdo entre variaveis de exposicdo e
uma condicdo patolégica especifica, sem intervencGes. Esta metodologia é voltada para
averiguar associacOes e identificar potenciais fatores de risco ou protecdo em um cenario

observacional (Schulz; Grimes, 2002).

Os participantes foram selecionados na Unidade Clinica de Lipides do Instituto do
Coracdo (InCor) do HCFMUSP entre o periodo de 31 de janeiro de 2019 e 10 de julho de
2023. Os pacientes foram pareados com base na idade e no sexo. Com base na
angiotomografia de coronarias (Angio-TC) para deteccdo da DAC subclinica, 27 pacientes
foram incluidos no grupo HF+DACSsc, enquanto 26 pacientes foram alocados para o grupo
HF:

5.2.2 Caso: HF+DACsc — Pacientes com hipercolesterolemia familiar heterozigética
assintomaticos, apresentando lesdes aterosclerdticas coronarias, calcificadas ou ndo,

documentadas por Angio-TC de coronarias.

5.2.3 Controle: HF - Pacientes com hipercolesterolemia familiar heterozigotica
assintomaticos, sem lesGes aterosclerdticas coronarias documentadas por Angio-TC de

coronarias.
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Durante a fase de recrutamento, os pacientes receberam orientacdes detalhadas sobre
0s objetivos da pesquisa e os procedimentos do protocolo. Em seguida, formalizaram sua
concordancia em participar do estudo ao assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) — ANEXO B.

Os pacientes foram instruidos a suspenderem temporariamente o uso de medicamentos
hipolipemiantes, como estatinas, ezetimibe e niacina, por um periodo de 30 dias. Apos esse
intervalo, todos os participantes do estudo foram convocados ao Laboratério de Metabolismo
e Lipides do InCor para coleta de amostras de sangue, em jejum de 12h. Nesse momento,

também foi conduzida a anamnese nutricional e a avaliagdo antropométrica.

A interrupcao permitiu a realizacdo de testes especificos relacionados ao metabolismo
da HDL, incluindo a transferéncia de colesterol para a HDL, mediante o perfil lipidico basal
desses pacientes (Lo Prete et al., 2009). No estudo Treating to New Target (TNT), a
suspensdo temporaria do uso de estatinas ndo resultou em aumento no risco de sindromes
coronarianas agudas (SCA) em pacientes estdveis do ponto de vista cardiovascular
(McGowan, 2004).

5.3 Critérios de incluséo

e Idade > 20 anos;

e Individuos de ambos 0s sexos;

¢ Diagnostico molecular de hipercolesterolemia familiar heterozigotica;
e Caso indice e familiar;

e Exame prévio de angiotomografia de coronérias (< 5 anos);
5.4 Critérios de excluséo

e Cirurgia recente (< 6 meses);

¢ Paciente manifestando sintomas cardiovasculares, tais como dor no peito, falta de ar,
palpitacOes, fadiga, tonturas ou desmaios;

¢ Doenca renal cronica (DRC);

e Doencas reumaticas, como a artrite reumatoide, l0pus eritematoso sistémico (LES) e

espondilite anquilosante (EA);
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e Doencas da tireoide, tais como hipertireoidismo, hipotireoidismo e a tireoidite de
Hashimoto;

e Gravidez;

e Tabagismo ativo;

e Etilismo cronico;
5.5 Diagnostico molecular de hipercolesterolemia familiar

A avaliacdo inicial da hipercolesterolemia familiar heterozigotica envolveu a deteccéo
de variantes categorizadas como "patogénicas” ou “provavelmente patogénicas” nos genes
LDLR, APOB e PCSKO9. Essas informagfes foram coletadas dos prontudrios médicos dos
pacientes. Contudo, o teste molecular incluiu o sequenciamento de nova geragdo (NGS, Next-
Generation Sequencing) e a técnica que combina a amplificacdo de acidos nucleicos com a
deteccdo simultanea de multiplas sequéncias de DNA (MLPA, Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification), seguindo o protocolo delineado por Silva et al. (2017). Essas etapas
foram executadas em conformidade com as diretrizes estabelecidas pela ACMG (Richards et
al., 2015).

5.6 Diagnostico de DAC subclinica

A angio-TC de coronérias, amplamente reconhecida como o padrao-ouro em métodos
diagnosticos ndo invasivos (Miller et al., 2008; Budoff et al., 2008; Meijboom et al., 2008),
possibilita a deteccdo de DAC subclinica ao viabilizar a deteccdo de placas calcificadas ou
ndo, obstrutivas ou ndo (Petranovic et al., 2009). Assim, diferentes graus de atenuacdo na
Angio-TC de coronérias, abrangendo placas ndo calcificadas, placas mistas e placas

calcificadas, sdo prontamente identificadas (Maurovich-Horvat et al., 2010).

Durante o exame de Angio-TC de coronarias o escore de Agatston é obtido pela
identificacdo da calcificacdo das coronarias e determinado pela presenca de lesdo com area
superior a 1 mm2 e intensidade de pico igual ou superior a 130 Unidades Hounsfield (HU).
Esta métrica especifica avalia a quantidade de céalcio presente nas coronarias (Agatston et al.,
1990). Empregado na estimativa do risco de DAC, seu célculo implica na multiplicagdo da

area de cada lesdo de calcio por um fator de densidade, conforme a férmula geral:

Escore de Agatston =Y (Area da Lesio x Fator de Densidade)
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O resultado consiste numa pontuagdo que pode variar de zero (sem célcio detectavel) a
valores muito elevados (> 1000), indicando maior presenca de calcio e possivelmente maior

risco de eventos cardiovasculares.
O escore de Agatston foi interpretado e classificado da seguinte maneira:

e Utilizando os valores absolutos;

e Empregando os valores ajustados para idade, sexo e etnia de acordo com 0s percentis de
distribuicdo na populacdo geral, com base nos dados populacionais do estudo MESA
(Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) (McClelland et al., 2006).

Além disso, foram utilizados pontos de corte fixos estabelecidos pela SCCT (Society
of Cardiovascular Computed Tomography) para estimar o risco cardiovascular (Golub et al.,
2023):

¢ Escore de Agatston Zero: Muito baixo;
e Escore de Agatston de 1 — 99: Ligeiramente aumentado;
e Escore de Agatston de 100 — 299: Moderadamente aumentado;

e Escore de Agatston > 300: Moderadamente a gravemente aumentado;
5.7 Diagnostico de sindrome metabdlica

A sindrome metabdlica foi definida pela presenca de trés ou mais dos seguintes
fatores, conforme estabelece 0 NCEP-ATP3 (Cholesterol Education Program - Adult

Treatment Panel 3).

A AHA (American Heart Association) considera esses critérios em um de seus

posicionamentos sobre sindrome metabdlica (Grundy et al., 2005):

¢ Glicemia de jejum >100 mg/dL ou tratamento medicamentoso para glicemia alterada;
eHDL-c < 40 mg/dL em homens, < 50 mg/dL em mulheres ou “tratamento
medicamentoso para HDL-c baixo;

e Triglicérides > 150 mg/dL ou “tratamento medicamentoso para triglicerideos elevados;

e Circunferéncia da cintura > 102 cm (homens) ou > 88 cm (mulheres);

e Pressdo arterial > 130/85 mmHg ou tratamento medicamentoso para hipertensao;
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*Niacina e fibratos sdo os medicamentos mais comumente utilizados para HDL-c baixo e triglicérides

elevados, respectivamente.
5.8 Avaliacao antropométrica

Para a avaliagdo antropométrica foram utilizados os pardmetros de indice de massa
corporal (IMC), circunferéncia da cintura (CC) e estimativa da porcentagem de gordura
corporal. As medidas antropométricas seguiram a padronizacdo do Manual de Referéncia

Antropométrica proposto por Lohman, Roche e Martorell (1988).

5.8.1 indice de massa corporal (IMC): indicador do estado nutricional que estabelece a
relacdo entre o peso do individuo com sua estatura ao quadrado (WHO, 1995). Expresso pela

seguinte equacdo:
IMC-= peso/estatura?

O peso (em quilogramas) e a estatura (em metros) foram obtidos usando balanca
antropométrica (Welmy®), com o individuo descalco e vestindo roupas leves, seguindo

metodologia estabelecida (Lohman; Roche; Martorell, 1988).

5.8.2 Circunferéncia cintura (CC): utilizada para identificar casos de obesidade
central/visceral que configura risco para doengas cardiovasculares em homens e mulheres
(WHO, 1998).

A medida da CC foi registrada no ponto médio entre a crista iliaca antero-superior € o
Gltimo arco costal, utilizando fita métrica inelastica (Avanutri®), de acordo com protocolo

previamente definido (Lohman; Roche; Martorell, 1988).

5.8.3 Gordura corporal (%0): a estimativa do percentual de gordura corporal foi obtida por
meio da soma das quatro dobras cutaneas: tricipital, bicipital, supra-iliaca e subescapular
(Durnin; Womersley, 1974).

O valor total ou mais proximo foi verificado na primeira coluna da tabela de Durnin e
Womersley (1974). Com base nesse valor, foi possivel identificar, nas colunas referentes a

idade e ao sexo, a porcentagem de gordura corporal estimada — consulte 0 ANEXO C.
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A classificacdo da porcentagem de gordura seguiu os pontos de corte definidos por
Jackson e Pollock, (1985).

5.9 Determinacéo das apolipoproteinas A-1 e B, e Lp(a)

O ensaio para a determinacédo plasmatica das apos A-1 e B e da Lp(a) foi realizado por
método turbidimetrico por meio de kit disponivel comercialmente Siemens Healthcare

(Erlangen, Alemanha).

5.10 Determinacao do perfil lipidico

Quadro 1. Valores referenciais do perfil lipidico para adultos maiores de 20 anos

Colesterol Total: <200 mg/dL — Desejavel; 200 — 239 mg/dL — Limitrofe; > 240 mg/dL —
Alto

LDL-c: < 100 mg/dL — Otimo; 100 — 129 mg/dL — Desejavel; 130 — 159 mg/dL — Limitrofe;
160 — 189 mg/dL — Alto; > 190 mg/dL — Muito Alto

*HDL-c: > 40 mg/dL - Desejavel

Triglicérides: < 150 mg/dL — Desejével; 150 — 200 mg/dL — Limitrofe; 200 — 499 mg/dL —
Alto; > 500 mg/dL — Muito Alto

N&o HDL-c: < 130 mg/dL — Otimo; 130 — 159 mg/dL — Desejavel; 160 — 189 mg/dL — Alto;
>190 mg/dL — Muito Alto

Fonte: Xavier et al., 2013; "Faludi et al., 2017.

A determinacdo de colesterol total (CT) e de triglicérides foi conduzida em amostras
de soro por meio do método colorimétrico enzimatico utilizando o kit comercial Flex®
reagente Cartridge, com o auxilio do equipamento Dimension RXL, Siemens Healthcare

(Erlangen, Alemanha).

A quantificacdo do HDL-c foi realizada no soro por meio do método colorimétrico
enziméatico homogéneo direto, empregando o kit comercial Flex® reagente Cartridge. A

absorbancia da amostra foi obtida em um comprimento de onda especifico, e os célculos e
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resultados foram gerados automaticamente pelo equipamento Dimension RXL, Siemens
Healthcare (Erlangen, Alemanha).

O LDL-c foi estimado pela férmula de Friedewald (Friedewald; Levy; Fredrickson,
1972), enquanto o ndo HDL-c foi obtido subtraindo o HDL-c do CT, de acordo com as

equac0es a seguir:

LDL-c =CT - [HDL-c + (Triglicérides + 5)]

N&o HDL-c = CT —HDL-c

Em situagdo de hipertrigliceridemia a determinagédo do LDL-c foi obtida de forma
direta por método colorimétrico enziméatico homogéneo. Isso devido a imprecisao da férmula
que diminui de forma gradual quando as concentracdes de triglicérides se situam entre 200 a
400 mg/dL e se tornar praticamente invalida quando alcangam 400 mg/dL (Nauck; Warnick;
Rifai, 2002).

O padrao de referéncia utilizado para o perfil lipidico esta especificado na V Diretriz
Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose (Xavier et al., 2013). No que diz
respeito ao HDL-c, foram consideradas as orientacfes mais recentes da Atualizacdo da
Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengdo da Aterosclerose (Faludi et al., 2017).

5.11 Atividade da paraoxonase 1 (PON1)

A avaliacdo da atividade da enzima antioxidante PON1, associada a HDL, foi
determinada pela adi¢do de 500uL de tampdo Tris-HCL 0,1M pH 8,05 contendo 2mmol/L de
CaClz e 1,dmmol/L de paraoxon (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a 25uL de soro de cada
paciente. Posteriormente, 200 yL da mistura (tampéo + soro) foram adicionados em duplicata

a uma placa de 96 pogos.

Seis leituras foram realizadas com intervalos de 1 minuto cada, utilizando o leitor de
microplacas (Multilabel Reader Victor TMX3, Perkin Elmer, Waltham, EUA), 405nm, 37°C.
Para o calculo da atividade enzimatica, a média das variacBes das absorbancias foi

multiplicada pelo fator de 1163,43 nMol/mL, conforme descrito por Senti et al. (2003).
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5.12 Concentracdo da LCAT e da CETP

A concentracdo da LCAT e da CETP foram determinadas por meio de imunoensaio
(Cloud-Clone Corp, Katy, EUA).

5.13 Didmetro da HDL

Em amostra de plasma fresco, a HDL foi separada das lipoproteinas que contém apo B
por meio da adicdo de polietilenoglicol (PEG) 8000. Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas vigorosamente durante 30 segundos e posteriormente centrifugadas a 5.000
rpm durante 10 minutos. O sobrenadante que continha HDL foi misturado com uma solugédo

salina de 10mmol/L e, posteriormente, filtrado em um filtro com didmetro de poro de 0,22um.

O diametro da HDL foi obtido por espalhamento dinamico de luz (Zetasizer Nano-ZS,
Malvern, Reino Unido), em angulo de 90° e 658 nm, e expresso pelo resultado médio em 10

corridas de 1 minuto cada (Lima; Maranhéo, 2004).

5.14 Lipoprint test

O colesterol em cada subfracdo da HDL foi quantificado utilizando o sistema
Lipoprint (Lipoprint® System; Quantimetrix, Redondo Beach, CA). Para este procedimento,
25 pl do plasma de cada individuo foram adicionados a tubos contendo gel de poliacrilamida
a 3%, juntamente com 300 ul de um gel catalisador contendo corante lipofilico. Apds a
fotopolimerizagdo a temperatura ambiente por 30 minutos, as amostras foram colocadas em
camaras apropriadas, contendo 1000 ml de solucdo tampdo eletrolitico na camara inferior e

200 ml na cdmara superior, sendo submetidas a eletroforese por 1 hora (3 mA/tubo).

Apbs um periodo de repouso de 30 minutos, os géis foram escaneados e analisados
utilizando o software Lipoprint®. A Figura 4 mostra um eletroferograma em gel das

subfracdes de HDL utilizando o Quantimetrix Lipoprint® System.

O Lipoprint® System tem a capacidade de separar as HDL em até dez subfraces, e

agrupa-las em:

e HDL grande: bandas 1 - 3;

e HDL intermediéria: bandas 4 — 7;
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e HDL pequena: bandas 8 — 10;

Os resultados foram expressos em mg/dL e porcentagens, sendo os valores para cada

amostra baseados na concentracdo de HDL-c de cada paciente.

Figura 3. Perfil da HDL apresentando principalmente subfracdes de tamanho grande

1521 ::rﬁzon SAMPLE: 27-Predominantly Large HDL Quantimetrix LIPOPRINT® SYSTEM
' ¥YLDL HDL Subfractions Albumin
+
LDL
1 2 3]la s 6 7|8 «a 10

ﬂ l A\
ares % 14 2512 14 12 14 4 4 1
Large Interme diate Small
ares 8 51 43
chol. [mardl) 32 27

HDL Chol. [mgtdl] 62 x40

Fonte: Tipico eletroferograma em gel das subfracGes de HDL utilizando o Quantimetrix Lipoprint®
System.

5.15 Capacidade antioxidante da HDL

A capacidade antioxidante da HDL foi avaliada pelo teste in vitro por meio da
oxidacdo da LDL induzida por sulfato de cobre na presencga ou auséncia da HDL (Esterbauer
et al., 1989).

Amostras de sangue foram coletadas de voluntarios saudaveis, e 0 soro correspondente
foi isolado por meio de centrifugacdo a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C (Eppendorf
Centrifuge 5810 R, Hamburgo, Alemanha). O pool de soro foi entdo submetido a
ultracentrifugacao utilizando o rotor 90Ti a 56.000 rpm, durante 7 horas, a 4°C (Beckman

OptimaTM XL-100K, Brea, EUA). O soro obtido passou por uma segunda ultracentrifugacéo
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a 56.000 rpm, durante 6 horas, a 4°C, com o propdsito de obter a fragdo desejada, a LDL.
ApoOs essa etapa, a LDL coletada foi dialisada em tampdo TRIS-HCL 20 mM, pH 7,4, ao
longo de 4 horas, com trocas a cada 1 hora, mantendo-se protegida da luz. A HDL de cada
paciente foi separada do plasma por meio de precipitacdo com &cido fosfotingstico a 1,5
mmol/L e MgCI2 a 54 mmol/L.

A determinacdo da concentracdo de proteinas nas amostras de LDL e HDL foi
realizada pelo método de Bradford. Em seguida, 83 pg/mL de LDL foram incubados com 200
png/mL de HDL na presencga de 30 uM de sulfato de cobre. A geracdo de dienos conjugados,
resultante da oxidacao lipidica, foi monitorada pela leitura da absorbancia a 234 nandémetros
em espectrofotémetro, ao longo de 5 horas a 37°C. As leituras foram realizadas em intervalos

de 5 minutos.

Figura 4. Gréafico obtido na andlise da capacidade antioxidante da HDL
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Legenda: Lag time: tempo para o inicio da produgdo de dienos conjugados; Vmax: taxa de velocidade
méaxima de peroxidacdo lipidica; Tmax: tempo para produ¢do méxima de dienos conjugados; DOmax:
pico de producdo maxima de dienos conjugados expresso em DO (densidade Optica); AUC: area sob a
curva.

Fonte: Adaptado de Esterbauer et al. (1989).
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Dessa forma, conforme ilustra a Figura 5, os dados da taxa méxima de peroxidacéao
lipidica (Vmax) foram coletados, determinados a partir do declive da curva de absorbancia
durante a fase de propagacéo, ou seja, A absorbancia/A tempo. Além disso, foram registrados
os dados referentes a producdo maxima de dienos conjugados em densidade optica (DOmax),
0 tempo necessario para atingir a produgdo méxima de dienos conjugados (Tmax) em minutos

e, por fim, a area sob a curva (AUC).

5.16 Transferéncia de lipides de uma nanoparticula lipidica para a HDL

O ensaio in vitro de transferéncia de lipides foi realizado utilizando uma nanoparticula
lipidica artificial preparada segundo a técnica descrita por Maranhdo et al., (1993). Em um
frasco foram pipetados 40mg de fosfatidilcolina, 20mg de oleato de colesterol, 1mg de
trioleina e 0,5mg de colesterol. Os is6topos foram incorporados no experimento da seguinte
forma: tritio (*H) foi adicionado para marcar o CL (*H-colesterol), enquanto o carbono-14
(**C) foi empregado para marcar o CE (**C-colesterol esterificado). Ap6s a adi¢do de 10mL
de tampédo Tris-HCI 0,01M, pH 8,0, a mistura de lipides foi emulsificada por irradiacdo
ultrassonica, utilizando-se equipamento Branson, modelo 450A (Arruda Ultra-Som, Sao
Paulo, Brasil) poténcia 125 watts, durante 3 horas, sob atmosfera de nitrogénio, com

temperatura entre 51 e 55°C.

A solucéo lipidica foi purificada em duas etapas de ultracentrifugagdo (Optima™ XL-
100K Ultracentrifuge, rotor SW-41, Indianapolis, Beckman), com ajuste da densidade com
brometo de potassio (KBr). Apos a segunda centrifugacdo, a nanoparticula lipidica foi
recuperada no topo do tubo por aspiracdo. O excesso de KBr foi removido por diélise, em
tampdo Tris HCI. Finalmente, a nanoparticula foi esterilizada por filtracgdo em membrana

Millipore de 0,22 pum sob fluxo laminar e armazenada a 4°C para uso em até 15 dias.

O ensaio de transferéncia de lipides para HDL foi realizado segundo descrito por Lo
Prete et al., (2009). Uma aliquota de 200puL de plasma dos participantes foi incubada com 50
uL da nanoparticula marcada com os lipides radioativos (*H-colesterol e *C-colesterol
esterificado), a 37°C, sob agitacdo, durante 1 hora. Entdo, foram adicionados 250 pL de
reagente precipitante (0,2% dextran/0,3 mol/L MgCl>) seguida de agitacdo por 30 segundos e
centrifugacdo por 10 minutos a 3.000 rpm. A radioatividade do sobrenadante, juntamente com
a HDL, foi quantificada em um contador beta (Hidex Oy, Turku, Finlandia), representando a

transferéncia do CL e CE da nanoparticula para a HDL.
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5.17 Célculo amostral

O dimensionamento da amostra foi baseado na variabilidade percentual da
transferéncia de CL para HDL, utilizando como referéncia dois estudos realizados
anteriormente no Laboratério de Metabolismo e Lipideos do InCor. O primeiro estudo,
conduzido por Maranhdo et al., (2012), comparou pacientes com DAC precoce (< 50 anos)
com controles saudaveis. O segundo, conduzido por Martinez et al., (2013), comparou

pacientes com hipercolesterolemia familiar heterozigética com individuos normolipidémicos.

Com o intuito de alcancar um poder de teste de 90% e um grau de significancia de p <

0,05, o numero de participantes por grupo foi estabelecido em 22.
Parametros utilizados:

eMédias (transferéncia de CL para HDL): 3,8 € 5,59
eDesvio padrdo (o) — média ponderada: 1,8

ePoder do teste (1 —f): 0,90

eErro alfa (a): 0,05

eNUmero de participantes por grupo: 22
5.18 Analise estatistica

A analise da distribuicdo dos dados foi realizada por meio do teste de Shapiro-Wilk
(Shapiro; Wilk, 1965; Vetter, 2017). Quando os dados exibiram distribuicdo gaussiana, foi
aplicado o teste t de Student. Nos casos em que a distribui¢do nédo foi gaussiana, optou-se pelo
teste de Mann-Whitney. O teste Qui-quadrado foi empregado para avaliar a relacdo entre
varidveis categéricas. Dados paramétricos foram expressos como média + desvio padrdo

(DP), e dados néo parametricos como mediana e intervalo interquartil (IQR).

A fim de identificar os fatores de risco mais fortemente associados a DAC subclinica,
foi conduzida uma analise de dados utilizando o modelo de regressdo logistica para estudo de
caso-controle. Posteriormente, procedeu-se a correlacdo dos dados por meio dos testes de

Spearman e Pearson, de acordo com a distribuicdo dos mesmos.
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Em todas as analises, os parametros foram considerados estatisticamente diferentes
quando p < 0,05. Os dados foram analisados no software estatistico R, versdo 4.3.1, enquanto

as andlises gréaficas foram realizadas no software GraphPad Prism, versdo 5.00.
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6 RESULTADOS

Figura 5. Fluxograma de inclus@o dos pacientes no estudo

997 pacientes com
diagnéstico molecular
prévio de HF

861 pacientes com idade > 20 anos ‘

157 pacientes com exame prévio de Angio-TC de ‘ Andlise dos

coronarias prontuarios
médicos e selecdo
dos pacientes
conforme critérios
de inclusao
considerando o
pareamento dos

53 pacientes recrutados ‘ grupos
CASO: 27 pacientes CONTROLE: 26
HF+DACsc com lesbes pacientes HF sem
ateroscleroticas lesBes ateroscleroticas

Legenda: HF: hipercolesterolemia familiar; HF+DACsc: hipercolesterolemia familiar e DAC subclinica; DAC:
doenca arterial coronéria.

Conforme indica o fluxograma, dos 997 pacientes com diagnéstico molecular prévio
de hipercolesterolemia familiar heterozigdtica registrados na Unidade de Lipides do InCor
(HCFMUSP), 861 apresentavam idade igual ou superior a vinte anos. Nessa amostra, foram
identificados 157 individuos com exame prévio de Angio-TC de coronarias. Ap6s analise
criteriosa dos prontuarios desses prontuarios, 53 pacientes elegiveis foram convidados para
participar do estudo. Destes, 27 exibiam lesGes ateroscleroticas nas artérias coronarias, ao

passo que 0s outros 26 restantes ndo apresentavam tais lesdes (Figura 5).

A Tabela 1 apresenta de forma sistematica os dados demograficos, incluindo idade e
sexo, juntamente com informacdes referentes a histdria clinica desses pacientes, além do

registro do uso de medicamentos.
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Tabela 1. Dados demograficos, historia clinica e uso de medicamentos de pacientes com

hipercolesterolemia familiar (HF) heterozigética

o HF+DACsc HF
Variaveis p

(n=27) (n=26)
Sexo, M/F, n (%) 7/20 (26/74) 7119 (27/73) 0,999
Idade (anos) 51,148,3 47,318,2 0,105
Tempo de diagndstico molecular (anos) 4,7£2,7 4,8+2,1 0,790
Rastreamento genético 0,745

Caso indice, n (%) 7 (26) 5 (19)

Caso familiar, n (%) 20 (74) 21 (81)
Variantes 0,491

LDLR, n (%) 27 (100) 25 (96)

APOB, n (%) 0 1(4)

&Sinais patognomonicos da HF, n (%) 0,014

Xantomas tendinosos 14 (52) 5(19)

Arco corneano 1(4) 4 (15)

Xantomas tendinosos e arco corneano 5(19) 3(12)
Sindrome metabdlica 14 (52) 7 (27) 0,093
Diabetes, n (%) 2 (7) 0 0,491
Glicemia de jejum (mg/dL) 97 (95:107) 95 (93:100) 0,170
HbA1c (%) 5,6 (5,4:5,8) 5,4 (5,2:5,7) 0,180
HAS, n (%) 11 (41) 7 (27) 0,387
PAS (mmHg) 130 (120:141) 120 (110:127,5) 0,017
PAD (mmHg) 80 (70:90) 80 (72,5:80) 0,370
Tratamento hipolipemiante prévio, n (%) 12 (44) 15 (58) 0,414
Uso de Pestatina de alta poténcia, n (%) 27 (100) 26 (100) 0,999
‘Estatina associada com ezetimibe 17 (63) 11 (42) 0,173
dHistoria familiar de DAC precoce, n (%) 19 (70) 10 (38) 0,028
Uso de ®antibiabético oral, n (%) 4 (15) 3(12) 0,999
Uso de fanti-hipertensivos orais, n (%) 11 (41) 7 (27) 0,387
Ex-tabagista, n (%) 7 (26) 4 (15) 0,501
PCR-us (mg/L) 0,68 (0,51:2,88) 1,06 (0,36:2,46) 0,999

Dados expressos em média + desvio padrdo (DP), nimero absoluto (porcentagem) ou mediana (IQR). M:
masculino; F: feminino; LDLR: gene do receptor de LDL; APOB: gene da apo B; HF: hipercolesterolemia
familiar; HbAlc: hemoglobina glicada; HAS: hipertensdo arterial sistémica; PAS: pressdo arterial sistémica;
PAD: pressdo arterial diastdlica; PCR-us: proteina C reativa ultrassensivel. 2Sinais clinicos caracteristicos da
hipercolesterolemia familiar; PAtorvastatina ou rosuvastatina; °Dose méaxima de estatina de alta poténcia;
YRefere-se a familiar de primeiro grau; *biguanidas (metformina) e sulfoniluréias (gliclazida); finibidores da
IECA (enalapril, losartana), bloqueador dos canais de célcio (amlodipina), betabloqueador (atenolol) e diuréticos

(hidroclorotiazida, clortalidona).

O tempo médio relativo de diagnéstico molecular de hipercolesterolemia familiar ndo

foi diferente entre casos e controles. Quanto ao rastreamento genético, houve predominancia

de "caso familiar" na amostra geral. No grupo HF+DACsc, todos os pacientes exibiram
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variantes no gene LDLR; de maneira semelhante, no grupo HF, 96% apresentaram cdpias de

variantes consideradas "patogénicas™ ou "provavelmente patogénicas" nesse gene.

Os xantomas tendinosos foram observados em 52% dos pacientes no grupo
HF+DACsc e em 19% no grupo HF. No geral, a presenga de sinais patognomonicos da
hipercolesterolemia familiar mais prevalente no grupo HF+DACsc (p=0,014).

N&o foram identificadas diferencas entre casos e controles nos dados relacionados a
avaliacdo do metabolismo de carboidratos, incluindo diabetes, glicemia de jejum e
hemoglobina glicada (HbA1c) e sindrome metabodlica. Além disso, o uso de antidiabéticos

orais também foi semelhante entre eles.

Apesar da igualdade na ocorréncia de hipertensdo arterial sisttmica (HAS) e no uso de
anti-hipertensivos orais, o grupo HF+DACsc apresentou pressdo arterial sistélica (PAS) mais
elevada em comparagdo com o grupo HF (p=0,017). Com relacdo a pressao arterial diastolica

(PAD) n&o houve diferenga entre casos e controles.

Tanto os pacientes do grupo HF+DACsc quanto os do grupo HF apresentaram tempo
semelhante de exposicdo prévia a terapias hipolipemiantes. Durante a etapa de recrutamento,
todos os participantes do estudo recebiam tratamento com estatinas de alta poténcia como
parte da estratégia terapéutica para controle do LDL-c. Uma parcela significativa desses
individuos, recebiam dose méxima de estatina de alta poténcia juntamente com ezetimibe,
totalizando 63% no grupo HF+DACsc e 42% no grupo HF, entretanto sem diferenca entre os

grupos.

No grupo HF+DACsc, foi observada prevaléncia (70%) de histdria familiar de DAC

precoce em parentes de primeiro grau em comparagdo com o grupo HF (p=0,028).

Neste estudo, ndo foi identificada diferenca na PCR-us entre os grupos HF+DACsc e
HF, assim como ndo foram encontradas diferencas em relacdo a historia pregressa de

tabagismo.

A Tabela 2 exibe dados de grau da calcificacdo das artérias corondrias dos pacientes.
O grupo HF+DACsc apresentou diferencas em relacdo ao grupo HF (p=0,001) em variaveis
como escore de Agatston, valores absolutos de Agatston e valores de percentil ajustados por

idade, sexo e etnia. No entanto, em média, a “idade” do exame de Angio-TC de coronérias foi
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semelhante entre os pacientes do grupo HF+DACsc e HF (p=0,663). Esses parametros

especificos foram fundamentais para a concepgao do estudo.

Tabela 2. Grau de calcificacdo coronéaria de pacientes com hipercolesterolemia familiar (HF)

heterozigotica

o HF+DACsc HF
Variaveis p
(n=27) (n=26)
Exame prévio de Angio-TC (anos) 2,821 2,9+1,8 0,663
Escore de Agatston 24 (7:61) 0 <0,001
Valores absolutos (Score de Agatston) <0,001
0 43 (11) 26 (100)
1-99 20 (74) 0
100 — 299 4 (15) 0
> 300 0 0
b\/alores ajustados para idade, sexo e etnia <0,001
< P75, n (%) 8 (30) 0
> P75, n (%) 17 (63) 0
Grau de Obstrucdo das coronarias 0,111
> 50% 4 (15) 0

Dados expressos em média + desvio padrdo (DP), nimero absoluto (porcentagem) ou mediana (IQR). Angio-
TC: angiotomografia de corondrias; *Célcio zero, porém com presenca de placas ndo calcificadas; PPercentil
baseado no estudo MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) - McClelland et al. (2006).

A Tabela 3 descreve o perfil lipidico basal e sob terapia dos pacientes, incluindo a
concentracdo de Lp(a). Conforme esperado, durante a suspensdo de medicamentos
hipolipemiantes, tanto o grupo HF+DACsc quanto grupo HF apresentou aumento no CT,
LDL-c, ndo HDL-c e apo B. No entanto, ndo foram observadas diferencgas entre os grupos.

Sob terapia hipolipemiante, os grupos HF+DACsc e HF mostraram reducdo

semelhante no CT, LDL-c, ndo HDL-c e apo B.

O HDL-c e apo A-l néo diferiu entre casos e controles no perfil basal. Da mesma
forma, sob terapia, o HDL-c permaneceu igual entre os grupos HF+DACsc e HF. A relacédo
apo B/apo A-I se apresentou elevada durante a suspensao da terapia hipolipemiante em ambos

grupos, porém sem diferencas entre casos e controles.

No perfil lipidico basal, os triglicérides ndo foram diferentes entre os grupos, embora
as medianas se apresentassem distintas. Sob terapia hipolipemiante, os triglicérides
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mostraram-se semelhantes entre os grupos de estudo. No que diz respeito a Lp(a), sob terapia,
os valores medianos ndo diferiram entre os grupos HF+DACsc e HF.

Tabela 3. Perfil lipidico basal e sob terapia hipolipemiante, e Lp(a) de pacientes com

hipercolesterolemia familiar (HF) heterozigética

o HF+DACsc HF
Variaveis p
(n=27) (n=26)

aColesterol (mg/dL) pasal

Total 366169 333170 0,097

LDL 280+67 257164 0,223

HDL 49+13 48+10 0,847

Néo-HDL 31769 285+71 0,110
aTriglicérides (mg/dL) basal 176 (109:228) 103 (86:169) 0,059
8Apo (9/L) basal

A-l 1,4+0,2 1,5+0,3 0,463

B 1,9+0,4 1,8+0,4 0,236
®Relacdo Apo B/Apo A-l pasal 1,4+0,4 1,3+0,4 0,182
bColesterol (mg/dL)

Total 216148 220+65 0,802

LDL 141445 160+62 0,203

HDL 53+14 49+10 0,266

Nao-HDL 171456 178+68 0,660
bTriglicérides (mg/dL) 95 (69:145) 72 (57:114) 0,103
b_p(a) (mg/dL) 25,2 (7,8:72,8) 28,1 (16,7:47,2) 0,991

Dados expressos em média + desvio padrdo (DP) ou mediana (IQR). LDL.: lipoproteina de baixa densidade;
HDL.: lipoproteina de alta densidade; Apo: apolipoproteina; Lp(a): lipoproteina(a); 2Sob suspensdo de terapia
hipolipemiante por 30 dias; ®°Dado prévio, coletado do prontuario do paciente;

Na Tabela 4 estdo expostos os dados relacionados a avaliacdo do estado nutricional
dos pacientes. Os grupos ndo mostraram diferencas quanto ao IMC, circunferéncia da cintura
(CC) e porcentagem de gordura corporal. Considerando os critérios de classificacdo adotados

para esses parametros, 0s grupos HF+DACsc e HF também apresentaram-se semelhantes.

O didmetro e perfil de subfracGes da HDL estdo expostos na Tabela 5. Destaca-se que
que ndo foram encontradas diferencas entre casos e controles em relacdo ao didmetro ou as
diferentes subfragdes da HDL, que incluem particulas grandes, intermediarias e pequenas ao

comparar os grupos HF+DACsc e HF.
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Tabela 4. Avaliacdo do estado nutricional de pacientes com hipercolesterolemia familiar (HF)

heterozigotica

o HF+DACsc HF
Variaveis p
(n=27) (n=26)
IMC (Kg/m?) 28,545,2 26,845,7 0,272
Classificacdo do IMC 0,720
Baixo peso 0 1(4)
Eutrofia 8 (30) 11 (42)
Sobrepeso 8 (30) 7(27)
Obesidade Grau | 7 (26) 4 (15)
Obesidade Grau Il 4 (14) 3(12)
Obesidade Grau Il 0 0
CC (cm) 0,312
Homens 92,1+6,4 88,4+4,1
Mulheres 87,5+2,6 83,9+3,0
bClassificaco da CC 0,287
Baixo risco 11 (41) 11 (42)
Risco aumentado 5 (18) 9 (35)
Risco muito aumentado 11 (41) 6 (23)
Gordura corporal (%) 0,703
Homens 20,2124 20,6+2,4
Mulheres 28,3+1,1 29,3+1,5
Classificacdo da gordura corporal (%) 0,971
Magro 2(7) 1(4)
Bom 5 (19) 4 (15)
Dentro da média 12 (44) 11 (42)
Regular 3(11) 3(12)
Alto percentual de gordura 5 (19) 7 (27)

Dados expressos em média + desvio padrdo (DP) ou nimero absoluto (porcentagem). IMC: indice de massa
corporal; CC: circunferéncia cintura; *WHO (1995); "WHO (1998); “Jackson e Pollock, (1985).

A Tabela 6 apresenta as caracteristicas funcionais e metabdlicas da HDL. A

concentracdo de CETP no plasma foi maior no grupo HF+DACsc em compara¢do com o

grupo HF (p=0,008); no entanto, a concentracdo de LCAT permaneceu igual entre 0s grupos

de estudo. Em relacdo a taxa de transferéncia de CL e CE para a HDL, ndo houve diferenca

entre cacos e controles.
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Tabela 5. Diametro e subfragdes da HDL de pacientes com hipercolesterolemia familiar (HF)
heterozigotica

o HF+DACsc HF
Variaveis p
(n=27) (n=26)
Diametro da HDL (nm) 8,86 (8,52:9,82) 8,78 (8,32:10,42) 0,676
Subfragdes da HDL
HDL grande (mg/dL) 11+7 13+7 0,521
HDL intermediéria (mg/dL) 23+8 22+5 0,425
HDL pequena (mg/dL) 14+4 14+6 0,245
HDL grande (%) 22+10 25+11 0,225
HDL intermediaria (%) 47+7 4616 0,480
HDL pequena (%) 3010 28+10 0,230

Dados expressos em média + desvio padrdo (DP) ou mediana (IQR). HDL.: lipoproteina de alta densidade.

Tabela 6. Caracteristicas funcionais e metabdlicas da HDL de pacientes com
hipercolesterolemia familiar (HF) heterozigética

o HF+DACsc HF
Variaveis Y
(n=27) (n=26)

CETP (ng/mL) 0,300 (0,268:0,618) 0,242 (0,198:0,295) 0,008
LCAT (ng/mL) 1,81+0,09 1,81+0,10 0,906
Transferéncia de colesterol para HDL (%)

CL 5,14+0,67 4,91+0,82 0,126

CE 2,92+0,61 2,74+0,76 0,367

Dados expressos em média + desvio padrdo (DP) ou mediana (IQR). CETP: proteina de transferéncia de
colesterol esterificado; LCAT: lecitina-colesterol aciltransferase; HDL.: lipoproteina de alta densidade; CL:
colesterol livre; CE: colesterol esterificado.

A Tabela 7 apresenta os parametros relativos a capacidade antioxidante da HDL e a
atividade da PON1. Nao foram identificadas diferencas em nenhum dos parametros
mensurados relacionados a capacidade antioxidante da HDL, como Lag time, Vmax, Tmax,
ODmax e AUC, entre o grupo HF+DACSsc e o grupo HF. De maneira semelhante, a atividade

da PONL1 nao foi diferente entre casos e controles.

A Figura 6 ilustra 0 modelo grafico de regresséo logistica de varidveis potencialmente
relacionadas a DAC subclinica. Na andalise univariada, que abrangeu a histéria clinica dos
pacientes, o perfil metabdlico, o perfil lipidico, bem como os aspectos funcionais e
metabdlicos da HDL, foram identificadas trés associacdes relevantes. Para obter as OR de

todas as variaveis testadas, consulte o ANEXO D.
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Tabela 7. Capacidade antioxidante da HDL e atividade da paraoxonase 1 (PON1) de

pacientes com hipercolesterolemia familiar (HF) heterozigotica

o HF+DACsc HF
Variaveis p
(n=27) (n=26)
Capacidade antioxidante da HDL
Lag time (min) 53,4 (50,7: 59,0) 53,0 (51,5: 54,6) 0,901
Vmax (mili/unid/min) 2,7(2,3:3,2) 2,8(2,4:3,1) 0,688
Tmax (min) 117,5 (113,8:130,0) 118,8 (112,5:126,9) 0,447
DOmax 0,57 (0,53:0,60) 0,58 (0,54:0,60) 0,735
AUC 110,0 (102,2:117,0) 113,3 (104,4:115,8) 0,757
Atividade da PON1 (U/L) 52,1 (38,2:89,1) 93,6 (35,4:128,1) 0,199

Dados expressos em mediana (IQR). HDL.: lipoproteina de alta densidade; Lag time: tempo para o inicio da
producdo de dienos conjugados; Vmax: taxa de velocidade maxima de peroxidagéo lipidica; Tmax: tempo para
producdo maxima de dienos conjugados; DOmax: pico de produgdo maxima de dienos conjugados expresso em
DO (densidade 6ptica); AUC: area sob a curva; PON1: paraoxonase 1.

A presenca de DAC precoce na familia mostrou associacdo com uma Odds Ratio (OR)
de 3,80 (IC 95% 1,21 — 11,90; p=0,022), evidenciando diferenca estatistica e indicando que
essa relacdo ndo é meramente resultado do acaso. Tal associacdo sugere aumento na

probabilidade de desenvolvimento da condicéo.

Os sinais patognomonicos relacionados a hipercolesterolemia familiar apresentaram
OR de 3,33 (IC 95% 1,05 — 10,60; p=0,041), indicando que a presenca desses sinais esta

associada a um aumento significativo na probabilidade de ocorréncia de DAC subclinica.

A medida da pressdo arterial (PA) exibiu associacdo com a DAC subclinica [OR 1,05
(IC 95% 1,01 — 1,09; p=0,021)], sugerindo que um aumento na PAS esté correlacionada a

maior probabilidade de ocorréncia da condi¢do em analise.

58



Figura 6. Gréfico de associacdo univariada relacionada a doenca arterial coronaria (DAC) subclinica em pacientes com hipercolesterolemia

familiar (HF) heterozigética

OR IC 95% P
Rastreamento genético —_—_ — 0}68 0’19 — 2’50 0’562
DAC precoce na familia I 1 (3,80 | 1,21 —-11,90 | 0,022
Sinais patognoménicos da HF 3,33 | 1,05-10,60 | 0,041
HAS 1,87 | 0,59-5,94 | 0,291
PAS (mmHg) 1,05 | 1,01-1,09 | 0,021
PAD (mmHg) 1,02 | 0,97-1,08 | 0,366
Diabetes mellitus 2 { 0,60)| 005-7,63 0,694
Glicemia (mg/dL) 1,01 | 0,99-1,03 | 0,511
HbA1c (%) — . 1,22 | 0,70—2,14 | 0,484
Sindrome metabdlica k ! 2,92 0,93 - 9,23 0,067
PCR-us (mg/L) Loy 1,11 | 0,85-1,46 | 0,435
T (mg/dl) 1,01 | 1,00-1,02 | 0,103
LDL-c (mg/dL) 1,01 | 1,00-1,01 | 0,222
1,01 | 1,00—-1,02 | 0,115
Ndo-HDL-c (me/dL) 1,00 | 0,96—1,05 | 0,844
HDL-c (mg/dL) 0,46 | 0,06—3,54 | 0,459
Triglicérides (mg/dL) 2,38 | 0,57-9,95 | 0,233
Lp(a) (me/dL) 1,00 | 1,00—1,01 | 0,153
Apo A (g/l) 1,01 | 0,99—-1,03 | 0,435
ApoB (g/L) 1,55 | 0,72-3,31 | 0,260
Transferéncia de CL (%) 1,46 0,65 — 3,28 0,361
Transferéncia de CE (%) 0,99 0,98 — 1,00 0,073
Didmetro HDL (nm) 1,06 | 0,27—-4,16 | 0,993
HDL grande (mg/dL) A 0,97 | 0950-1,05 | 0,513
HDL intermediéria (mg/dL) ! 1,04 | 0,95-1,13 | 0,420
HDL pequena (mg/dL) K 1,03 | 0,92-1,15 0,644

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00

Legenda: DAC (doenca arterial coronéria); HF: hipercolesterolemia familiar; HAS: hipertensdo arterial sistémica; PAS: pressdo arterial sistélica; PAD: pressdo arterial
diastélica; HbAlc: hemoglobina glicada; PCR-us: PCR ultrassensivel; CT: colesterol total; LDL-c: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; HDL-c: colesterol da
lipoproteina de alta densidade; Apo: apolipoproteina; Lp(a): lipoproteina(a); CL: colesterol livre; CE: colesterol esterificado; PONL1: paraoxonase 1; OR: Odds Ratio; IC:
intervalo de confianga. Analise univariada com base no modelo de regressdo logistica para estudo caso-controle. As OR das demais variaveis estdio no ANEXO D.
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Na Tabela 8, ap6s a analise multivariada, apenas a presenca de DAC precoce na
familia [OR 3,97 (IC 95% 1,06 — 14,80; p=0,040)] e sinais patognomdnicos [OR 3,65 (IC
95% 1,06 — 12,60; p=0,040)], relacionados a hipercolesterolemia familiar, mantiveram-se
associados a DAC subclinica, como mostra 0 modelo 4. Essas duas variaveis surgem como
fatores independentes e relevantes relacionados & ocorréncia de DAC subclinica em pacientes
com hipercolesterolemia familiar heterozigética.

Tabela 8. Associacbes multivariadas relacionadas a doenca arterial coronaria (DAC)

subclinica em pacientes com hipercolesterolemia familiar (HF) heterozigotica

Modelos OR IC 95% p
Modelo 1
DAC precoce na familia 3,69 1,06 — 12,90 0,041
HAS 1,08 0,29 -4,01 0,908
Modelo 2
Sinais patognomonicos da HF 34 1,06 — 11,00 0,040
HAS 1,95 0,58 - 6,55 0,281
Modelo 3
DAC precoce na familia 4,12 1,23-12,80 0,022
Sinais patognoménicos da HF 3,65 1,06 — 12,60 0,040
Modelo 4
DAC precoce na familia 3,97 1,06 — 14,80 0,040
Sinais patognomonicos da HF 3,65 1,06 — 12,60 0,040
HAS 1,10 0,28 — 4,32 0,890

Legenda: DAC: doenca arterial coronéria; HF: hipercolesterolemia familiar; HAS: hipertensdo arterial sistémica;
OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianca. Analise multivariada com base no modelo de regresséo logistica
para estudo caso-controle

Na Tabela 9, sdo apresentados os dados de correlacdo relacionados ao escore de
Agatston do grupo HF+DACsc, assim como ao perfil lipidico, parametros funcionais e

metabolicos da HDL e antropometria de todos os participantes do estudo.

O escore de Agatston se correlacionou positivamente com os triglicérides (r = 0,5543;
p <0,01), IMC (r = 0,3747; p < 0,05) e CC (r = 0,3393; p < 0,05) e negativamente com 0
HDL-c (r =- 0,6088; p < 0,001), apo A-I (r = - 0,3812; p < 0,05), e as subfracbes grande (r = -
0,7030; p <0,001) e intermediaria da HDL (r = - 0,3928; p < 0,05).
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Os triglicérides exibiram correlagdo positiva com o CT (r = 0,3658; p < 0,01), N&o
HDL-c (r = 0,4694; p <0,001), apo B (r = 0,5302; p = 0,001), subfracdo pequena da HDL (r =
0,4073; p < 0,01), transferéncia de CL (r = 0,4407; p < 0,01) e CE para a HDL (r = 0,5654; p
<0,01), CETP (r = 0,2975; p < 0,05), IMC (r = 0,5498, p < 0,001), CC (r = 0,5018; p < 0,001)
e PAS (r = 0,2966; p < 0,05). Além disso, apresentaram correla¢do negativa com o HDL-c (r
=-0,4862; p < 0,001), e as subfracbes grande (r = -0,6969; p < 0,001) e intermediaria da HDL
(r=-0,3621; p < 0,01).

O HDL-c apresentou correlagdo positiva com a apo A-1 (r = 0,8023; p < 0,001),
subfracbes grande (r = 0,7120; p < 0,001) e intermediaria da HDL (r = 0,8401; p < 0,001), e
transferéncia de CL para a HDL (r = 0,3023; p < 0,05). Ao mesmo tempo, mostrou correlagéo
negativa com os triglicérides (r = -0,4862; p < 0,001), Lp(a) (r = - 0,3766; p < 0,05), IMC (r =
- 0,4584; p < 0,001), CC (r = -0,4377; p < 0,01); PAS (r = - 0,3407; p < 0,05) e PAD (r = -
0,2724; p < 0,05).

A apo A-l apresentou correlacdo positiva com o HDL-c (r = 0,8023; p < 0,001),
subfracdes grande (r = 0,3736; p < 0,01), intermediaria (r = 0,8396; p < 0,001) e pequena da
HDL (r = 0,3049; p < 0,05), transferéncia de CL (r = 0,6366; p < 0,001), e CE para a HDL (r
= 0,3811; p < 0,01), bem como PCR-us (r = 0,2887; p < 0,05), e correlagdo negativa com
Lp(a) (r =-0,4392; p <0,01).

A subfragdo grande da HDL apresentou correlacdo positiva com o HDL-c (r = 0,7120;
p <0,001), apo A-I (r = 0,3736; p < 0,01) e a subfracdo intermediaria da HDL (r = 0,4468; p
< 0,001), e correlacdo negativa com o0 Ndo HDL-c (r = - 0,2852; p < 0,05), triglicérides (r = -
0,6969; p <0,001), apo B (r = - 0,3594; p <0,01), subfracdo pequena da HDL (r = - 0,3937; p
<0,01), IMC (r=-0,4223; p<0,01) e CC (r=-0,3968; p < 0,01).

A subfragdo intermediaria da HDL apresentou correlagdo positiva com o HDL-c (r =
0,8401; p < 0,001), apo A-1 (r = 0,8396; p < 0,001) e a subfracéo grande da HDL (r = 0,4468;
p < 0,001), bem como com a transferéncia de CL para a HDL (r = 0,4108; p < 0,01).
Negativamente, se correlacionou com os triglicérides (r = -0,3621; p < 0,01), Lp(a) (r = -
0,3944; p < 0,01), IMC (r =-0,3049; p < 0,05) e CC (r = - 0,3714; p < 0,01).

A subfracdo pequena da HDL apresentou correlacdo positiva com os triglicérides (r =
0,4073; p < 0,01), apo A-I (r = 0,3049; p < 0,05), transferéncia de CL (r = 0,4992; p < 0,001),
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e CE para a HDL (r = 0,4357; p < 0,01), e LCAT (r = 0,3562; p < 0,01). Houve correlagéo
negativa com a subfracdo grande da HDL (r = - 0,3937; p < 0,01).

A transferéncia de CL para a HDL se correlacionou positivamente com o CT (r =
0,3205; p < 0,05), HDL-c (r = 0,3023; p < 0,05), triglicérides (r = 0,4407; p < 0,001), apo A-I
(r=0,6366; p <0,001), subfragdes intermediaria (r = 0,4108; p < 0,01), e pequena da HDL (r
= 0,4992; p < 0,001), transferéncia de CE para a HDL (r = 0,8120; p < 0,001) e IMC (r =
0,2753; p < 0,05).

A transferéncia de CE para a HDL apresentou correlagdo positiva com o CT (r =
0,6451; p < 0,001), LDL-c (r = 0,4845; p < 0,001), Ndo HDL-c (r = 0,6227; p < 0,001),
triglicérides (r = 0,5654; p < 0,001), apo A-I (r = 0,3811; p < 0,01), apo B (r = 0,6250; p <
0,001), subfracdo pequena da HDL (r = 0,4357; p < 0,001) e transferéncia de CL para a HDL
(r=0,8120; p < 0,001).

A atividade da PONL1 se correlacionou positivamente com a LCAT (r = 0,2805; p <
0,05) e negativamente com a CETP (r = - 3929; p <0,01) e CC (r =- 0,2697; p < 0,05).

A LCAT mostrou correlacdo positiva com a subfracdo pequena da HDL (r = 0,3562; p
< 0,01) e PON1 (r = 0,2805; p < 0,05). No entanto, apresentou correlacdo negativa com a CC
(r=-0,2837; p <0,05).

A CETP se correlacionou positivamente com os triglicérides (r = 0,2975; p < 0,05) e
CC (r=0,3549; p <0,01), e negativamente com a PON1 (r = - 0,3929; p < 0,01).

O IMC apresentou correlacdo positiva com os triglicérides (r = 0,5498; p < 0,001),
transferéncia de CL para a HDL (r = 0,2753; p < 0,05), CC (r = 0,8626; p < 0,001), PCR-us (r
= 0,4490; p < 0,01), PAS (r = 0,5222; p < 0,001) e PAD (r = 0,4035; p < 0,01).
Negativamente se correlacionou com o HDL-c (r = - 0,4584; p < 0,001) e as subfracdes
grande (r = - 0,4223; p < 0,01) e intermediaria da HDL (r = - 0,3049; p < 0,05).

A CC se correlacionou positivamente com os triglicérides (r = 0,5018; p < 0,001),
CETP (r = 0,3549; p < 0,01), IMC (r = 0,8626; p < 0,001), PCR-us (r = 0,3237; p < 0,05),
PAS (r = 0,3921; p < 0,01) e PAD (r = 0,2901; p < 0,05). Contudo, se correlacionou
negativamente o HDL-c (r = - 0,4377; p < 0,01) e as subfracdes grande (r = - 0,3968; p <
0,01) e intermediaria da HDL (r = - 0,3714; p < 0,05).
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A porcentagem de gordura corporal apresentou correla¢do positiva com os triglicérides
(r = 0,3905; p < 0,01), transferéncia de CE para a HDL (r = 0,3030; p < 0,01), IMC (r =
0,7878; p < 0,001), CC (r = 0,5707; p < 0,001), PCR-us (r = 0,4315; p < 0,01), PAS (r =
0,4324; p < 0,01) e PAD (r = 0,3688; p < 0,001).
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Tabela 9. CorrelacGes entre escore de Agatston, perfil lipidico, pardmetros funcionais e metabdlicos da HDL, e antropometria de pacientes com

hipercolesterolemia familiar (HF) heterozigética

Variaveis 'fg;’tg‘i:: TG | HDL-c | ApoA-l | HDLs | HDL, | HDLe | CL CE PON1 | LCAT | CETP | IMC cc Soi:)‘f)“r';?
CT (mg/dL) 0,0260 b0, 3658 | 0,0612 0,0118 -0,1779 | 0,0108 0,2450 30,3205 | ©0,6451 | -0,1673 0,2353 0,0156 0,0575 -0,0656 | 0,1701
LDL-c (mg/dL) 0,0529 0,1750 0,0232 -0,0854 -0,1322 | -0,0040 | 0,1350 0,1374 ©0,4845 | -0,1912 0,2068 0,0619 | -0,0124 | -0,1285 | 0,1071
N&o HDL-c (mg/dL) | 0,1852 ©0,4694 | -0,0895 | -0,1682 20,2852 | -0,1185 | 0,2174 0,2396 ©0,6227 | -0,2040 0,1945 0,0458 0,1236 -0,0027 | 0,2061
HDL-c (mg/dL) ¢-0,6088 | c-0,4862 | — ©0,8023 ©0,7120 | ©0,8401 | 0,1548 30,3023 | 0,1791 0,2315 0,2510 -0,2266 | ©-0,4584 | P-0,4377 | -0,2590
TG (g/L) b 5543 - ©-0,4862 | -0,1457 ¢-0,6969 | P-0,3621 | P0,4073 | ©0,4407 | ©0,5654 | -0,2650 -0,1358 | 20,2975 | ©0,5498 | ©0,5018 | P0,3905
Apo A-l (9/) 20,3812 -0,1457 | ©0,8023 | - b0,3736 | ©0,8396 | 20,3049 | ©0,6366 | P0,3811 | 0,2518 0,1928 -0,1449 | -0,2027 | -0,1752 | -0,1039
Apo B (g/L) 0,3393 ©0,5302 | -0,2037 | -0,2214 ©.0,3594 | -0,2641 | 0,2529 0,2538 ©0,6250 | -0,2202 -0,0280 | 0,0027 0,1610 0,0810 0,2142
Lp(a) (mg/dL) 0,1007 0,0995 20,3766 | P-0,4392 | -0,2290 | P-0,3944 | -0,0954 | -0,1971 | -0,0246 | -0,0267 -0,1515 | -0,1111 | 0,1739 0,0943 0,1562
HDL (mg/dL) ¢-0,7030 c-0,6969 | °0,7120 | °0,3736 - ©0,4468 | -0,3937 | -0,1228 | -0,1909 | 0,2606 0,0799 -0,1780 | P-0,4223 | P-0,3968 | -0,2107
HDL : (mg/dL) 2.0,3928 | P-0,3621 | ©0,8401 | ©0,8396 ©0,4468 | - 0,0880 04108 | 0,1506 0,1982 0,1797 20,2525 | 20,3049 | ©-0,3714 | -0,2004
HDLp (mg/dL) 0,183 b0 4073 | 0,1548 30,3049 b.0,3937 | 0,0880 - €0,4992 | ©0,4357 | -0,0741 b0,3562 | 0,0895 0,0407 0,1344 -0,0131
CL (%) -0,0475 b0,4407 | 20,3023 | ©0,6366 -0,1228 | 90,4108 | ©0,4992 | - ©0,8120 | -0,0643 0,1356 0.1275 40,2753 | 0,2402 0,2416
CE (%) 0,2115 b0,5654 | 0,1791 b0,3811 -0,1909 | 0,1506 b0,4357 | ©0,8120 | - -0,1493 0,1345 0.1666 0,2238 0,1654 30,3030
PONL1 (U/L) -0,2005 -0,2650 | 0,2315 0,2518 0,2606 0,1982 00741 | -0,0643 | -0,1493 | - 20,2805 | -0,3929 | -0,2508 | 2-0,2697 | -0,0950
LCAT (ug/mL) -0,1840 -0,1358 | 0,2510 0,1928 0,0799 0,1797 b0,3562 | 0,1356 0,1345 30,2805 - 0,0509 -0,2187 | 20,2837 | -0,1174
CETP (pg/mL) 0,2231 40,2975 | -0,2266 | -0,1449 -0,1780 | -0,2525 | 0,0895 0,1275 0,1666 b.0,3929 | 0,0509 - 0,2553 50,3549 | 0,1121
IMC (Kg/m?) 30,3747 °0,5498 | ©-0,4584 | -0,2027 b.0,4223 | 2-0,3049 | 0,0407 40,2753 | 0,2238 -0,2508 -0.2187 | 0,2553 - ©0,8626 | ©0,7878
CC (cm) 20,3393 0,5018 | P-0,4377 | -0,1752 b-0,3968 | P-0,3714 | 0,1344 0,2402 0,1654 20,2697 a.0,2837 | *0,3549 | °0,8626 | - €0,5707
PCR-us (mg/L) -0,0239 0,1896 0,0818 40,2887 -0,0832 | 0,2079 0,1188 0,1379 0,1408 -0,0603 0,1107 0,1038 b0,4490 | 20,3237 | 0,4315
PAS (mmHg) 0,3543 20,2966 | 2-0,3407 | -0,2572 -0,2600 | -0,1759 | 0,0638 -0,0436 | 0,1080 -0,0703 0,0632 0,2790 €0,5222 | 20,3921 | 0,4324
PAD (mmHg) 0,3133 0,1412 40,2724 | -0,2627 -0,1545 | -0,1653 | -0,0131 | -0,2077 | -0,0276 | 0,0043 0,0932 0,1417 b0,4035 | 20,2901 | ©0,3688

Legenda: CT: cholesterol total; LDL-c: colesterol de

em azul, enquanto correlagdes positivas estdo destacadas em laranja.

lipoproteina de baixa densidade; HDL-c:

colesterol de lipoproteina de alta densidade, TG: triglicérides; Apo:
apolipoproteina; HDL ¢: HDL grande; HDL : HDL intermediéria; HDL »: HDL pequena; Lp(a): lipoproteina(a); CL: colesterol livre; CE: colesterol esterificado; PON1:
paraoxonase 1; LCAT: lecitina-colesterol aciltransferase; CETP: proteina de transferéncia de cholesterol esterificado; IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da
cintura; PCR-us: PCR ultrassensivel; PAS: presséo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastélica. 2p < 0,05; °p < 0,01; °p < 0,001. CorrelagGes negativas estdo realcadas
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6 DISCUSSAO

Neste estudo de caso-controle, realizado com 53 pacientes diagnosticados
geneticamente com hipercolesterolemia familiar heterozigdética, exploramos a relagdo da DAC
subclinica com o metabolismo e a funcionalidade da HDL. Taxas de transferéncia menores de
colesterol para HDL ou acdo antioxidante reduzida, ndo caracterizaram o grupo HF+DACsc.
A despeito da similaridade entre os grupos para a maioria dos parametros relacionados ao
metabolismo e funcionalidade da HDL, a concentracdo da CETP foi maior no grupo
HF+CADsc. Este achado pode oferecer insights valiosos sobre a relacdo entre a CETP e a
presenca de DAC subclinica no grupo de pacientes HF+CADsc.

A CETP atua nas trocas lipidicas, transferindo CE e triglicérides entre lipoproteinas
que contém apo B-100 e a HDL (Charles; Kane, 2012). Em uma meta-analise de
randomizacdo mendeliana que avaliou um polimorfismo no gene CETP, foi constatado que a
reducdo a longo prazo na concentracdo da CETP se associou de maneira causal com a
diminuicdo no risco de DAC (Niu; Qi, 2015). Corroborando esse achado, Blauw et al. (2018)
ao conduzirem um estudo de associacdo em todo o genoma (GWAS, Genome Wide
Association Studies) afirmaram que a CETP estava causalmente relacionada ao
desenvolvimento de DAC, pois 0 aumento em sua concentracdo resultou na diminuicdo do

HDL-c e na elevacédo do LDL-c.

No presente estudo, a concentracdo da CETP foi mais elevada no grupo HF+DACsc
em comparacdo com o grupo HF. Ao analisar o metabolismo lipidico de individuos com
hipercolesterolemia familiar, especialmente no contexto do TRC, Bellanger et al. (2011)
notaram que a transferéncia de CE mediada pela CETP é acelerada nesses individuos em
comparagdo com normolipidémicos, resultando em capacidade reduzida da HDL entregar CE
para o figado. Esse aumento na atividade da CETP em individuos com hipercolesterolemia
familiar se relaciona tanto com a concentracdo da CETP, quanto com o nimero de particulas

de LDL pequenas e densas disponiveis (Guérin et al., 1994).

Quanto a funcionalidade da HDL, ndo foram identificadas menores transferéncias de
colesterol livre ou esterificado para a HDL no grupo HF+DACsc. Contudo, em estudos
anteriores conduzidos em nosso laboratorio, pacientes com DAC precoce (idade <50 anos)
apresentaram menor transferéncia de colesterol para HDL em comparacdo com individuos

sem DAC e perfil lipidico semelhante (Maranhdo et al., 2012). Pacientes com diabetes
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mellitus tipo 2 e DAC também apresentaram taxas de transferéncia de colesterol para HDL
reduzidas em comparagcdo com aqueles com diabetes, mas sem DAC, reforcando esse
parametro como marcador consistente de risco para a funcdo da HDL (Sprandel et al., 2015).
Em estudo prévio, quando comparados a individuos normolipidicos, pacientes com
hipercolesterolemia familiar apresentaram menor transferéncia de colesterol para HDL,
sugerindo que o excesso de LDL perturba as trocas lipidicas no compartimento plasmético
(Martinez et al., 2013). Portanto, com base nos resultados obtidos, a capacidade da HDL em
receber colesterol de outras classes de lipoproteinas pode ser que ndo tenha sido uma

caracteristica que distinguiu os grupos devido ao estagio subclinico da doenca.

No que tange a capacidade antioxidante da HDL, nenhum dos parametros medidos
neste estudo apresentou foi diferente entre os dois grupos. Embora a habilidade da HDL de
inibir a peroxidagdo dos fosfolipidios na LDL seja claramente definida em testes in vitro,
estudos clinicos que comparam individuos com e sem DAC podem apresentar resultados
conflitantes. Enquanto Patel et al. (2011) ndo encontraram diferenca na capacidade
antioxidante da HDL entre pacientes com DAC cronica e controles sem DAC, Distelmaier et
al. (2015) relataram que a HDL de pacientes com DAC prematura apresentavam menor
capacidade antioxidante em comparacdo com controles sem DAC. Contudo, Haussen et al.
(2016) mostraram que na hipercolesterolemia familiar ha aumento do estresse oxidativo e
reducdo das atividades tanto antioxidantes quanto anti-inflamatdrias associadas as particulas
de HDL3 (Haussen et al., 2016). Essa deficiéncia funcional esta diretamente relacionada a
alteracbes na composicao lipidica e proteica da HDL, o que compromete a capacidade da

lipoproteina remover e neutralizar lipides oxidados (Badimon; Padro; Cubedo, 2017).

A PON1, uma enzima antioxidante associada a fracdo HDL, é responsavel por uma
parte significativa da capacidade antioxidante da HDL. Além disso, foi constatado que a
PONL1 facilita o efluxo de colesterol dos macréfagos ao promover a interacdo da HDL com o
transportador ABCAL, prevenindo a aterosclerose (Rosenblat et al., 2005). Existe uma
associacdo entre genotipos individuais e a atividade da PON1 com medidas sistémicas de
estresse oxidativo e risco cardiovascular prospectivo (Bhattacharyya et al., 2008). Em um
estudo conduzido em individuos com hipercolesterolemia familiar, Van Himbergen et al.
(2005) avaliaram polimorfismos associados a atividade aumentada da PON1, prevendo
concentragfes mais elevadas de HDL-c. No entanto, nesse estudo, ndo foi encontrada
correlagdo com a espessura media da intima-média (IMT) carotidea.
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Idrees et al. (2018) investigaram as implica¢fes dos polimorfismos associados a PON1
em individuos com hipercolesterolemia familiar e os compararam com seus familiares
normolipidémicos. Eles concluiram que a combinacdo desses polimorfismos na PONL1,
juntamente com variantes no gene LDLR, pode resultar em uma forma mais grave da doenca
aterosclerdtica, manifesta como evento cardiaco fatal. Contudo, em nossa pesquisa, nao
detectamos diferenca na atividade da PON1 entre os grupos HF+DACsc e HF. Se a fungéo
antioxidante da HDL foi comprometida primariamente em nossos pacientes, e assim, tornou-
se um fator ndo relevante para funcdo antiaterogénica da HDL, é complexo interpretar e

exigiria um estudo dedicado comparando-os com individuos normolipidémicos.

A LCAT catalisa a conversdao do CL em CE, uma etapa essencial para estabiliza¢do do
colesterol no compartimento plasmatico. A esterificacdo do colesterol promove a transicao de
pré-p-HDL para a forma madura e esférica da HDL (Glomset, 1968). Estudos em diferentes
grupos populacionais, incluindo a populagdo em geral, individuos com alto risco
cardiovascular e individuos portadores de variantes genéticas associadas a reducdo da
concentracdo e atividade da enzima LCAT, mostram resultados divergentes em relacdo a
aterosclerose (Ossoli et al., 2016). Contudo, em estudos sobre a cinética das formas de
colesterol, foi observado que em pacientes com DAC, a remocdo do CL do plasma foi mais
rapida em comparacdo com CE, sugerindo que o CL dissocia da particula de lipoproteina e

precipita na parede arterial (Santos et al., 2003; Couto et al., 2007).

Cubedo et al.; (2016) identificaram que pacientes com hipercolesterolemia familiar
apresentavam concentracdes de apo A-1 e LCAT mais baixas quando comparados com seus
familiares ndo afetados. Nesse estudo, pacientes com hipercolesterolemia familiar que vieram
a Obito devido a um evento cardiaco fatal apresentaram contetdo reduzido de LCAT na
HDL3, em média, 3,5 anos antes do evento, em comparacdo com aqueles que sobreviveram.
De qualquer forma, nenhuma diferenca na concentracdo de LCAT entre HF+DAC e HF foi

encontrada em nosso estudo.

Neste nosso estudo, em ambos os grupos HF+DACsc e HF, houve predominancia do
fendtipo de subfracéo de particulas pequenas de HDL sobre a subfracdo de particulas grandes
de HDL. Também observamos correlagdo negativa entre a subfragdo de HDL grande e o
escore de Agaston. Em muitos trabalhos, esse fenotipo esta associado a menos protecdo da
HDL contra a aterosclerose e maior incidéncia de DAC (Xu et al., 2015; Zhang et al., 2016).
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De acordo com nossos resultados, Sanz et al. (2023) também encontraram predominancia da
subfracdo de particulas pequenas de HDL em pacientes com hipercolesterolemia familiar. O
fato de ndo haver diferenca entre os grupos HF+DACsc e HF em relacdo ao perfil de
subfracdo de HDL esta, portanto, associado a um perfil de subfracdo de HDL perturbado,
provavelmente resultante do excesso de particulas de LDL e fluxos de colesterol alterados no

compartimento intravascular.

Baixas concentracfes de HDL-c e apo A-I séo fatores de risco classicos e amplamente
reconhecidos de DAC (Sharrett et al., 2001; ERFC et al., 2009). Embora ndo haja consenso,
um estudo de coorte multicéntrico com 2400 pacientes com hipercolesterolemia familiar
mostrou que o HDL-c pode estar reduzido nesse grupo individuos (Jansen et al., 2004). O
HDL-c menor que 40 mg/dl é considerado fator de risco cardiovascular adicional em
individuos com hipercolesterolemia familiar (lzar et al., 2021). Em nossa analise, tanto o
grupo HF+DACsc quanto o grupo HF ndo apresentaram valores médios reduzidos de HDL-c
ou apo A-l, nem mostraram diferencas significativas entre si. No entanto, foi observada

correlacdo negativa entre o escore de Agaston e o HDL-c no grupo HF+DACsc.

As lipoproteinas aterogénicas desempenham papel causal central na iniciacdo e
progressdo da aterosclerose, manter concentrac@es lipidicas ideais é necessario para prevenir
o risco cardiovascular (Ference et al., 2018). O controle étimo do LDL-c deve ser iniciado
desde cedo, incluindo a populacdo geral (Domanski et al.,, 2020). Em nosso estudo
observamos que mesmo sob terapia os pacientes tanto do grupo HF+DACsc quanto do grupo
HF apresentaram LDL-c moderadamente elevado e fora da meta para individuos com
hipercolesterolemia familiar. Zhang et al. (2024) mostrou que a presenca de variantes
associadas a hipercolesterolemia familiar se relacionou com risco duas vezes maior de DAC,
mesmo quando o LDL-c estava apenas moderadamente elevado (130 e 189 mg/dL). Isso
sugere que o aumento do risco de DAC pode ser principalmente devido a exposigdo

cumulativa ao LDL-c.

A relacdo apo B/apo A-1 apresentou-se igualmente elevada nos grupos HF+DACsc e
HF. Walldius e Jungner (2006) sugeriram pontos de corte de 0,9 para homens e 0,8 para
mulheres, sendo que valores maiores representariam risco aumentado para doencas
cardiovasculares. O resultado das analises dos estudos AMORIS e INTERHEART
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estabeleceram faixas de risco para IAM baseado na relagdo apo B/apo A-1 (Walldius et al.,
2001; Yusuf et al., 2004).

Quanto aos triglicérides, ndo identificamos diferencas entre 0s grupos caso e controle.
Entretanto, a mediana do grupo HF+DACsc ultrapassa o valor de referéncia estabelecido
pelas principais diretrizes nacionais e internacionais (Faludi et al., 2017; Grundy et al., 2019;
Visseren et al., 2021). Essa observacdo destaca o papel ativo das lipoproteinas ricas em
triglicérides no desenvolvimento da aterosclerose, revelando uma relacdo causal persistente

mesmo apos reducdes significativas do LDL-c (Libby, 2021).

Um estudo centrado na populacdo do UK Biobank, estimou que a aterogenicidade da
Lp(a) por particula é cerca de seis vezes maior do que a da LDL (HR 6,6; IC 95%: 5,1-8,8)
(Bjornson et al., 2024). A concentracdo plasmatica da Lp(a) deve ser solicitada para
estratificacdo de risco cardiovascular em pacientes com hipercolesterolemia familiar (Watts et
al., 2023). Concentracdo de Lp(a) acima de 50mg/dL é considerada fator de risco adicional
para esses individuos (lzar et al., 2021). Na hipercolesterolemia familiar os niveis de Lp(a)

parecem ser mais elevados em comparagdo com a populacdo em geral (Langsted et al., 2016).

Em um estudo que avaliou individuos com hipercolesterolemia familiar e seus irméos
ndo afetados, foi constatado que os individuos com a variante apresentavam concentracao de
Lp(a) duas vezes maior, mesmo expressando isoformas idénticas de apo(a) por descendéncia
(Lingenhel et al., 1998). Em nosso estudo a concentragdo da Lp(a) ndo foi diferente entre os
grupos HF+DACsc e HF. Entretanto observamos correlacdo negativa entre a Lp(a) e o HDL-c
e aapo A-1. A Lp(a). E conhecido que a Lp(a) tem a capacidade de interagir com a apo A-l, e
essa interacdo pode levar a inativacdo da apo A-l, reduzindo sua eficiéncia na promocéao do
TRC e na protecdo do organismo contra a aterosclerose (Onat et al., 2013).

No que diz respeito a historia clinica dos pacientes, a presenca de historia familiar de
DAC precoce em parente de primeiro grau distinguiu o grupo HF+DACsc do grupo HF. Esse
dado clinico é significativo, uma vez que faz parte dos critérios diagnosticos da
hipercolesterolemia familiar, da mesma forma que os sinais patognoménicos associados a
essa condicdo (Nordestgaard et al., 2013; Gidding et al., 2015; Mach et al., 2020; Izar et al.,
2021; Watts et al., 2023). A presenca de deposito de colesterol extravascular, especialmente

0s xantomas tendinosos, também foi mais prevalente no grupo HF+DACsc.
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Mesmo apds analise multivariada, a presenca de histdria familiar de DAC precoce em
parente de primeiro grau e 0s sinais patognoménicos associados a hipercolesterolemia
mantiveram-se associados a DAC subclinica com OR 3,97 (IC 95% 1,06 — 14,80) e OR 3,65
(IC 95% 1,06 — 12,60), respectivamente. Em um estudo envolvendo individuos com
hipercolesterolemia familiar heterozigética, a deteccdo de xantomas tendinosos foi
correlacionada a maior prevaléncia de DCV (Cirivela et al., 2005).

Em nosso estudo, o grupo HF+DACsc apresentou PAS mais elevada em comparacéao
com o grupo HF. Na analise univariada, a OR foi de 1,05 (IC 95% 1,01 — 1,09), mas na
analise multivariada ndo se manteve. Em pacientes com hipercolesterolemia familiar, a
hipertensdo arterial sistémica € um fator de risco independente para eventos cardiovasculares.
Além disso, o controle da pressao arterial nesses pacientes com esta associado com desfechos
piores (Liu et al., 2022).

O IMC médio de sobrepeso, valores médios de circunferéncia de cintura elevados e
porcentagem de gordura corporal alta tanto no grupo HF+DACsc quanto no grupo HF
indicam risco aumentado de doengas cardiovasculares (Veronese et al., 2016; Huxley et al.,
2010). Em nosso estudo, a andlise de correlagdo mostrou que essas variaveis antropomeétricas
estdo positivamente correlacionadas com os triglicérides, a PCR-us e a PAS. Tada et al.
(2023) investigaram a associacdo da interacdo entre geno6tipos e estilo de vida e a ocorréncia
de MACE. Eles observaram que um estilo de vida saudavel que prioriza um padrédo alimentar
adequado, exercicios regulares, abstinéncia do tabagismo e controle adequado do peso, reduz

o risco de MACE em individuos com hipercolesterolemia familiar.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, o grupo HF+DACsc nédo apresentou taxas de transferéncias mais baixas
de colesterol para HDL ou acdo antioxidante reduzida, entre outros parametros relacionados
ao metabolismo da HDL que poderiam ter influenciado o desenvolvimento de DAC nesses
pacientes. O fato da CETP estar aumentada no grupo HF+DACsc pode sugerir que esta
proteina possa ser marcador de presenca de DAC na hipercolesterolemia familiar. A maior
prevaléncia de historia familiar de DAC precoce e a presenca de sinais patognoménicos da
hipercolesterolemia familiar, especialmente os xantomas tendinosos, no grupo HF+DACSsc,
sugere que fatores de natureza diversa, ndo explorados neste estudo, podem ter sido

preponderantes para o desenvolvimento de DAC no grupo HF+DACSsc.
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ANEXO A — Parecer Consubstanciado do CEP
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FPARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDSE 0O PROJETO DE PESGUISA

Tifule da Peaquisa: Aspectos metabollcos e funcionals da lipoprotelna de alta densidade (HDL) em
pacientes com hipercolesterolemia famlllar e doenga arteral connarla subclinica

Peaquisader: Raul Cavacane Maanhdo

Area Tematica:

Viersdoo 1

CAAE: 013965913.7.0000. 0065

Inafttuk;Bo Proponsnis; Hospital das Clinlcas da Facuidage de Madcina o3 USP

Patrocinador Princpal; FURDACAD DE AMPARD A PESOUISA DO ESTADD DE SA0 PALLD

DADOS O PARECER

Himene do Parecar: 3.003.679

Aprassntagio oo Projeto:

A proposta Intihuiada: =Aspectos metabollcos & funcionals da lipoproteina oe alta densitade (HOL) am
pacient2s com hipescolesterciamia famillar @ 00enga anenal coronaria subdinica” & um projeto para
INQresss No SOUtDrado 3 S8 dSsenvolvidd cOmO parte InMegrants de um Projeto Tematico FAPESE
Processs; 201A03742-0 no Irsftuto o Coraglo do Hospial das Clineas-FUMUSP. Vinte & dols Indviducs
adulos de AMDoS O6 SEX0S COM Mpercolsstaniliemia famillar heterozigotica 2 lesles aterossiertticas
documentadas por anglotomografla de coronanas e 22 Indlviduos adultos de ambos sexos com
hipercoissiarsiamia amillar hetermeigatca sem lesles aterosciaraticas participario do Ss00. AMOSIAS 08
EanQuee o pacientes serdo coleladas, apos 3 suspansao de medicamentos hipolipemiantes por 30 dlas. O
51300 NUMcoNal sera avalado por meddas aropomatncas @ paio IMC.

Oblstivo da Pesgulsa;
Este projetn de pesguisa tem como objetivo avallar 3 transferencia de lipkles para a HOL, um Importante
aspecin do metabolismo desta lipoproteing, & outros aspectos funclonals & composicionals da HOL em

pacientes com hipercoiesiersiemia familiar com ou sem presenda oe lesles ateroscientiicas coronananas.

Svallagso dos Rlscos & Benelicioa
Apssar de constar nas Informacies Dasicas do projeto ndo se aplca” tanio em dscs quanto em

Endaresry:  Fua Ohvidio Pires S Casipos, 725 5 gl

Buabtre  Coofgued i il CEP: &% &35040
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benefidice, N0 TCLE ambds o6 Rens esta0 adequadaments descmos, 3 Saler

Fiscos: Consta no fexio: “Para a coleta de Sangue, & NEcessano que vooe estela de jejum 12 horms. O
EXame NS0 cAUs3a nenhum efelio nocvo 3 s30de. O que o (a) 5enhor (3) padera evenualmente sentr seca
LM pouca e dor & Somagao de um pequend hematoma | meo) por ec3slao da colsta do sangue, como pode
CCOTES &M qualquer Coleta para exames de sangue por pUngan da vela, & que s& desfar natralments am
poucees dias”

Beneficks: OF aulores refarem no texo: “NSo ha bensfido dreto para o(a) senhona). Trata-6e de estudo
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doengas cardlacas”.

Comentarios & Conslderagies sobre a Peaquisa
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Individuals e todics oS demals decumentos recomendados pelo CEF, &) encaminhar os resuiadss para
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projeto; f) ustificar perante ao CEP Intemupeao do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO — HCFMUSP

DADDS SOBRE A PESGLISA

Titulo da pesquisa — “Aspecfos metabolicos & funcionais da lpoprofeina de alfa
densidade (HDL) em pacientes com hipercolesferolemia familfar e doenga arferial
covonaria subciinica”

Pesquisador principal — Prof. Dr. Raul Cavalcante Maranhao

Departamento/instituto — Laboratorio de Metabolismo e Lipides do InsStuto do
CI:IEI-','.E-:I-— HCFMUSP

Estamos convidando o senhor {3) a participar como voluntario (a) da nossa
pesquisa intitulada “Aspectos metabolicos e funcionais da Fpoproteina de alta
densidade (HOL) em pacientes com hipercolestenclemia familiar & doenga arterial
coronaria subclinica”

Esse estudo ira avaliar como esta o perfil lipwico de pacientes com
hipercolesterolemia familiar com doenca arterial coronaria. A hipercolesterclemia
familiar & uma doenca genética grave que causa um aumenio dos niveis do
colesterol da LDL {lipoproteina de baixa densidade). Varios estudos mostram que
este colesterol pode se depositar nas paredes dos wasos sanguineos e formar
placas de gordwa e, dessa maneira, se tomar um fator de rsco para o
desenvolvimento de doencas do coragdo. Portanto. a hipercolesterolemia familiar
mplica em risco aumentado para doenga artenial Coronaria precoce.

Gualquer tratamento clinico que vocé esteja realizando, como uso de
medicamentos, N30 5era SUSpenso para a realizagdo da pesquisa, exceto o uso de

estatina. O senhor{a) sera orientado(a) a suspender a estatina por um periodo de

Fuloriod oo SUBsho G Daacquiba Od nemonsdrend

Fubsion do prasquisocion
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO — HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIWVRE E ESCLARECIDO

30 dias para a realizacao dos exames. A suspensao desse remedio pelo periodo

de WM Mes N30 Causara prejuizo 3 sua saude.

Para a coleta de sangue. & necessano que voos esteja de jejum 12 horas.
O exame nao causa nenhum efeito nocive a saude. O que o (a) senhor (a) podera
eventualmente sentir sera um pouco de dor e formagao de wm pequeno hematoma
{roxo) por ocasiao da coleta do sangue, como pode ocomer em qualquer coleta
para exames de sangue por punc3o da veia, e que se desfaz naturalments em
poucos dias.

M3o ha benefico direto para o{a) senhora). Trata-se de estudo
expenmental para investigar como as ipoproteinas podem alterar-se na presenca
ou nao da doenga arterial coronaria em pacientes com hipercolesterolemia
familiar. Somente no final do estudo, poderemos concluir a presenga de algum
beneficio, como por exemplo, se estas alteragdes podem beneficiar a prevencao
de doencas cardiacas.

0 (a) senhor{a) podera retirar o consentimento a qualquer momento, sendo
assim, este documento foi feitc em duas vias de igual teor e uma sera entregue ao
senhor(a). Ademais, esclarego por meio desta que o materal coletado sera
utilizado Onica e exclusivamente para esta pesquisa.

Em gqualquer etapa do estudo, wocf tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesguisa para esclarecimento de dividas. O principal
nvestigador & o Prof. Dr. Raul Cavalcante Maranhao que pode ser encontrado no
endereco Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 - Pinheiros, 530 Paulo - 5P,
05403-000, Telefone 2661-5108 e-mail ramarans@usp br. Se vocs tiver alguma
consideragao ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contate com o

Fulbrioo Jio sulad o Gl pasauiba o) neesmeoinesdrel

Fubsica do pasquisoco
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO — HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Comité de Efica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5
andar — tel (11) 26617585, (11) 2881-1548, (11) 2851-1540 e-mail
cappesq admiEhc fmousp br.

Fui suficienterments informado a respeito do estudo

Eu discuti as informagdes acima com o Pesquisador Responsavel Prof. Dr.
Raul Cavalcante Maranh3o sobre a minha decisaoc em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim os objetwes, os procedimentos, os  potenciais
desconfortos e nscos e a5 garantias. Concorde woluntariamente em participar

desie estudo assino este temo de consentimento & recebo uma via rubricada pelo

pesquisador.

Fulsrion do sufalio G pesquba ol nespeonsdesal

Fubsicd do pasquisocos

96



HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO — HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Assinatura do participanterepresentants legal

Data ) )

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data ) )

DAMDSE DE IDENTIFICACED DO SUJEITO DA PESQINSS U RESPONSAVEL LEGAL
L | .

DOCUMENTO DE IDENTIDADE M e SEROMoFo
DHATA MASCIMENTO: ... i

CEP. e TELEFOME: DOD....o... R

Fuloriod oo sufitio i peasuiBa 040 MmO el

Fubsica do pasquisoco
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ANEXO C - Estimativa de porcentagem de gordura corporal com base na somatoria das
quatro dobras cutaneas (bicipital, tricipital, subescapular e supra-iliaca).

Soma das
dobras (mm)

Homens

Mulheres

(ldade em anos)

(ldade em anos)

17-29 | 30-39 | 40-49 | 50+

16-29 | 30-39 | 40-49 | 504+

15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
BO
85
80
85
100
105
110
115
120
125
130
135
140
145
150
155
160
165
170
175
180
185
190
195
200
205
210

48

8,1

10.5
129
14,7
16.4
17.7
18.0
20,1
21,2
22,2
23.1
24,0
24,8
25,5
26,2
26,9
27,6
28,2
28,8
29,4
30,0
31,0
31,5
32,0
32,5
329
33,3
33,7
34,1
34,5
349
35,3
35,6
359

12,2
14,2
16,2
17,7
19,2
20,4
215
225
23,5
24,3
25,1
259
26,6
27,2
278
28,4
29,0
29,6
30,1
30,6
3141
31,5
31.9
323
32,7
33,1
33,5
33,9
343
34,6
34,8

12,2
15,0
177
19,6
21.4
23,0
24,6
25,9
27.1
28,2
29.3
30,3
31,2
32,1
33,0
33,7
34.4
35,1
35,8
36.4
37.0
37.6
38,2
38,7
39,2
39.7
40,2
40.7
41,2
41,6
42,0

12,6
15,6
18,6
20,8
22,9
24,7
26,5
27,9
29,2
30,4
31,6
32,7
33,8
34,8
35,8
36,6
37.4
38,2
39,0
39,7
40,4
41,1
41,8
42,4
43,0
436
44,1
44,6
45,1
456
46,1

10,5
14,1
16,8
19,5
21,5
23,4
25,0
26,5
27.8
29,1
30,2
31,2
32,2
33,1
34,0
34,8
35,6
36,4
37,1
37.8
38,4
39,0
39,6
40,2
40,8
413
418
423
42,8
43,3
43,7
44,1

17,0
19,4
21,8
23,7
255
26,9
28,2
29,4
30,6
31,6
32,5
33,4
34,3
35,1
35,8
36,5
37,2
37,9
38,6
39,1
39,6
40,1
40,6
41,1
41,6
42 1
42,6
43,1
43,6
44,0

1

44 4
44,8
45,2
45,6
45,9
48,2
48,5

19,8
22,2
24,5
26,4
28,2
29,6
31,0
32,1
33,2
34,1
35,0
35,9
38,7
37,5
38,3
39,0
39,7
40,4
41,0
41,5
42,0
42,5
43,0
43,5

1

44,0
44,5
45,0
45,4
45,8
48,2
46,6
47,0
47,4
47,8
48,2
48,5

1

48,8

49,1
49.4

21,4
24,0
26,6
28,5
30,3
31,9
33,4
34,6
35,7
36,7
37.7
38,7
39,6
40,4
41,2
41,9
42,6
43,3
43,9
44,5
451
45,7
46,2
48,7
47,2
47,7
48,2
48,7
49,2
49,6
50,0
50,4
50,8
51,2
51,6
52,0
b2 4
52,7
53.0

Fonte: DURNIN & WOMERSLEY,1974.
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ANEXO D - Associacgao univariada relacionada a doenca arterial coronéria (DAC) subclinica

em pacientes com hipercolesterolemia familiar (HF) heterozigética

Variaveis OR IC 95% p
Rastreamento genético 0,68 0,19-2,50 0,562
Tratamento hipolipemiante prévio 0,59 0,19-1,74 0,336
DAC precoce na familia 3,80 1,21-11,90 0,022
Sinais patognomonicos da HF 3,33 1,05-10,60 0,041
HAS 1,87 0,59 - 5,94 0,291
PAS (mmHg) 1,05 1,01-1,09 0,021
PAD (mmHg) 1,02 0,97 - 1,08 0,366
Diabetes mellitus 2 0,60 0,05-7,63 0,694
Glicemia (mg/dL) 1,01 0,99 -1,03 0,511
HbAlc (%) 1,22 0,70-2,14 0,484
Sindrome metabdlica 2,92 0,93-9,23 0,067
IMC (Kg/m?) 1,06 0,96 - 1,17 0,267
CC (cm) 1,02 0,98 — 1,07 0,307
Gordura corporal (%) 0,98 0,91 -1,07 0,697
Ex-tabagista 1,92 0,49 — 7,57 0,349
PCR-us (mg/L) 1,11 0,85-1,46 0,435
CT (mg/dL) 1,01 1,00-1,02 0,103
LDL-c mg/dL) 1,01 1,00-1,01 0,222
N&o-HDL-c (mg/dL) 1,01 1,00-1,02 0,115
HDL-c (mg/dL) 1,00 0,96 — 1,05 0,844
Triglicérides (mg/dL) 1,00 1,00-1,01 0,153
Apo A-l (g/L) 0,46 0,06 — 3,54 0,459
Apo B (g/L) 2,38 0,57 - 9,95 0,233
Relacdo Apo B/Apo A-l 2,64 0,64 — 10,90 0,181
Lp(a) (mg/dL) 1,01 0,99 -1,03 0,435
CETP (ug/mL) 4,35 0,48 — 39,70 0,192
LCAT (ug/mL) 1,41 0,01 - 363,00 0,904
Transferéncia de CL (%) 1,55 0,72-3,31 0,260
Transferéncia de CE (%) 1,46 0,65-3,28 0,361
Lag time (min) 1,01 0,95 -1,07 0,834
Vmax (mili/unid/min) 0,84 0,35-1,97 0,682
Tmax (min) 1,01 0,97 - 1,05 0,610
DOmax 0,09 0,00 — 56300,00 0,730
AUC 0,99 0,94 - 1,05 0,846
PONZ1(U/L) 0,99 0,98 - 1,00 0,073
Diédmetro HDL (nm) 1,06 0,27 — 4,16 0,993
HDLgrande mg/dL) 0,97 0,90 - 1,05 0,513
HDL intermediaria (mg/dL) 1,04 0,95-1,13 0,420
HDL pequena (mg/dL) 1,03 0,92 -1,15 0,644

Legenda: HAS: hipertensdo arterial sistémica; PAS: pressdo arterial sistdlica; PAD: pressdo arterial diastdlica; HbAlc: hemoglobina glicada;
IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura; PCR-us: PCR ultrassensivel; CT: colesterol total; LDL-c: colesterol da
lipoproteina de baixa densidade; HDL-c: colesterol da lipoproteina de alta densidade; Apo: apolipoproteina; Lp(a): lipoproteina(a); CETP:
proteina de transferéncia de colesterol esterificado; LCAT: lecitina-colesterol aciltransferase; CL: colesterol livre; CE: colesterol
esterificado; Lag time: inicio da producéo de dienos conjugados; Vmax: taxa de velocidade méaxima de peroxidagdo lipidica; Tmax: tempo
para produgdo méaxima de dienos conjugados; DOmax: pico de producdo maxima de dienos conjugados; AUC: area sob a curva; PON1:
paraoxonase 1; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianca. Andlise univariada realizada com base no modelo de regress&o logistica para um

estudo caso-controle.
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