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Resumo

Carneiro MM. Metabolismo de quilomicrons e aterosclerose subclinica em
portadores de hipercolesterolemia familiar heterozigoética [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Séao Paulo; 2011. 82p.

A hipercolesterolemia familiar (HF) é uma doenca caracterizada por
elevadas concentracdes do colesterol das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e doenca coronariana (DAC) prematura. Os remanescentes de
quilomicrons sao removidos principalmente pelo seu receptor especifico
(RLP), mas também pelo receptor da LDL. Este ultimo encontra-se
defeituoso na maior parte dos casos de HF e poderia levar a menor remocéao
plasmatica dos quilomicrons. H& controvérsias se existem disturbios do
metabolismo dos quilomicrons em portadores de HF. Mais ainda néo se
sabe se estes defeitos poderiam contribuir para o desenvolvimento de DAC
na HF. O objetivo deste estudo foi avaliar se portadores de HF apresentam
defeitos na remocdo plasmética de quilomicrons artificiais e seus
remanescentes em relacdo a individuos normolipidémicos. Foi avaliado
também em estudo transversal se existe associagdo da cinética dos
quilomicrons com a presenca de DAC subclinica medida pela calcificacdo da
artéria coronaria (CAC). Foram estudados 36 pacientes portadores de HF e
50 controles normolipidémicos pareados para idade e sexo. A remocao
plasmatica dos quilomicrons foi medida pelo decaimento radioisotdpico da
emulsdo de quilomicrons artificiais injetada apds jejum. A CAC foi
determinada por tomografia computadorizada cardiaca nos portadores de
HF. As taxas fracionais de remocéao (TFR) dos quilomicrons e de seus
remanescentes representadas pelo decaimento do *C-éster de colesterol
(TFR *C-CE em min™') foram menores nos portadores de HF em
comparacdo aos normolipidémicos: mediana (intervalos) 0,0013 (1,5.10°
%:0,082) vs. 0,012 (1,51.10%0,017) p= 0,001. Ndo houve diferenca em
relacdo a remocdo dos triglicérides da emulsdo representada pelo
decaimento da *H-triglicérides (TFR *H-TG em min™) entre os grupos: 0,027
(0,0004,0,23) e 0,03 (0,0004;0,4) respectivamente nos grupo HF e controle
(p= 0,26). Nao foram encontradas diferencas significativas nas TFR tanto do
14C-CE 0,0007 (1,47. 10°; 0,082) e 0,0013 (1,6. 10; 0,038) p= 0,67 como
do *H-TG 0,025 (0,0004; 0,07) e 0,0029 (0,009; 0,23), p=0,80
respectivamente nos portadores de HF apresentando (n=20) ou ndo CAC
(n= 16). Em conclusdo os portadores de HF apresentaram diminuicdo
significativa da remocdo dos quilomicrons e seus remanescentes em
comparacao com normolipidémicos. Contudo, ndo foi encontrada associacéo
entre esses disturbios e a presenca da DAC subclinica.

Descritores: 1.Hipercolesterolemia Familiar  2.Quilomicrons  3.Cinética
4.Aterosclerose 5.Lipideos 6.Tomografia computadorizada 7.Triglicérides



Summary

Carneiro MM. Chylomicrons metabolism and subclinical atherosclerosis in
patients with heterozygous familial hypercholesterolemia [thesis]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Séao Paulo; 2011. 82p.

Familial hypercholesterolemia (FH) is characterized by high concentrations of
low density lipoproteins (LDL) cholesterol and early onset of coronary artery
disease (CAD). Chylomicron remnants are removed mainly by their specific
receptors (RLP) but also by the LDL receptor. The latter is defective in most
cases of FH and could lead to lower plasma removal of chylomicrons and
their remnants. There is controversy whether there are disorders of
chylomicron metabolism in patients with FH. Moreover, it is unclear if these
defects could contribute to the development of CAD in FH. The aim of this
study was to evaluate whether there are defects on the removal from plasma
of chylomicrons and their remnants in FH patients in comparison with
normolipidemic subjects. We also evaluated in a cross sectional study the
association of chylomicron kinetics with the presence of subclinical CAD
represented by coronary artery calcification (CAC). We studied 36 patients
with FH and 50 normolipidemic controls matched for age and sex. The
plasma removal of chylomicrons was measured by isotopic decay of artificial
chylomicron emulsion injected after fasting. CAC was determined by cardiac
computed tomography in FH patients. The fractional catabolic rates (FCR) of
chylomicrons and remnants removal represented by **C-cholesteryl ester
decay (**C-CE FCR in min?) were lower in FH in comparison with
normolipidemics: median (ranges) 0.0013 (1.47.10° 0.082) vs. 0.012
(1.51.10°, 0.169) p = 0.001. There was no difference regarding the removal
of emulsion triglyceride represented by *H-triglyceride decay of ( ®*H- TG FCR
in min™) between the groups: 0.026 (0.0004; 0.23) and 0.031 (0.0004; 0.4)
respectively in FH and in normolipidemics (p = 0.264). There were no
significant differences in both the *C-CE FCR 0.0007 (1.47.10°; 0.08) and
0.0013 (1.61.10°; 0.038) p = 0.67 and in the *H-TG FCR 0.025 (0.0004;
0.075) and 0.029 (0.0095; 0.23), p = 0.80 respectively in FH patients
presenting (n = 20) or not CAC (n = 16). In conclusion patients with FH had a
significant decrease on the removal from plasma of chylomicrons and their
remnants compared with normolipidemics. However, no association between
these disorders and the presence of CAC was found.

Descriptors: 1.Familial Hypercholesterolemia 2.Chylomicrons 3.Kinetics
4.Atherosclerosis 5.Lipids 6.Computed Tomography 7.Triglycerides



1 INTRODUCAO
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1.1 Hipercolesterolemia familiar

A hipercolesterolemia familiar (HF) € uma doenca autossGmica
dominante do metabolismo de lipoproteinas, caracterizada por elevadas
concentragbes plasmaticas de lipoproteina de baixa densidade (LDL),
xantomas tendinosos e doenca coronaria prematura 2. A incidéncia na forma
heterozigética é de aproximadamente 1 para cada 300-500 individuos .
A doenca resulta geralmente de mutacdes no receptor de LDL-colesterol
(LDL-C) no figado. O gene do receptor de LDL foi clonado e mapeado
na regido 19p13. 1-13.3 e foram detectadas até o momento mais de 1600
mutacdes +°.

A penetrancia do gene € de quase 100%, que implica em acometimento
em cerca de 50% da prole de pais afetados sendo homens e mulheres com
chances iguais de acometimento *°.

Atualmente outros "loci” tém sido identificados como responsaveis
pelo desenvolvimento da HF, dentre eles, 0 mais comum é o defeito familiar
da apolipoproteina B, que apresenta baixa afinidade para o receptor de LDL
(LDLR), e menos frequentes, apresentam-se a HF relacionada ao
cromossomo 1p32, HF autossOmica recessiva, deficiéncia de colesterol
7alfa-hidrolase, sitosterolemia familiar e mutacdes da PCSK9 289,

Segundo o grupo US-MEDPED o diagnéstico clinico da HF é feito

pela deteccdo de niveis de LDL-C acima do percentil 95 da populacéo, e
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histéria de dislipidemia familiar e coronariopatia precoce®®. Uma importante
caracteristica da HF é o risco cumulativo de coronariopatia precoce fatal e
nao fatal acometendo cerca de 50% dos homens de até 50 anos e 30% das
mulheres de até 60 anos 2. Dessa forma o tratamento hipolipemiante
agressivo e precoce da HF é imperioso.

Um dado importante é que o curso da doenca aterosclerdgtica
coronaria (DAC) da HF é variavel podendo alguns individuos apresentar
doenca de forma mais precoce que outros, apesar da elevacdo do LDL-C.
Isso chama a atencdo para outras variaveis que nao somente concentracdes
elevadas de colesterol no sangue. Assim, varios trabalhos relacionam
fatores como HDL-C baixo, triglicérides elevados, lipoproteina (a) [Lp(a)]
aumentada, hipertenséo arterial sistémica (HAS) , obesidade , tabagismo e
resisténcia insulinica com o desenvolvimento de aterosclerose de forma

mais acelerada em individuos com HF 3%,

1.2 Metabolismo de Quilomicrons

Quilomicrons séo lipoproteinas ricas em triglicérides formados no
enterocito, que carreiam lipides da dieta e vitaminas lipossollUveis absorvidas
no trato intestinal para o figado e tecidos periféricos, como o tecido adiposo
e musculos esqueléticos **. Uma vez secretados nos vasos linfaticos, os
quilomicrons adquirem pequenas lipoproteinas chamadas de Apolipoproteinas

(apo), sendo as mais comuns a apo E, CIl e Clll que modulam a atividade
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das enzimas lipoliticas ou agem como ligantes para os receptores celulares.
Uma outra apo denominada apo B48 tem funcao estrutural nas particulas

dos quilomicrons 2.

Apolipoproteinas

Colesterol

A W

Triglicérides Fosfolipides

Figura 1. Estrutura do quilomicron (modificado de Lehninger Principles of
Biochemistry 2000; pg. 601).

Na circulagdo sanguinea os quilomicrons se ligam a superficie
endotelial dos capilares e a hidrélise de triglicérides acontece por acao da
lipase lipoprotéica (LPL), liberando assim acidos graxos para as células ao
redor. Depois dessa fase inicial os remanescentes de quilomicrons

depletados de triglicérides sdo sequestrados no espaco de Disse e se
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ligam a receptores hepaticos por intermédio da apo E. Dentre estes
podemos citar o receptor RLP (proteina relacionada ao receptor da LDL)
sendo este o principal receptor para remocédo dessas lipoproteinas em
estudos realizados em animais de experimentacdo, ligacdo a
proteoglicanos (HSPG) para posterior introjecdo no hepatdcito, além do
préprio receptor da LDL (receptor B ,E)*.

Na literatura varios trabalhos sugerem que o catabolismo deficiente
dos quilomicrons esta relacionado com desenvolvimento de aterosclerose.
Acredita-se que a geracdo de células espumosas por deposicdo direta
desses remanescentes nos vasos, além de interferéncia com o transporte
reverso do colesterol seriam possiveis mecanismos de desenvolvimento da
aterosclerose 43¢ .

Dentre as diversas metodologias utilizadas para se avaliar a cinética
plasmatica dos quilomicrons podemos citar as emulsdes lipidicas similares a
pequenos quilomicrons marcadas com radiois6topos 3% Embora sua
cinética de remocéao plasmatica seja avaliada no jejum e néo no periodo poés-
prandial, diferentemente dos testes com vitamina A ou apo B48 esta oferece
uma visdo integrada e clara dos passos do catabolismo dos quilomicrons e
seus remanescentes no plasma. Diferentemente dos outros testes ela nao
sofre influéncia da absorcao intestinal de gordura e nem das dificuldades de
oriundas da mistura dos quilomicrons com as VLDL que ocorrem no periodo
pés-prandial ¥
Varios estudos desenvolvidos pelo grupo do Prof. Raul C. Maranhéo

no Instituto do Coracdo do HCFMUSP mostraram que a cinética dos
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quilomicrons artificiais esta alterada em pacientes portadores dislipidemias e

374042 Nesses estudos, foram

ou doenca arterial coronaria (DAC)
identificados defeitos tanto na lipolise como na remocao dos remanescentes
de quilomicrons, sendo que em portadores de DAC estes mecanismos se
encontram diminuidos *’. Outros estudos mostraram também que a cinética
de quilomicron diminuida, € marcadora da gravidade angiografica e de um
curso mais grave da DAC %%,

Foi demonstrado também que existe correlacdo inversa entre a taxa
fracional de remocdo do remanescente do quilomicron artificial e as
concentracdes de LDL-c no plasma **em individuos sem HF. Além disso,
estudos mostraram que estatinas usadas em doses variaveis e que
sabidamente aumentam a expressao do receptor da LDL no figado, levam a
um maior catabolismo das emulsGes de quilomicrons artificiais em seres
humanos. Esses dados comprovam o papel do receptor da LDL na remocéo

das emulsges 384344

1.2.1 Metabolismo de quilomicrons na HF

O receptor da LDL além de ligar-se a apo B100, que € a porcao
protéica da LDL, apresenta alta afinidade pela apo E que € uma das
principais lipoproteinas dos remanescentes de quilomicrons. Dessa forma
seria de se esperar que a diminuicdo da expressdo do receptor da LDL
poderia levar a diminuicdo do clearance plasmatico dos remanescentes de

quilomicrons *°.
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Estudos em animais e no Homem mostram controvérsias se
realmente ocorrem defeitos na remocao dos quilomicrons e remanescente
em portadores de HF. Sendo que alguns estudos mostram diminuicdo da
remocdo dos remanescentes e outros ndo encontraram alteragdes. 1sso
pode ter ocorrido devido a diferencas nos desenhos de estudo, métodos de
analise empregados, ndo caracterizacdo adequada das populacdes de HF,
heterogeneidade das particulas geradas no periodo pos-prandial , presenca
de fatores externos obesidade abdominal e resisténcia insulinica
concomitantes **°*,

Desse modo percebe-se que o tema ainda permanece com muitas
respostas a serem esclarecidas. Além disso, ndo existe comprovacao ainda
da importancia dos quilomicrons no processo aterosclerotico de portadores

de HF aonde as elevadas concentracdes de LDL-colesterol tém papel

fundamental.

1.3. Calcificacdo Coronariana e Aterosclerose

Uma forte correlacdo entre a calcificacdo da artéria coronaria (CAC)
identificada pela fluoroscopia ou por exame anatomopatolégico e doenca
arterial coronaria é conhecida desde 1961 °*°3, Pesquisas mais recentes
sugerem que o calcio ja esta presente na placa aterosclerdtica nos seus

primeiros estagios quando a lesdo € constituida apenas de estrias de
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gordura °*. Entretanto, nesse estagio o célcio ndo pode ser identificado por
meio dos meétodos nédo invasivos atuais.

Dentre os métodos néo invasivos disponiveis na pratica clinica temos
a tomografia computadorizada cardiaca que nos permite calcular o escore
de calcio coronario. A medida que a lesdo aterosclerdtica progride, com a
adicdo de colesterol, células inflamatorias e tecido fibrético, o calcio se
acumula sob a forma de placas, na base da intima e torna-se identificavel

.53 analisaram cortes

pela tomografia computadorizada. Simons et a
histolégicos sequenciais, das por¢des iniciais até as caudais, de 525 artérias
coronarias. Embora n&o houvesse calcio em todas as lesoes, foi encontrada
uma correlacdo importante entre a quantidade de calcio e a quantidade de
aterosclerose existente em cada artéria coronaria. As lesées sem calcificacao,
na sua quase totalidade, ndo apresentavam obstrucao significativa do [limen
coronario. Isso demonstra que a identificacdo do calcio e sua quantificacéo
permitem, de certa forma, dimensionar o grau de doenca arterial coronaria
existente .

|'54

Estudo semelhante de Rumberger et a correlacionando a

quantificacdo do calcio coronariano pela tomografia ultra-rapida de coracoes
em necropsia e a quantificacao histopatoldgica ratificaram esses dados.
Estudos angiograficos e com ultrassom coronario também mostraram
que a CAC se correlaciona com a carga de placa aterosclerética®°.
A carga de placa aterosclerotica por sua vez se correlaciona com o risco de

eventos coronarios®’°,
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Além disso, varios estudos em individuos assintomaticos ou nao para
doenca arterial coronaria ttm demonstrado correlacédo da CAC, embora néo
linear, com a obstrucéo da luz do vaso °*°.

Atualmente a CAC pode ser detectada ndo somente pela tomografia

de emissdo de elétrons (EBT)%*®*

, mas também por modernos tomografos
computadorizados com multiplos detectores (TCMD)®. Estudos mais
recentes tém relatado a superioridade do TCMD em relacdo ao EBT, na
melhor precisdo em definicdo de placas de calcio, devido ao fato da TCMD
permitir a aquisicdo simultdnea de até 320 cortes, 230ms de rotacdo do
scanner e até 75ms de resolucéo temporal ®°°. Estes aperfeicoamentos
tém a vantagem da consideravel rapidez de cobertura do volume
cardiaco, quando comparado com a EBT; o aumento da velocidade do
aparelho de tomografia computadorizada (TC) permite uma simples pausa
respiratéria durante o exame, associado com espessura de cortes mais
finos, levando a melhor resolucdo espacial o que € indispensavel para

exames de alta resolucdo °"%°

Dados oriundos de nossa populacao
mostram que portadores de HF apresentam uma maior prevaléncia
e gravidade da CAC quando comparados a individuos normais’.
Sendo que estas apresentam associacdo com aumento da idade e com

valores elevados do colesterol do plasma "*"2.



2 JUSTIFICATIVA
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N&o existe consenso na literatura sobre possivel anormalidade na
remocado dos quilomicrons e seus remanescentes em portadores de HF.
Previamente foi demonstrado que existe correlacdo inversa entre os valores
de LDL-colesterol e a remocao dos remanescentes de quilomicrons quando
estudados pela técnica dos quilomicrons artificiais. Sabe-se também que
procedimentos que aumentam a expressao desse receptor, como o uso de
estatinas, aceleram a remocédo dos remanescentes de quilomicrons como
previamente demonstrado. Mais ainda, € desconhecido se possiveis
defeitos nas vias de remocédo das lipoproteinas pos-prandiais poderiam
associar-se ou nao com a presenca de aterosclerose numa doenga como a
HF onde claramente elevagbes importantes do LDL-colesterol sdo o
principal fator de risco.

A CAC determinada pela tomografia computadorizada cardiaca € uma
marcadora da presenca da aterosclerose que se associa com a presenca de
obstrucdo luminal e com um maior risco de eventos clinicos. Ja foi
demonstrado de forma clara que a CAC é mais frequente e grave em
portadores de HF do que em normolipidémicos. Ainda n&o foi estudada a
cinética de quilomicrons em portadores de HF com e sem aterosclerose,
especialmente na forma subclinica, como no caso da detec¢do da CAC em

individuos assintomaticos e sem manifestacao prévia de doenca coronaria.
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O objetivo principal deste estudo foi verificar se ha diferencas na
remocao plasmatica de quilomicrons avaliados pela técnica dos quilomicrons
artificiais entre portadores de HF e individuos normolipidémicos.

Objetivamos avaliar também, de forma transversal, se existem
diferencas na remocdo plasmatica dos quilomicrons artificiais entre
portadores de HF que apresentam ou ndo doenca coronariana subclinica

representada pela CAC detectada pela tomografia computadorizada.



4 METODOS




Métodos 15

4.1 Populagcéao

Foram incluidos neste estudo de maneira transversal, 36 pacientes do
Ambulatorio da Unidade Clinica de Lipides do InCor HCFMUSP previamente
diagnosticados com HF pelos critérios do US MED PED *° e secundariamente
20 pacientes confirmados por genotipagem da mutagcéo do receptor da LDL.
Estes ndo apresentavam antecedentes de DAC e haviam sido submetidos
previamente a avaliacdo da CAC por TCMD. Além disso, foram estudados de
forma retrospectiva 50 individuos normolipidémicos, sem manifestacdes
prévias de DAC, definidos como portadores de colesterol total < 240 mg/dL e
triglicérides < 250 mg/dL, pareados por idade e sexo oriundos do banco de

dados do laboratorio de Metabolismo de Lipides do InCor HCFMUSP.

4.2 Critérios deinclusao

Os individuos elegiveis para inclusdo no estudo deveriam apresentar

todos os seguintes critérios:

1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por escrito lido,
discutido e assinado pelo individuo antes do inicio de quaisquer

procedimentos relacionados ao estudo;
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2. Homem ou Mulher de pelo menos 18 anos de idade até 70 anos.
Individuos do sexo feminino de preferéncia deveriam estar na pos-

menopausa e sem 0 uso de reposi¢cao hormonal;
3. Portadores de hipercolesterolemia familiar;

4. Individuos sem uso de estatinas ha pelo menos seis semanas;
para individuos em uso prévio de estatinas foi feito “washout” da
medicacdo por seis semanas. E importante salientar que n&o
existe evidéncia de um risco elevado de eventos coronarios pela

suspensdo temporaria de estatihas mesmo em individuos

sabidamente coronarianos estaveis’>.

5. Submissdo prévia a Tomografia Computadorizada de coronarias

para avaliagcdo do Escore de célcio.

4.3 Critérios de exclusao

1. Presenca de doenca arterial coronariana, cérebrovascular e

periférica estabelecida;

2. Insuficiéncia Cardiaca grave atual (Classe Ill ou IV da associacao

de Cardiologia de Nova lorque);
3. Comprometimento renal diagnosticado;
4. Doenca Hepatica atual,

5. Doencas da tiredide ndo controlada;
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6. Diabetes Mellitus;
7. Gestantes ou Lactantes;

8. Mulheres em idade reprodutiva sem uso de método

anticoncepcional adequado;
9. Neoplasia maligna diagnosticada;

10.Uso de corticosteroides, terapia de reposicao hormonal exceto

anticoncepcionais;

4.4 Avaliacado e andlise da CAC pela TCMD

A avaliacdo do escore de célcio foi previamente realizada em
aparelno de tomografia computadorizada com mudltiplas colunas de
detectores (Aquilleon 647 - Toshiba, com 64 detectores). Este equipamento
tem capacidade de adquirir até 160 imagens por segundo, sendo o sistema
de resolucédo temporal maxima de 125-250 ms e a espessura minima de
corte de 0,5mm. Os pacientes ndo receberam qualquer tipo de contraste e 0
tempo total de duracdo do exame foi de 5 a 10 minutos. Foi utilizado “trigger”
prospectivo e espessura de corte de 3 mm. As imagens foram analisadas
em estacdo de trabalho da VITREA 2 (Vital Images, Minnetonka, EUA).
A andlise dos dados foi realizada seguindo um protocolo cujo limiar de
densidade para a definicdo do calcio foi de 130 unidades Hounsfield (HU) e

determinadas através de “software” semiautomatico no qual a quantificacéo
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de CAC foi avaliada pelo escore de Agatston’®. As imagens foram
analisadas por dois médicos, tecnicamente treinados e experientes para a
aguisicao e avaliacdo da CAC. A CAC foi considerada presente para valores

de escore =21 .

4.5 Estudos dacinética dos quilomicrons artificiais

O estudo da cinética foi realizado por meio de coleta de sangue basal
dos individuos em jejum e apos a injecdo da emulséo lipidica marcada com
radioisotopos. Foram coletadas amostras de sangue subsequentes até 60

minutos.

45.1 Preparo da emulséo de quilomicrons artificiais

O preparo da emulsdo de quilomicrons artificiais foi realizado
conforme descricdo de Maranhdo et al.®**. Emulsdes de lipides frios
contendo colesterol 2%, oleato de colesterol 6%, lecitina 23%, e trioleina
69% foram dissolvidas em cloroformio: metanol, 2:1 e pipetados em frascos
de cintilagcdo, onde foram acrescidos os lipides radioativos formados pelo
4C-oleato de colesterol (**C-CE) e *H-trioleina (*H-TG). As misturas obtidas
passaram por um processo de secagem sob fluxo de nitrogénio, sendo entéo
mantidas durante 12 horas em dessecador a vacuo, previamente esterilizado

por luz ultravioleta a 4°C, para completa evaporacdo dos solventes
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organicos residuais. A essa mistura seca acrescentou-se 6,0 mL de solucéo
de NacCl estéril, com densidade de 1,101 g/mL e pH 7,0. As emulsdes foram
preparadas por meio de irradiacdo ultrassonica das misturas lipidicas em
meio aquoso salino, utilizando-se um disrruptor de células, Branson Cell
Disruptor (Branson Ultrasonics Corp, modelo B 450), equipado com ponta
de titanio de 1 cm de diametro, com uma poténcia de 70-80 watts, durante
30 minutos, sob fluxo de nitrogénio a uma temperatura de 50 a 55° C.
Para obter-se uma emulsdo com particulas homogéneas e purificadas, de
tamanho e densidade desejados, a emulsao foi submetida a duas etapas de
centrifugacdo em gradiente descontinuo de densidade, utilizando-se a ultra
centrifuga Sorvall (modelo OTD-COMBI, Wilmington, EUA) e rotor TH-641.
Na primeira etapa, acrescentou-se ao volume das emulsdes obtidas por
irradiacdo ultrassonica, solugcbes salinas com densidades 1,065 g/mL |,
1,020 g/mL e 1,006 g/mL, nesta ordem. As emulsdes foram ultra centrifugadas
a 12.000 rotacdes por minuto, a 22°C, durante 15 minutos. Ao término da
ultracentrifugacéo, foram desprezados 0,5 mL do sobrenadante, sendo o
volume restante submetido a uma segunda etapa de purificacdo por
ultracentrifugacéo a 36.000 rotacdes por minuto, a 22°C, durante 25 minutos.
Ao término desta segunda etapa, foram aspirados 3,0 mL do sobrenadante,
resultando na emulsdo purificada e homogeneizada, utilizada neste estudo.
As emulsdes foram imediatamente esterilizadas, pela passagem em filtros
com porosidade de 0,22 um de diametro (Millipore, Sdo Paulo), e
armazenadas em frascos estéreis. Toda a vidraria utilizada no preparo das

emulsdes foi submetida a um processo de despirogenizacdo, através de
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vapor seco a 180° C durante 2 horas e esterilizacdo, em vapor umido a 120° C,
durante 30 minutos. Os materiais plasticos foram esterilizados por meio de
exposicao a luz ultravioleta de onda curta, que apresenta um componente
com comprimento de onda de 253,7 nm, por um periodo de 12 horas. Todo o
procedimento de preparo das emulsdes foi realizado em capela de fluxo de
ar laminar vertical. Aliquotas das emulsdes artificiais foram submetidas ao
teste de esterilidade no setor de Bacteriologia do Laboratério Central do
Hospital das Clinicas da Universidade de S&o Paulo e pirogenicidade "in

vivo", no Instituto de Medicina Nuclear do HC-FMUSP.

452 Analise dos constituintes da emulsao

As emulsdes, ap0s o preparo, apresentaram a seguinte composi¢ao
quimica percentual: triglicérides 76,5 + 4,1%; colesterol livre 1,9 = 0,3%;
éster de colesterol 11,2 + 3,0% e fosfolipides 10,4 + 1,3%. A trioleina
foi quantificada por método enzimatico comercial (Sigma Chemical Co.,
St Louis, E.U.A.), e o fosfolipide por precipitacdo em acido tricloroacético .
A separacao entre o colesterol livre e o esterificado, foi obtida por
cromatografia de camada delgada em silica gel 60 H (0,5 mm de espessura),
desenvolvida em sistema de solventes n-hexano/éter etilico/acido acético
glacial (70 ml: 30 ml: 1,0 ml). O colesterol livre e o0 oleato de colesterol foram

quantificados pelo método de Zlatikis®.
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45.3 Estudos cinéticos com a emulséo de Quilomicrons

Artificiais

Os participantes do estudo chegavam ao laboratério de Metabolismo
de Lipides do Instituto do Corac¢do do HC-FMUSP no periodo da manha, em
jejum de pelo menos 12 horas. Apos a coleta das amostras de sangue para
as determinacdes de concentracdo plasmatica de colesterol total, LDL-C,
HDL-C, VLDL-C, triglicérides, apo A-l, apo B, Lipoproteina —-Lp (a),
proteina C reativa (PCR), glicose, creatinofosfoquinase total (CPK), alanina
aminotransferase (TGP) nos portadores de HF, dava-se inicio aos estudos
cinéticos da emulsdo de quilomicrons artificiais. Era injetado na veia cerca
de 100 microlitros de emulsdo de quilomicrons artificiais, contendo 148 kBq
(4uCi) de *H-trioleina (*H-TG) e 74 kBq (2uCi) de **C-oleato de colesterol
(**C-CE). Ap6s a injecdo, por meio de outra puncdo venosa em braco
contralateral, foram colhidas amostras sanguineas (5 ml) em tubos de
ensaio contendo 50 microlitros de heparina sodica, em intervalos de
tempo pré-estabelecidos (2,4,6,10,15,20,30,45 e 60 minutos), mantendo-se
a cateterizacdo venosa com infusdo lenta de soro fisiologico a 0,9%.
As amostras sanguineas foram centrifugadas a 2.700 rpm, durante 10 minutos,
em centrifuga Sorvall (modelo RT7,Wilmington,EUA), para obtencdo de
plasma. Aliquotas de plasma (1,0 mL) foram pipetados em frascos de
cintilacdo. Foram acrescentados 7 ml de solucéao cintiladora PPO/POPOP/
triton X-100/tolueno (5¢:0,59:333 mL:/667 mL) para a determinacdo da

radiatividade presente nas amostras coletadas, utilizando-se um contador
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Beta (Packard, modelo 1660 TR,EUA). As contagens obtidas foram
utilizadas para o calculo das curvas de decaimentos plasmaticos e dos

parametros cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da emulsao.

454 Analise dos dados cinéticos

As cinéticas de *H-TG e do '*C-CE fornecem informacdes distintas
sobre o comportamento dos quilomicrons no plasma. A remocao plasmatica
dos *H-TG da emulsdo reflete o processo de lipélise dos quilomicrons
artificiais, enquanto a remocdo do éster de **C-CE reflete a remocéo do
remanescente pelo figado. As contagens de radioatividades obtidas nas
amostras de plasma dos pacientes nos tempos avaliados durante 60 minutos
foram utilizadas para a determinagcdo das curvas de decaimento plasmatico
e calculo dos parametros cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da
nanoemulsdo, por meio de analise compartimental, com a utilizacdo de um
programa computacional desenvolvido para andalise de cinética de
nanoemulsdes por C.H Mesquita, do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares da Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, programa AnaComp
versdo 4.1"°.

No modelo utilizado (figura 2), a analise da cinética da hanoemulsao
foi realizada por avaliacbes isoladas das remocdes plasméaticas de seus
componentes lipidicos radioativos, pelo fato dos mesmos apresentarem
comportamentos diferentes. Assim como no metabolismo dos quilomicrons

naturais, os triglicérides da nanoemulsdo sdo hidrolisados durante o
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metabolismo, enquanto que o oleato de colesterol permanece no interior da

particula até a captacdo da mesma pelo figado.

c-CcE H-TG

N\ /

k1,2

Figura 2. Modelo compartimental utilizado para analise de cinética plasmatica dos

quilomicrons artificiais

A curva de remocao plasmaética do **C-colesterol esterificado (**C-CE)
reflete a cinética do colesterol esterificado e apresenta um perfil bi
exponencial com um rapido decaimento inicial seguido de outro mais lento.
Esse perfil levou & adocdo de um modelo com dois compartimentos que
representam o colesterol esterificado dos quilomicrons artificiais no espaco
intravascular, tal como foi injetado (compartimentol) ou na particula

remanescente resultante do processo de lipdlise (compartimento 2).
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A curva de remocdo plasmatica dos °H-triglicérides (*H-TG)
representa a cinética das moléculas de triglicérides. Embora essa curva
apresente as mesmas caracteristicas da curva de remocéo do *C-CE, o seu
decaimento é mais rapido devido & acdo da LLP. A cinética do *H-TG é
representada por trés compartimentos: os triglicérides na particula, tal como
foi injetado na circulacdo sanguinea (compartimento 3), as particulas
remanescentes (compartimento 4) e os acidos graxos livres derivados da
hidrolise dos triglicérides (compartimento 5).

A partir desse modelo e com base no método dos minimos quadrados
ndo linear, foram calculadas as taxas fracionais de transferéncias (K , y)
dos lipides marcados entre 0s compartimentos ou para 0 espaco

extravascular.

Andlise Cinética do *C-colesterol éster

O compartimento niumero 1 representa a emulsdao marcada com o
14C-CE, introduzida no espaco intravascular.
e k1o representa a fracdo da emulsdo que € retirada do
compartimento plasmatico por meio de via ndo especifica;
e k. representa a fracdo da emulsdo que sofre a acdo da LLP,

perdendo os triglicérides e se transformando em uma particula

menor,
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O compartimento nimero 2 representa o remanescente de quilomicron
resultante da acéo lipolitica;

e k,o representa a fragdo de remanescente de quilomicron que é

removida do compartimento plasmético, por meio de captagéo

principalmente hepatica.

Anélise Cinética do *H-triglicérides

O compartimento nimero 3 representa a emulsdo marcada com

3H-TG, injetada na circulacdo sanguinea.

e k3o representa a fracdo da emulsdo que € removida do
compartimento plasmatico por meio de via ndo especifica;

e k3, representa a fracdo da emulsdo que sofre a acdo da LLP,
perde triglicérides se transforma no remanescente de quilomicron;
este equivale ao k 1 »;

e Kk 35 representa a fracdo de acidos graxos livres formada a partir da

hidrélise dos triglicérides, pela agdo da LLP sobre os quilomicrons.

O compartimento n°4 representa o remanescente de quilomicron.

e k45 representa a fracdo de &cidos graxos livres formada a partir da
hidrolise dos triglicerideos pela agédo da LLP sobre os remanescente
de quilomicrons.

e k4o representa a fracdo de remanescente captada principalmente
pelo figado.

e kso representa o desaparecimento dos acidos graxos livres do

compartimento extravascular.
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Calculo das taxas fracionais de remocéo (TFR)
As taxas fracionais de remocéo (TFR) do *H-TG e do **C-CE medidas

em min™* foram calculadas pelas férmulas:

TFR -Y"C-CE: (kyoX X2+ ka0 X X3) / (X2+X3)
X2:1/k 1,1

X3: k 1,2 /(k 1,1 X k 2,2)

TFR-*H-TG: (K 30X X4 + K 40 X X5+ Kk 50 X X6) / (X4+X5+X6)
X4:1/K 33

X5:K34/(k3z XKaga)

X6:Kz4xXKgs/ (W3XWaXWS)+Kszs/ (W3 XWwh)

Taxa fracional de lipolise (TFL): (K 35 X X4+ K 45 X X5) / (X4+X5)
X4:1/k33

X5: k3,4/ (k 33X k 4,4)

455 ConsideracOes sobre protecédo radiologica

As doses de radioatividade injetadas nos participantes, em cada
experimento, foram calculadas de acordo com as normas da "International

Comission on Radiological Protection" ’’

. Para componentes organicos
marcados com **C ou *H, os valores de exposicdo anuais preconizados sdo

9x10’ e 3x10° Bq respectivamente. No presente estudo, a dose injetada de
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14C foi de 22,2 x 10* e para o *H de 44,4 x 10* Bg, o equivalente a:
(44,4 x 10* Bq / 3x10° Bg) x 50 mSv = 0,0075 mSv, dose bem abaixo do
limite preconizado.

A dose equivalente incorporada no corpo inteiro em consequéncia
da exposicdo aos lipides radioativos foi estimada em 0,04 mSv, conforme
avaliado pelo método MIRD — Medical Internal Radiological Dosimetry’®.
Em conformidade com as normas de protecdo radiolégica da Comissdo
Nacional de Energia Nuclear de 1988, este valor € muito inferior a0 maximo
permitido, 50mSv.

O estudo tomografico para avaliacdo do escore de célcio
correspondeu a uma exposicdo menor que 30 segundos aos raios X (dose

meédia de radiacdo aproximadas de 2,0 mSv ).

4.6 Analises bioquimicas dos pacientes

Todas as dosagens laboratoriais foram realizadas no Laboratério
Central do HCFMUSP. As coletas de sangue foram realizadas no inicio dos
estudos cinéticos apos jejum de pelo menos 12 horas. Amostras de sangue
foram colhidas em tubo de ensaio contendo EDTA 0,1% (10pl/ml de sangue)
e em tubo seco.

As concentragbes de colesterol total, HDL-colesterol, triglicérides e
glicemia presentes no plasma foram determinadas por reagcdo bioquimica

entre o reagente e o analito. Essa reacao resultou em formacéo de cor que
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foi quantificada por método de espectrofotometria em equipamento modular
da empresa Roche Diagndstica.

O LDL-colesterol foi calculado pela férmula de Friedewald. Quando o
valor de triglicerideos for maior que 400 mg/dl, foi realizada determinacdo
direta do LDL-colesterol, usando kit enzimatico da Roche Diagndstica.
A lipoproteina (a), apo B e apo A-l foram determinadas por métodos
enzimaticos padrdo e as quantificacbes foram feitas por método de
imunoturbidimetria em equipamento modular da empresa Roche
Diagnostica. Concentracbes de proteina c reativa de alta sensibilidade
(PCR-as) foram determinadas por método de nefelometria, em equipamento
BN Il (Dade Behring/Siemens), com valor de referéncia 0 a 5 mg/dL.
As determinacdes, lipoproteina (a), apo B e apo A-l e PCR-as, foram

realizadas apenas nos portadores de HF.

4.7 Determinacao da mutacao do receptor da LDL

4.7.1 Extracdo do DNA

Foram coletados 10 mL de sangue periférico em tubo de hemograma
contendo EDTA. A extracdo do DNA foi realizada como descrito por Miller e
colaboradores”. O sangue foi hemolisado com tampé&o contendo NH.CI
0,144M e NH4CO3 0,001M. Em seguida os leucécitos foram lisados

(solugdes Tris 0,01M, NaCl 0,4M, EDTA 0,002M pH 8,0 e EDTA 0,5M,
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SDS 10% pH 8,0), o DNA foi precipitado (solucdo NaCl 6M) e ressuspenso
em TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM pH 8,0). A concentracédo da solucao de
DNA obtida foi determinada com leitura em espectrofotbmetro a 260nm.

A solucéo de DNA foi diluida em TE (50ng/mL) para uso.

4.7.2 Reacdo em cadeia da polimerase

Os polimorfismos foram amplificados a partir do DNA genémico com
auxilio do método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)®°. O protocolo
desenvolvido por amostra consta de: 2uL de DNA (20ng/ml) adicionados a
0,02uL da solugédo de desoxirribonucleotideos trifosfatados (10mM), 1uL de
10x Assay Buffer (Ultra Chem®), 2uL de MgCI2 (10 mM), 0,4uL de primer
senso e 0,4uL de primer antisenso na concentracdo de 5mM e 0,06uL de
enzima Taqg polimerase (Easy Taq Invitrogen; 0,625 U) completando com
agua milliQ para totalizar um volume final de 10uL. As reacdes de PCR
foram realizadas em um termociclador (MiniCycler MJ Research), seguindo
as condicdes especificadas para cada par de primers que foi utilizado. Em

seguida as amostras das reacdes foram visualizadas em gel de agarose 1%.

4.7.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de amplificacdo obtidos pela PCR foram analisados em

gel de agarose 1,0%. Para tanto, 1,0g de agarose foi suspensa em 100 ml

de tampao tris-acetato-EDTA e fervida em forno de microondas até
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dissolucdo completa. Brometo de etideo 25 mM foi utilizado na proporcéo
de 50ul/100mL de gel antes de sua polimerizacdo. O tamp&o utilizado no
preparo das amostras foi composto de glicerol 30%, azul de bromofenol
0,05% e xileno-cianol 0,05%. A eletroforese foi realizada em uma cuba
horizontal com tampao tris-acetato-EDTA com aplicacdo de aproximadamente
120 Volts. O marcador de peso molecular utilizado foi o DNA “Ladder” de
100 pb (Gibco-BRL). Os fragmentos amplificados foram separados de
acordo com o tamanho e visualizados pela exposicao do gel a luz ultravioleta

no equipamento EagleEye Il (Stratagene).

4.7.4 Sequenciamento automatico

ApOs a realizagdo de um PCR comum para amplificacdo das

amostras foram realizadas as seguintes etapas:

e Purificagdo das amostras amplificadas por PCR: A purificagéo
foi realizada com o produto ExoSAP-IT (USB Corporation), o
qual utiliza duas enzimas hidroliticas, a Exonuclease | e a Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP), para remover sobras de dNTPs e
oligonucleotideos. A Exonuclease | hidrolisa os oligonucleotideos
fita simples residuais e qualquer outra fita simples de DNA “estranha”
produzida no PCR. A SAP hidrolisa os dNTPs remanescentes
da mistura de PCR que poderiam interferir na reacdo de
sequenciamento. Adiciona-se a enzima diretamente no produto de

PCR em qualquer volume, obedecendo-se sempre a proporcao de
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2ul de ExoSAP para 5ul de produto. Leva-se a mistura ao
termociclador para ativacdo e acdo das enzimas a 37°C por 15
minutos, seguido de um periodo de inativacédo a 85°C por 15 minutos.
Assim, as amostras ficaram prontas para o sequenciamento.

Sequenciamento do DNA: Todas as amostras purificadas foram,
entdo, submetidas ao sequenciamento. O equipamento utilizado
foi o ABI-3100 — Applied Biosystems em conjunto com o kit
reagente ABI PRISM BigDye terminator cycle sequencing (PE
Applied Biosystems). Os primers utilizados para o sequenciamento
estdo descritos na tabela 1. Amostras de 2,5ul dos DNAs
amplificados foram adicionadas a 2,5yl de primers senso ou
antisenso (5pmol) juntamente com 1pl do kit big dye terminator, 3ul
de DNA polimerase e tampao de reagdo 5x BigDye e 1ul de agua,
totalizando um volume de 10ul. Posteriormente, a mistura de
reacao foi purificada por precipitagdo com a adigdao de 80pul de
Isopropanol (Merck) a 75-80% em cada poco, a placa foi coberta
com papel aluminio deixando—a em temperatura ambiente por 15
minutos. Apos centrifugacao (4000rpm por 30 min. a 4°C), o etanol
foi desprezado e 150pl de etanol (70%) sendo adicionados em
cada poco, e em seguida as amostras foram novamente
centrifugadas (4000rpm por 15 min. a 4°C). A placa foi virada
cuidadosamente para descartar o etanol. As amostras foram
entdo, centrifugadas com a placa invertida a 4000rpm para a

completa evaporacdo do etanol. As amostras de DNA foram
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desnaturadas a 96°C por 2 min. e 30 segundos. O precipitado de
DNA foi ressuspenso com 10ul de formamida HI-DYE em cada
poco. A placa foi homogeneizada e foi feita uma rapida
centrifugacdo na placa. As amostras foram desnaturadas no
termociclador por dois minutos e 30 segundos a 96°C. Apls a
desnaturacdo, a placa foi acondicionada imediatamente em gelo
por 3 a 5 minutos. As amostras foram depois injetadas no
sequenciador ABI — 3100 conforme os parametros recomendados

pelo fabricante.

Os genes sequenciados foram: LDL-R e APOB. Essa pesquisa foi
realizada no Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular do InCor-
HCFMUSP.

Foram identificadas mutacbes em 20 dos 36 pacientes com
diagnoéstico clinico de HF (ver tabela do anexo 1 para descricdo das

mesmas).

4.8 Analise estatistica

O tamanho amostral deste estudo foi baseado em estudos de cinética

previamente realizados no laboratério de metabolismo lipidico do InCor

37,39

HCFMUSP utilizando-se a mesma metodologia A normalidade dos

dados foi testada pelo método de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis
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categoricas foram representadas por frequéncia absoluta (n) e relativa (%) e
as continuas por média e desvio padrdo ou medianas (intervalos) caso néao
apresentassem distribuicAo Gaussiana. A presenca de associacdo entre
variaveis categoricas foi verificada pelo teste do Qui-quadrado (x2) ou pelo
teste exato de Fisher quando as suposi¢cdes basicas do teste do qui-
guadrado ndo se encontravam satisfeitas. Ja as variaveis continuas foram
comparadas entre 0s grupos por meio do teste t de Student ou pelo teste de
Mann-Whitney caso nao apresentassem distribuicdo n&o Gaussiana.
A andlise ponto a ponto da curva de decaimento dos radiois6topos
comparando-se os grupos HF e controle e dos HF com e sem CAC no
decorrer do tempo foi realizada pelo método de ANOVA de medidas
repetidas seguida pelo teste de multiplas compara¢ces de Tukey. Adotou-se

o nivel de significancia de 0,05 (o = 5%).

4.9 Implicacdes éticas

Todos o0s sujeitos do estudo assinaram termo de consentimento
informado. Este estudo foi aprovado pela CAPPESQ projeto numero:

1067/06



5 RESULTADOS
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5.1 Comparacéao entre HF e controles normolipidémicos

A tabela 1 mostra as caracteristicas clinicas dos pacientes
portadores de HF e dos controles normolipidémicos. Nao foram
encontradas diferencas quanto a idade, sexo, hipertensdo e ao indice
de massa corporea (IMC) entre o grupo HF e controles. Contudo, o
grupo de pacientes portadores de HF apresentou maior numero de

tabagistas (p= 0,03).

Tabela 1. Dados demogréficos dos pacientes HF e controles

HF (n=36) CONTROLES (n=50) P
Sexo masc. (%) 16(44) 24(48) 0,91
Idade (anos) 47+12 47,8114 0,95
IMC (Kg/m?) 2614 25+3,5 0,12
HAS (%) 14(39) 14(29) 0,69
Tabagismo (%) 5(14) 0 0,03

Legenda: IMC-indice de massa corporea; HAS-hipertenséo arterial sistémica
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A tabela 2 mostra os dados laboratoriais dos pacientes HF e
controles. Foi observado maiores valores de colesterol total (p<0,0001),
LDL-colesterol (p<0,0001) e triglicerideos (p<0,0001) no grupo de

portadores de HF.

Tabela 2. Dados laboratoriais (mg /dL) dos pacientes HF e controles

HF (n=36) Controles (n=50) P
Colesterol total 374+80 196+30 <0,0001
LDL-colesterol 292+78 124+30 <0,0001
Triglicerideos 175166 118+45 <0,0001
HDL-colesterol 49+13 50+14 0,52
Glicose 94+8 95+9 0,64

As figuras 3a e 3b mostram respectivamente as curvas de decaimento
do ®H-TG e *C-CE nos portadores de HF e nos controles, j4 tabela 3 mostra

0s parametros da cinética dos quilomicrons artificiais.
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Legenda : Curva de decaimento do C-CE no tempo; no grafico foi excluido o tempo zero que era
similar nos dois grupos (100%); p<0,001 para interacdo grupo tempo dos HF em relagdo aos
controles.

Figura 3a. Curva de decaimento do **C-CE dos portadores de HF e controles
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Legenda : Curva de decaimento do *H-TG no tempo; no grafico foi excluido o tempo zero que era similar
nos dois grupos (100%); p=0,804 para interac&@o grupo tempo dos HF em relagdo aos controles.

Figura 3b. Curva de decaimento do *H-TG dos portadores de HF e controles
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Ao analisarmos comportamento da curva de decaimento do
4C-CE observamos diferencas significativas entre os grupos HF e
controles no decorrer do tempo (p<0,001). Consequentemente as taxas
fracionais de remocado de *C-CE eram menores nos portadores de HF
em relacdo aos controles respectivamente 0,0013 (1,5. 10°%0,082) min™
e 0,012 (1,51.10°; 0,017) min™, (p=0,001).

Ao analisarmos o comportamento da curva de decaimento do *H-TG
notamos que nao houve diferenca significativa dos grupos no decorrer do
tempo (p=0,804). Da mesma forma nao foram observadas diferencas quanto
as taxas fracionais de remocéo do *H-TG (p=0,26) e de lipdlise (p=0, 198)
entre 0S grupos.

Na analise das constantes de transferéncias (k xy) foram observados
valores menores de Kz o=k 0 (p=0,005) e valores maiores de k45 (p=0,0024)
nos portadores HF em comparagdo aos controles. Ndo se observou

diferencas nas outras constantes de transferéncias avaliadas.
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Tabela 3. Parametros da cinética plasmatica dos quilomicrons artificiais dos

portadores de hipercolesterolemia familiar (HF) e controles

HF(n:36) Controles(n:50) p

TFR “C-CE 0,0013 (1,5.10°,8.10) 0,012(1,51.10%; 0,17) 0,001
TFR°H-TG 0,027 (0,0004; 2,3 .10°%) 0,032(0,0004;0,23) 0,26
TFL 0,019(3.10; 2,70) 0,016 (0,0002; 2,48) 0,198
Kyo= Ks0 0,078 (1.10% 0,55) 0,073(1.10%; 0,63) 0,91
ka0 =Kao 0,0007(1.10%; 0,43) 0,005(1.10%; 9,0) 0,005
ks.o 0,24 (0,0024;10) 0,26 (0,01;10) 0,62
Ky 2-Ks 4 0,076 (0,0086;0,87) 0,053 (0,001;9,7) 0,075
Kss 0,056 (0,003;0,36) 0,056(0,01;19,1) 0,67
Kas 0,007(1.10™* 8,79) 0,0019 (3,5.10™:1,87) 0,0024

Legenda tabela 3: TFR-taxa fracional de remog&o; TFL- taxa fracional de lipdlise; k xy (constante de transferéncia

do compartimento x para y) expressas em min™.
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5.2 Comparacéao dos grupos HF com ou sem CAC

A tabela 4 mostra as caracteristicas clinicas dos pacientes HF
que apresentam ou ndo CAC. Nao houve diferenca significativa em
relacdo a idade, sexo e fatores de risco para doenca cardiovascular entre

0S grupos.

Tabela 4. Dados demogréficos dos pacientes HF apresentando ou ndo CAC

Sem CAC (n=16) Com CAC (n=20) p
Sexo masc.(%) 7(44) 9(45) 0,94
Idade (anos) 45,6112 49 £11 0,341
IMC (Kg/m?) 26+3,3 26,7+4,6 0,55
HAS (%) 7(43) 8(40) 0,57
Tabagismo (%) 2(13) 3(15) 0,072
DAC precoce familiar (%) 10(63) 13(65) 0,11

Legenda: CAC- calcificagdo da artéria coronaria; IMC- indice de massa corpérea; HAS- hipertensao
arterial sistémica; DAC- doenca arterial coronaria.

A tabela 5 mostra os dados laboratoriais dos portadores de HF com e
sem CAC. Os portadores de CAC apresentam concentracdes maiores de
colesterol total (p=0,021), LDL-C (p=0,048) e apo B (p=0,024). Nao houve

diferenca significativa entre os outros parametros avaliados.
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Tabela 5. Dados Laboratoriais dos pacientes HF com ou sem CAC

Sem CAC (n=16) Com CAC (n=20) p
Colesterol total 340+50 401+89 0, 021
HDL-colesterol 48+13 50+13 0,70
LDL-colesterol 261+60 318+82 0,048
Triglicerideos 181+74 171+61 0,75
Glicose 93+10 95+8 0,56
Apo A-| 132+45 142+26 0,59
Apo B 158+49 197+47 0,024
Lp (a) 81+77 86172 0,90
PCR-as 3,613 3,142 0,97

Legenda tabela 5: Lipides e apolipoproteinas em mg/dL; glicose em mg/dL; PCR-as em mg/L;

PCR-as: proteina C reativa de alta sensibilidade.

As figuras 4a e 4b mostram respectivamente as curvas de decaimento
do *C-CE e *H-TG nos portadores de HF com e sem CAC. J& a tabela 6
mostra a comparacdo dos parametros cinéticos de remocéo do C-CE e

3H-TG entre HF com e sem CAC.
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Legenda : Curva de decaimento do 1C-CE no tempo; no grafico foi excluido o tempo zero que era
similar nos dois grupos (100%); p=0,125 para interagdo grupo tempo dos HF com e sem CAC.

Figura 4a. Curva de decaimento do **C-CE dos portadores de HF com e sem CAC
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Legenda : Curva de decaimento do *H-TG no tempo; no gréfico foi excluido o tempo zero que era
similar nos dois grupos (100%); p=0,591 para interagdo grupo tempo dos HF com e sem CAC.

Figura 4b. Curva de decaimento do *H-TG dos portadores de HF com e sem CAC
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N&o houve diferencas do comportamento das curvas de decaimento
do *C-CE e °H-TG dos grupos com e sem CAC com o passar do tempo,
p=0,125 e p=0,591, respectivamente. Da mesma forma ndo foram
observadas diferencas nas taxas fracionais de remocéo de **C-CE (p=0,67),
3H-TG (p=0,79) e de lipdlise (p=0,59) entre os portadores ou ndo de CAC. As
constantes de transferéncia (K xy), ndo diferiram entre os grupos estudados,

p>0,05 para todas as analises.

Tabela 6. Parametros da cinética plasméatica dos quilomicrons artificiais dos

portadores de hipercolesterolemia familiar (HF) com e sem CAC

Sem CAC (n=16) Com CAC (n=20) P
TFR C-CE  0,0007 (1,47 .10°;0,082)  0,0013(1,6 .10°;0,038) 0,67
TFR*H-TG  0,025(0,0004; 0,075) 0,029(0,009; 0,23) 0,79
TFL 0,018 (0,0002; 0,156) 0,021(0,0004; 2,67) 0,60
Kyo= Kso 0,080(0,03; 0,55) 0,075(1.10%; 0,50) 0,48
Kz,0- Kao 0,0003(1.10%; 0,04) 0,0007(1.10°; 0,037) 0,88
Kso 0,21(0,01; 10) 0,28(0,0023; 10) 0,68
Ky 2-Ks4 0,094 (0,027; 0,46) 0,0750 (0,008; 0,87) 0,71
Kss 0,070 (0,01; 0,36) 0,04(0,003; 0,35) 0,19
Kas 0,0080(1.10*: 4,6) 0,0050(1.10; 8,79) 0,31

Legenda tabela 6: TFR-taxa fracional de remog&o; TFL- taxa fracional de lipdlise; kyy (constante de
transferéncia do compartimento x para y) expressas em min™.



6 DISCUSSAO
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Este estudo observou diferencas significativas no comportamento da
cinética plasmatica dos quilomicrons artificiais entre portadores de HF
heterozigoética, diagnosticada por critérios clinicos e por genotipagem, e
individuos normolipidémicos. Entretanto, essas alteracbes nédo se
associaram numa analise transversal com a presenca de aterosclerose

subclinica representada pela CAC.

Comparacdo da cinética dos quilomicrons artificiais entre HF e

normolipidémicos

No presente estudo foi verificada reducao significativa na remocao do
remanescente dos quilomicrons nos portadores de HF em relacdo aos
controles. Nos primeiros a TFR do *C-CE foi cerca de 10 vezes menor em
relacdo aos Ultimos. O modelo de analise compartimental utilizado nos
permitiu demonstrar que esses defeitos decorrem da diminuicdo das taxas de
transferéncia do compartimento plasmatico para o figado (k2 o = ks o)
expressando a fase lenta da curva de decaimento do **C-CE. Por outro lado,
ndo foram encontradas diferencas significativas entre 0s grupos
respectivamente na remocdo dos triglicérides e na taxa de lipolise das
particulas da emulsdo. Embora n&o tenha havido diferenca nas TFR do *H-TG
entre os grupos foi encontrado aumento significante na taxa de transferéncia

do compartimento 4 para 5 (kss5) nos HF em relagdo aos controles. O ks
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representa em nosso modelo tedrico a remocdo do acido graxo livre do
remanescente de quilomicron para o compartimento extravascular. 1sso pode
ser consequente do maior tempo de exposicdo dos triglicérides dos
remanescentes de quilomicrons a lipase lipoprotéica jA que sua taxa de
remocao do plasma representada pelos koo e kio € aproximadamente 10
vezes menor nos HF em relacdo aos controles. E importante enfatizar que
embora portadores de HF possam ter elevacdo discreta dos valores de
triglicérides de jejum no plasma em relagcdo aos controles, como encontrado
em nossos pacientes, esta é atribuida geralmente a hiperproducdo de VLDL
pelo figado e nado a defeitos na sua lipdlise .

Classicamente a HF é caracterizada por defeitos na funcdo ou
expressdo do receptor da LDL, embora mais raramente defeitos na apo
B100 e no aumento de funcdo da PCSK-9 possam causar fenétipo similar *°.
Defeitos na expressdo do receptor da LDL classicamente levam aos
elevados valores de LDL-C no plasma dos portadores de HF, ja que a LDL
nao € removida de forma adequada pelo figado. Os remanescentes de
quilomicrons por sua vez poderiam se acumular no plasma de portadores de
HF ja que o receptor da LDL liga-se tanto a apo B100 das VLDL, seus
remanescentes e LDL, quanto a apo E que é carregada na superficie dos

32-34

quilomicrons e seus remanescentes E importante enfatizar que a

afinidade do LDLR pela apo E € cerca de cinco vezes o da afinidade do
mesmo pela apo B100 333,

As emulsdes de quilomicrons artificiais assemelham-se em tamanho e

composicao a pequenos quilomicrons e sao removidas pelo figado gracas a
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presenca da apo E em sua superficie **. Varios estudos realizados pelo
grupo do Prof. Raul Maranh&o in InCor-HCFMUSP e na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP demonstraram que as emulsdes sdo Uteis
para avaliar a funcdo do receptor da LDL*"*%43*% previamente Sposito et
al.** encontraram relacdo inversa entre as TFR do **C-CE com
concentracbes de LDL-C e apo B, marcadores indiretos da funcdo do
receptor da LDL, em portadores de doenca coronaria cronica “3. J& manobras
que aumentam a expressdo do receptor da LDL como o uso de estatinas
incrementam a TFR do **C-CE em individuos portadores de DAC ou de
dislipidemia aterogénica ***. De fato o uso de doses mais elevadas de
atorvastatina (40 mg ) nestes individuos aumentou significativamente a
remocado dos remanescentes de quilomicrons (diminuicdo em 73% nos
tempos de permanéncia do remanescente no plasma) em comparacao ao
placebo (sem efeito) e a dose de 10 mg. Esta por sua vez havia diminuido
em 50% o tempo de permanéncia dos remanescentes no plasma.
Esses resultados sugerem que um maior efeito sobre a expressdo do
receptor da LDL com a dose de 40 mg consequentemente levaram a uma
maior remocdo plasmatica dos remanescentes de quilomicrons.
Mais recentemente Mangili et al. (dados néo publicados) encontraram que o
uso da ezetimiba, um bloqueador de absorcédo do colesterol pelo intestino,
em forma isolada ou em associacdo com a sinvastatina aumentam também
a TFR do '*C-CE. A ezetimiba embora atue preferencialmente no intestino
ligando-se ao receptor NPC1-L1, leva a aumento do RNA mensageiro do

receptor da LDL no figado 2.
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Estudos do metabolismo de quilomicrons em modelos animais de HF

Ha controvérsias na literatura se realmente ocorrem defeitos no
catabolismo de quilomicrons e seus remanescentes em portadores de
HF*7 4930|550 decorre, como citado anteriormente, do fato destes dltimos
serem removidos ndo apenas pelo receptor B e E mas, principalmente pelo
receptor especifico LRP, quando entram no espaco de Disse Bowler et al.®®
encontraram graves defeitos na remocado das emulsdes de quilomicrons
artificiais, similares as utilizadas em nosso estudo, em coelhos Watanabe,
um classico modelo animal de HF. A reducéo da remoc¢éao dos remanescentes
e da lipolise dos quilomicrons foi encontrada tanto em animais heterozigéticos
como homozigotos para a expressao do receptor da LDL. Da mesma forma
Hussain et al.®* encontraram diminuicdo na remocdo de quilomicrons da
linfa em coelhos normais que foram alimentados com colesterol, uma
manobra que reduz a expressdo do receptor da LDL, e em coelhos
Watanabe. Ambos o0s grupos de animais apresentaram diminuicdo da
quantidade do receptor B,E no figado em relacdo aos coelhos controles.
Choi et al.®* mostraram diminuicdo da remocdo dos quilomicrons em
animais tratados com anticorpos contra o receptor da LDL . Por outro lado,

Kita et al.*®

nao encontraram defeitos na remocédo dos quilomicrons da
linfa em coelhos Watanabe . Herz et al.®® estudando camundongos
“knockout” para o receptor da LDL, aonde o receptor LRP é dominante,

também n&o encontraram reducdo do clareamento plasmatico dos

remanescentes de quilomicrons.
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Estudos do metabolismo de quilomicrons em portadores de HF

A controvérsia originada nos modelos animais estende-se para
estudos em humanos. Isso decorre muitas vezes de heterogeneidade das
populacdes estudadas e dos métodos de avaliacdo utilizados nesses
estudos “>*°. Rubinsztein et al.** avaliaram o metabolismo pés-prandial das
lipoproteinas ricas em triglicérides pelo método do retinil-palmitato e n&o
encontraram alteracées em 5 individuos HF homozigdticos . Da mesma

|.86

forma, Eriksson et a utiizando o mesmo método ndo encontraram

diferencas na lipemia pés prandial entre 9 individuos HF heterozigotos e 23

.*6 encontraram actmulo tanto do retinil-

controles. Por outro lado, Mamo et a
palmitato quando da apo B48 ,a principal apo estrutural dos quilomicrons e
remanescentes, em HF homozigotos japoneses . Nesses individuos a
ligacdo “in vitro” e captacdo dos remanescentes de quilomicrons marcados

com 1%

por fibroblastos estava diminuida quando comparada aos
individuos normolipidémicos. Da mesma forma, Cabezas et al.*
encontraram diminuicdo no clearance dos remanescentes medido pela
cinética do retinil-palmitato em 5 HF heterozigotos em relacdo a 9 controles .
O mesmo grupo de investigadores encontrou aumento na lipemia pos-
prandial de 7 portadores de HF em relacdo a controles utilizando o ensaio de
medida do colesterol das lipoproteinas remanescentes (RLP-C). No mesmo
estudo o uso de 80 mg de sinvastatina , medicamento que sabidamente

aumenta a expressdo hepatica do receptor da LDL ¥, reduziu a

concentracdo das RLP-C mas nao diminuiu a lipemia pés-prandial.
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Controvérsias existem também quando se mede as concentragcdes

|'88

de apo B48 em portadores de HF. Dane-Stewart et al.”® encontraram

aumento nas concentracfes em jejum de apo B100, apo B48 e RLP-C
em 15 HF heterozigéticos em comparacéo a controles . Tremblay et al.>®
encontraram aumento no “pool” de apo B48 em portadores de HF
heterozigotica portadores de mesma mutacao “nula” do receptor da LDL.
Entretanto o estudo cinético com isOtopos estaveis nesses individuos
nao encontrou diminuicdo da remocdo hepatica dessa apolipoproteina,
mas sim aumento da producéao intestinal da mesma. Ou seja, portadores
de HF poderiam tem aumento de quilomicrons no plasma mais por um
problema de producédo elevada do que por diminuicdo da expressao do
receptor da LDL.

A controvérsia se ha realmente defeito na remocéao dos quilomicrons
e remanescentes em portadores de HF persiste quando se avalia estudos
que utilizaram a emulsdo de quilomicrons artificiais. Diferentemente de
nossos resultados Watts et al.*® ndo encontraram diminuicdo das TFR do
remanescente de quilomicron artificial em 10 HF homozigotos e 15
heterozigotos em relacdo aos controles. Contudo apesar de utilizarem a
mesma emulsdo de nosso estudo o método de analise empregado pelos
autores foi diferente do nosso protocolo de pesquisa. A emulsdo de
quilomicrons artificiais foi marcada no caso com isotopos estaveis e foi
medida a eliminac&do do *C pela via respiratéria por um periodo de 24 horas.
Nesse periodo, varias refeicbes foram consumidas pelos sujeitos da

pesquisa diferentemente de nosso estudo realizado em 60 minutos, aonde
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foram feitas coletas de amostras de sangue e aonde 0s sujeitos da pesquisa
permaneceram em jejum e em repouso durante todo o experimento.

Previamente Maranhdo et al.®’

mostraram importante lentificacdo da
remocao dos quilomicrons artificiais quando compararam estudos realizados
em jejum e no periodo pos-prandial . Os préprios autores reconheceram que
o teste respiratorio ndo é uma medida direta do clareamento plasmatico dos
remanescentes, sendo que repouso absoluto por 24 horas seria condicédo
ideal para realizacdo desse estudo, fato que nao ocorreu. Um achado
paradoxal do estudo de Watts et al., atribuido pelos autores ao baixo
consumo de &acidos graxos nos pacientes HF homozigoéticos, foi que a
constante de transferéncia que equivale ao kzo, ou seja, justamente aonde
foi encontrada diminuicdo da remocdo nosso modelo compartimental,
encontrava-se aumentada em relacao aos controles e aos heterozigotos. Da
mesma forma nos homozigoéticos aonde deveriamos ter maiores defeitos de
remocao dos remanescentes apresentaram as menores areas sob a curva
de enriquecimento do **C-CO2.

Em recente revisdo sobre o metabolismo de lipoproteinas ricas em
triglicérides em portadores de HF Kolovou et al.?* sumarizam que embora
haja controvérsias, predominam na literatura estudos que indicam defeitos
no metabolismo de quilomicrons e remanescentes em portadores de HF.
As diferencas dos resultados entre os diversos estudos poderiam ser
explicadas por heterogeneidade nos pacientes estudados e nos métodos
utilizados. E possivel que o tipo de mutacdo do receptor da LDL, por

exemplo, mutacdes nulas vs. defeituosas ®%°, presenca ou ndo de
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resisténcia a insulina®, genétipo da apolipoproteina E %, producéo
exagerada ou ndo de VLDL pelo figado 8!, além de outros fatores
desconhecidos possam influenciar nos resultados encontrados. Da mesma
forma o teste predominantemente utilizado do retinil-palmitato nos diversos

93

estudos, sofre influéncias do tipo de dieta ofertado °°, do tempo de

92

esvaziamento gastrico ¢, da absorcdo intestinal e da dificuldade de

separacao das diversas lipoproteinas em triglicérides medidas no periodo
pés-prandial °*.

Em nossa opinido a grande vantagem do meétodo utilizado neste
estudo € que é possivel avaliar a via de remocao das lipoproteinas ricas
em triglicérides, no caso dos quilomicrons e remanescentes, de forma
“limpa”, simples e de facil execucdo sem haver interferéncias dos
diversos fatores que influenciam o periodo pés-prandial. Além disso,
outro ponto forte do método utilizado em neste estudo é que a cinética
do “C-CE correlaciona-se ndo apenas com os valores de LDL-C, mas
também com manobras que modificam a expresséo do receptor da LDL,

como o uso de estatinas 384

e ezetimiba (Mangili et al. dados nao
publicados) que afetam o catabolismo plasmatico da emulsdo dos
quilomicrons artificiais. Nossos resultados mostram clara diminuicdo na
remocdo dos remanescentes de quilomicrons nos portadores de HF

sem, contudo, haver alteracdo no mecanismo relacionados com a

remocao dos triglicérides dessas particulas.
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Auséncia da associacdo dos defeitos da remocao plasméatica dos
quilomicrons artificiais com a presenca de aterosclerose subclinica em

portadores de HF

Estudos prévios realizados no InCor pelo grupo do Prof. Raul
Maranhdo encontraram defeitos na remocdo dos quilomicrons artificiais em
portadores de DAC diagnosticada por critérios clinicos e comprovada por
angiografia coronaria invasiva®"***'. A remocdo do C-CE e a lipdlise dos
triglicérides correlacionaram-se de forma independente, apds analise
multivariada, com a gravidade da DAC medida pelo escore angiografico de
Gensini®>.  Mais ainda a alteracdes na lipdlise dessas lipoproteinas
associaram-se de forma prospectiva e independente com o agravamento dos
sintomas da angina do peito nesses individuos*. E importante enfatizar que
esses individuos nao apresentavam critérios clinicos e laboratoriais para a HF.

Embora neste estudo observassemos diferencas significativas na
cinética dos remanescentes dos quilomicrons entre portadores de HF e
individuos normolipidémicos, esta ndo se associou com a presenca da CAC
na HF. A auséncia de associacdo entre o grave disturbio de remocéao do
14C-CE dos portadores com a CAC poderia ser explicado da seguinte forma:

1- Possivel falta de contribuicdo do distarbio de remocédo dos

quilomicrons e remanescentes para a aterogénese em uma
situacdo na qual as concentracdes de LDL-C sdo extremamente

elevadas. Embora ndo tenham estudado o metabolismo dos

|'72 |'7l

quilomicrons e remanescentes, Martinez et al.”© e Miname et a
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observaram que apenas a idade avancada e as concentracdes de
LDL-C se associaram de forma independente com a presenca e

gravidade da CAC em portadores de HF.

|.37 |'4l

Maranhéo et al.”’ e Sposito et al.”* avaliaram pacientes com DAC
avancada, com faixa etaria mais elevada (cerca de 60 anos contra
a média de 45 anos em nosso estudo), sem hipercolesterolemia
grave, sendo individuos sintomaticos e com obstruces
visualizadas a angiografia coronaria invasiva . Ou seja, individuos
que apresentavam grau bem mais avancado de aterosclerose do
que nossos portadores de HF totalmente assintomaticos para a
DAC. Essa diferenca no tipo de populacdo estudada poderia
explicar os resultados. E possivel que em individuos com valores
mais baixos de LDL-C, disturbios do metabolismo dos
quilomicrons e das outras lipoproteinas ricas em triglicérides
possam ter maior papel na termogénese %%,

A natureza transversal de nosso estudo nao permite inferir
causalidade do disturbio do metabolismo dos quilomicrons com a
DAC, sendo que somente um estudo prospectivo poderia
realmente comprovar esta hipétese. De fato ndo ha evidéncias na
literatura que distarbios do metabolismo dos quilomicrons se
associam com a DAC em portadores de HF diferentemente do
que ocorre com a populacéo geral .

Finalmente um poder limitado do teste estatistico para mostrar

associacdo ja que as TFR do C-CE sdo extremamente lentas



Discusséao 55

nos portadores de HF. Um calculo “a posteriori” da nossa amostra
utilizando pacientes com DAC clinica e sem HF mostrou que
precisariamos de pelo menos 35 pacientes para cada grupo de
portadores de HF para mostrar uma diferenca significativa nas
TFR do *C-CE considerando-se um poder estatistico de 80%

para uma significancia de 5%.

Finalmente estudos prospectivos e com grande niumero amostral sdo
necessarios para demonstrar que as alteracdes da remocao plasmatica dos
quilomicrons encontradas nesse estudo realmente irdo contribuir para

agravamento do processo de aterosclerose em portadores de HF.



7 CONCLUSAO
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e Os portadores de HF apresentaram diminuicdo significativa das
taxas fracionais de remocdo plasmaticas dos remanescentes de
quilomicrons (**C-CE) artificiais quando comparados aos controles

normolipidémicos.

e Isso foi decorrente de reducéo das taxas de transferéncias da fase

lenta da curva de decaimento do *C-CE.

e Na&o houve diferencas na remocdo do *H-TG ou da taxa fracional

de lipolise dos HF em relagcéo aos controles.

e Os parametros cinéticos da emulsdo dos quilomicrons artificiais

nao diferiram nos portadores de HF com e sem CAC.
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Anexo 1. Tabela do diagndstico genético dos pacientes portadores de HF

Pacientes  Diagnéstico localizacdo da mutagéo
1 N564H (Asn564His) E Val800-Leu802del  mutagdo exon 11 e 17
2 sem mutacao LDL e Apo B

3 Mutacdo P685L mutacdo exon 14
4 D301G (Asp301Gly) mutagao exon 6
5 sem mutagao LDL e Apo B

6 C681x (Cys681*) mutagao exon 14
7 Val806GlyfsX11 mutacdo exon 17
8 Val806GlyfsX11 mutacdo exon 17
9 sem mutagao LDL e Apo B

10 sem mutacdo LDL e Apo B

11 Val806GlyfsX11 mutacg&o exon 17
12 Asp224 Ser226dup mutacdo exon 4
13 sem mutacado LDL e Apo B

14 sem mutagao LDL e Apo B

15 sem mutagao LDL e Apo B

16 sem mutacdo LDL e Apo B

17 Asp224 Ser226dup mutacdo exon 4
18 Mutacao Cys681X mutacdo exon 14
19 Glu317GlyfsX15 mutac&o exon 7
20 sem mutacdo LDL e Apo B

21 sem mutacdo LDL e Apo B

22 sem mutacao LDL e Apo B

23 S326C (Ser326Cys) mutacdo exon 7
24 Mutac&o P685L mutacad exon 14
25 sem mutagao LDL e Apo B

26 E228K (Glu228Lys) mutacdo exon 4
27 C276W (Cys276Trp) mutacdo exon 6
28 sem mutacao LDL e Apo B

29 sem mutagao LDL e Apo B

30 R350X (Arg350%) mutagao exon 7
31 His837ThrfsX23 mutacdo exon 17
32 R595W (Arg595Trp) mutacdo exon 12
33 sem mutacao LDL e Apo B

34 sem mutacdo LDL e Apo B

35 Gly373Asp mutacdo exon 11
36 Phe629TyrfsX16 mutacdo exon 13
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Anexo 2. Tabela com dados clinicos e laboratoriais do grupo controle
Paciente Peso(Kg) Altura(m) IMC (Kg/mz) Idade CT HDL LDL TG
1 70 1,64 26,02 31 218 37 157 119
2 75 1,47 34,7 66 217 - - 174
3 83 1,85 24,25 42 220 40 154 129
4 56 1,57 22,71 36 181 44 128 46
5 83 1,7 28,71 33 240 30 171 202
6 64 1,58 25,63 56 144 92 92 59
7 78 1,69 27,3 39 195 53 124 91
8 58 1,6 22,65 51 170 69 90 56
9 85 1,7 29,41 66 195 69 113 67
10 60 1,62 22,86 27 172 70 90 115
11 74 1,75 24,16 41 157 34 91 159
12 61 1,7 21,1 24 129 54 66 43
13 64 1,6 25 72 207 65 116 128
14 78 1,73 26,06 38 221 42 158 107
15 56 1,55 23,31 35 178 61 104 65
16 70 1,75 22,86 40 206 66 103 136
17 68 1,7 23,53 61 233 28 163 210
18 60 1,6 23,44 68 183 74 96 65
19 81 1,72 27,38 54 181 32 126 115
20 63 1,71 21,55 63 181 43 122 79
21 75 1,65 27,55 69 209 44 146 94
22 67 1,7 23,18 26 108 44 54 49
23 46 1,6 17,97 23 200 75 113 59
24 79 1,78 24,93 38 182 45 115 111
25 55 1,6 21,48 38 181 52 94 174
26 85 1,69 29,76 67 221 37 156 138
27 59 1,65 21,67 61 229 44 229 115
28 65 1,63 24,46 50 228 52 144 161
29 75 1,7 25,95 41 176 35 118 117
30 66 1,55 27,47 65 222 33 161 138
31 66 1,6 25,78 65 228 48 147 163
32 71 1,76 22,92 64 237 - - 127
33 57 1,63 21,45 23 178 66 102 50
34 76 1,7 26,30 47 208 - - 112
35 62 1,61 23,92 49 217 39 153 127
36 69 1,65 25,34 42 163 36 107 100
37 94 1,76 30,35 41 178 33 101 219
38 58 1,65 21,30 37 189 48 113 136
39 70 1,68 24,80 57 217 57 145 73
40 65 1,65 23,88 58 211 49 139 114
41 66 1,58 26,44 45 163 51 85 135
42 52 1,6 20,31 52 193 42 125 130
43 85 1,54 35,84 52 221 70 131 100
44 73 1,66 26,49 61 162 - - 190
45 97 1,72 32,79 41 201 48 136 86
46 51 1,52 22,07 63 241 51 169 103
47 85 1,81 25,91 29 156 29 98 144
48 60 1,6 23,44 26 166 28 126 60
49 55 1,6 21,48 64 183 46 97 200
50 69 1,64 25,65 55 233 36 178 95

Legenda: Lipides e apolipoproteinas em mg/dL; glicose em mg/dL; PCR-as em mg/L; PCR-as-

proteina C reativa de alta sensibilidade.



Anexos 61

Anexo 3. Tabela com os dados da cinética do grupo controle

Paciente k1 k2 k5 k1,2 k3,5 k4,5 FCRCE FCRTG TFL

1 0,0191 0,00531 2,63 0,34 0,144  0,0001 0,007182 0,026821 0,019811
2 0,169 0,0111 0,17 0,0962 0,099 0,00471 0,0276 0,0467 0,0181

3 0,308 0,00414 0,0709 10,0284 19,1 0,0001  0,0427 0,0702 2,476

4 1.10°® 0,00981 0,112 0,231 0,01 0,0504 0,00941 0,03615 0,042

5 0,041 1.10° 0,163 0,06 0,155 0,0001 1,68.10° 0,000421 0,000354
6 0,0426 0,00469 10 0,0639 0,074 0,0001 0,00729 0,0126 0,00529
7 0,045 0,0055 1,154 0,0494 0,142 0,0001 0,009546 0,023991 0,014685
8 0,153 0,0118 0,107 0,101 0,0399 0,0001 0,012177 0,050282 0,025321
9 0,0865 0,00245 0,258 0,0401 0,124 0,00326 0,00729  0,0292 0,0183
10 0,0463 1.10° 10 0,00929 0,138 0,0001 5,99.10° 0,00206 0,00157
11 0,0149 1.10° 0,15 0,0309 0,0461 0,00946 1,52.10° 0,02253 0,02

12 0,166 0,0264 0,0235 0,0996 0,01 0,0211  0,0557 0,051 0,0174
13 0,0179 7,71.10° 0,121 0,0499 0,173 0,0126  0,000104 0,0357 0,0453
14 0,068 0,0157 0,0678 0,001 0,01 0,103 0,06573  0,06837  0,107767
15 0,074 0,0173 0,0404 0,0668 0,01 0,0172  0,029194 0,0379 1,47.107
16 0,0713  0,0287 0,0114 0,11 0,01 0,0001 0,037466 0,03339  0,021489
17 0,25 0,0056 10 0,0654 0,0444 0,00468 0,02512 0,04927 0,01

18 0,0567 0,00585 0,303 0,039 0,182 0,00165 0,012 0.4 0,0306
19 0,636 0,0121 0,192 0,0394 0,0551 10,0128 0,169 0,2457 0,02918
20 0,064 0,00631 0,245 0,0496 0,125 0,0001 0,005539 0,022312 0,01396
21 0,375 1.10° 0,433 0,12 0,232 3,48.10° 4,12.10° 0,02 0,009915
22 0,112 0,000295 0,419 0,0205 0,0193 0,00493 0,001889 0,03037 0,007866
23 0,0865 0,00245 0,258 0,0401 0,124 0,00326 0,00326 0,0236 0,0151
24 0,102 0,00598 0,205 0,0255 0,04 0,00369 0,020355 0,3783 0,014013
25 0,0391 1.10° 10 0,0107 0,0105 0,0001 4,65.10° 0,000558 0,000197
26 0,105 1.10° 0,36 9,67 0,01 0,0249  2,10.10° 0,027 0,0219
27 0,161 9,01 0,029 0,0558 0,0328 0,0137 0,0321 0,043485 0,019286
28 0,121 0,00367 0,01 0,05 0,0708 0,0001 0,01167 0,01124  0,005036
29 0,0013 0,000918 2,92 0,0992 0,0866 0,00134 0,026112 0,040791 0,018583
30 0,137 1.10-9 0,0155 0,142 0,01 1,87 1,97.10° 0,0265 0,1308
31 1,27.10° 0,000437 10 0,0251 0,0252 0,0001 0,000451 0,00108 0,000626
32 0,257 0,00724 10 0,0318 0,0111 0,0001 0,0535 0,0562 0,00217
33 0,072 0,002 10 1,96 0,0438 0,0001 0,008517 0,01315 0,004349
34 0,203 0,00353 0,0694 0,0654 0,0554 0,0001 0,0136 0,0163 0,00297
35 0,0568 0,00894 10 0,0452 0,0464 0,0001 0,0168 0,0247 0,00782
36 0,0717 0,00883 0,216 0,0493 0,13 0,00236 0,0184 0,0415 0,0261
37 0,0975 1.10° 0,0101 10,0219 0,0374 0,0001 5,45.10° 0,000695 0,00027
38 0,0534 1.10° 1,98 0,0422 0,0269 0,013 2,26.10° 0,0287 0,01635
39 0,124 0,00834 10 0,0491 0,0628 0,0001 0,0252 0,0346 0,00929
40 0,072 0,0196 3,53 0,115 0,0596 0,00217 0,0273 0,0392 0,0113
41 0,0662 1,42.10° 0,287 0,029 0,05 0,0001 0,0313 0,0455 0,0167
42 0,176 0,0195 0,0281 0,0755 0,01 0,0001 0,051841 0,050282 0,002147
43 0,0661 0,00952 4,79 0,457 0,0568 0,0001 0,019273 0,029254 0,009958
44 0,109 1.10° 2,15 0,0784 0,141 0,013 2,88.10° 0,05566  0,0366
45 0,0228 0,00606 0,585 0,0515 0,15 0,00234 0,00784  0,030417 0,023195
46 0,157 1.10° 0,01 0,0216  0,0154 0,872 8,29.10° 0,0411 0,0361
47 1.10-8 0,0154 0,01 12 0,128 0,0379 0,015228 0,010919 0,041835
48 0,165 1,13 10 0,106 0,103 0,00493 0,03 0,0495 0,012

49 0,108 0,00834 0,644 0,0657 0,0635 0,00913 0,019647 0,048433 0,020556
50 0,00164 0,00895 0,156 0,216 0,292 0,0001 0,00866 0,01908 0,011869

Legenda: TFR-taxa fracional de remocao; TFL- taxa fracional de lipdlise; k 4, (constante de transferéncia do

compartimento x para y) expressas em min™.
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Anexo 4. Tabelas dos dados da cinética dos pacientes HF com CAC
Paciente FCRCE FCRTG TFL k1 k2 k5 k1,2 k3,5 k4,5
1 0,004329 0,05997 0,06538 0,015 0,003326 0,359 0,0383 0,356  0,00468
2 0,00984 0,229 0,014 1.10® 00113 0,367 0,075 0,105  0,0001
3 0,0388  0,0274 0,0233 0,061 000281 0,224 0,17 0,21 8,79
4 0,0326  0,0387 0,00875 0,5 0,00748 0,11 0,14 017 0,0001
5 0,00313 10,0278 0,0219  0,0443 0,00203 0,86 0,076 0,14 0,00732
6 0,000017 0,0224 0,0211  0,00411 0,000015 10 0,0305 0,0357  0,0143
7 0,000146 0,0294 0,1 0,076  8,41.10° 0,01 0,87 0,01 0,87
8 0,0036  0,0241 2,668  0,0741 0,00265 0,00237 0,198  0,003074 0,872
9 2,58.10° 0,00947 0,00555 0,103 1.10° 0,17  0,0657 0,0702  0,00279
10 0,00972 10,0174 0,0077  0,00137 0,037 10 0,0112 0,01 0,0001
11 0,00104 0,011  0,009122 0,0896 0,000796 0,147 0,28 0,18 0,00533
12 2,49.10° 0,0114 10,0063 0,363 1.10° 53 0,0242 10,0198  0,00404
13 0,001328 0,03171 0,01875 0,0732 1.10°  0,1689 0,02197 0,0299  0,000186
14 2,26.10° 0,0331 0,078  0,07219 1.10°  0,0258 0,0572 0,0445 0,187
15 2,66.10° 0,014 0,00861 0,0962 1.10° 1,02  0,0578 0,0927  0,00351
16 0,00132 10,0317 0,0187 0,0844 0,000675 847  0,00859 0,045  0,00142
17 1,8.10° 10,0329 0,19 0,186 1.10°  0,0206 0,232 0,01 0,87
18 0,015  0,0158 0,000467 0,11 0,00814 10 0,114 0,01 0,0001
19 1,61.10° 0,0393 0,15 0,1 1.10-9  0,0299 0,17 0,01 0,872
20 0,003411 0,043 0,024 0,287 000134 0,345 0,195 0,161  0,0136

Legenda TFR-taxa fracional de remog&o; TFL- taxa fracional de lipdlise; k 4, (constante de
transferéncia do compartimento x para y) expressas em min™.
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Anexo 5. Tabelas dos dados da cinética dos pacientes HF sem CAC

Paciente FCRCE FCRTG TFL k1 k2 k5 k1,2 k3,5 k45
1 0,00498 0,059 0,0455 0,11 0,00265 0,76 0,12 0,241 0,0157
2 6,92.10° 0,0262 0,0206 0,13 3,79.10° 0,297 0,158 0,203 0,00957
3 0,08216 0,0628 0,045 0,08262 0,00495 3,649 0,113 0,176 1,837

4 1,89.10° 0,0174 0,0105 0,127 1.10° 1,69 0,142 0,0518 0,008211
5 2,87.10° 0,000451 0,000277 0,0625 1.10° 0,01  0,0334 0,0596 0,0001
6 1,47.10° 0,00964 0,00858 0,0303 1.10° 0,111 0,0639 0,0798 0,00405
7 1,48.10° 0,0148 0,01148 0,0316 1.10° 10 0,0649 0,0411 0,00788
8 0,0144 0,0483 0,021 0,39 0,0044 0,299 0,164 0,227 0,00727
9 0,00145 0,0209 0,0153  0,0463 0,000723 10 0,0442 0,052 0,0069
10 1,68.10° 0,000399 0,000332 0,0524 1.10° 0,0927 0,0762 0,177 0,0001
11 2,22.10° 0,075 0,06 0,0336 1.10° 0,26  0,0275 0,0354 4,57

12 0,00506 0,0111 0,00578 0,051 0,00267 0,0172 0,051 0,01  0,00515
13 2,12.10° 0,0249 0,038 0,0793 1.10° 0,0186 0,0706 0,01  0,0647
14 0,0117 0,0418 0,0328 0,164 0,00844 0,171 0,393 0,348 1,443
15 0,0108 0,0566 0,1562 0,15 0,00611 0,0397 0,179 0,01 0,87

16 0,00939 0,0254 0,0125 0,547 0,0432 0,127 0,459 0,361 0,00526

Legenda anexo 5: TFR-taxa fracional de remog&o; TFL- taxa fracional de lipdlise; k xy (constante de transferéncia

do compartimento x para y) expressas em min™.
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Anexo 6. Tabelas dos dados laboratoriais dos pacientes HF com CAC
Idade CT HDL LDL TG GLIC Ip(a) apoAl apoB PCR IMC

Paciente Sexo anos mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dl g/l g/l mg/l Kg/m2
1 1 43 421 54 330 183 94 171 161,3 197,2 3,06 28,04
2 1 39 357 27 288 212 101 282 99,9 219,5 4,14 26,37
3 1 48 225 48 157 101 95 79 129,6 107,8 533 3344
4 1 40 267 46 203 89 97 27 1349 149,6 1,66 20,15
5 1 27 302 27 228 316 98 153 90,6 168,9 1,5 25,79
6 1 51 431 40 355 178 84 31,4 136,5 229,2 1 21,45
7 2 49 470 37 385 242 106 74,8 119,121 2389 1,7 28,39
8 2 66 589 46 488 276 107 113 1389 3253 3,04 30,24
9 1 47 423 53 345 126 89 100 138,3 193,7 1,22 24,46
10 2 58 409 49 335 125 91 23 1352 216,4 4,66 23,46
11 2 54 391 62 296 164 93 30,9 1652 1264 32 26,71
12 2 53 549 66 444 196 95 8,45 157 241 1,69 2341
13 2 53 450 83 347 99 86 80 203 1745 22,80
14 2 55 401 44 333 119 103 23 129,9 2146 0,18 33,33
15 2 46 391 43 323 125 92 181 130 208,2 6,39 2243
16 2 68 322 64 221 183 88 30 180,3 166,2 5,36 22,10
17 1 50 390 43 303 220 89 33 1355 209 4,96 38,09
18 1 24 491 48 418 124 88 102 120,8 214,7 7,48 24,74
19 2 60 430 60 332 191 91 42 169,4 1858 0,48 29,24
20 2 56 308 52 227 144 109 134 1552 157,3 2,3 30,30
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Anexo 7. Tabelas dos dados laboratoriais dos pacientes HF sem CAC
Idade CT HDL LDL TG GLIC Ip(a) apoAl apoB PCR IMC

Paciente Sexo anos mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dl g/l g/l mg/d Kg/m2
1 F 32 364 70 252 211 73 80 218,7 179,8 7,12 24,39
2 F 58 400 59 298 215 94 34 156,8 223,3 1,66 22,68
3 M 51 310 49 235 131 85 37 1357 1512 2,62 20,08
4 F 70 260 56 170 169 89 273 157,21 125,7 0,87 27,11
5 F 54 323 46 225 341 97 54 150,3 1295 2,58 25,554
6 F 54 423 39 352 159 98 94 1,22 2,28 3,3 2371
7 M 31 342 32 288 110 95 46 94,6 179,6 0,75 27,59
8 M 39 330 35 262 163 102 42  113,5 170,2 1,31 31,95
9 F 43 390 33 340 87 87 12,89 1144 1951 12,89 26,04
10 M 30 349 53 265 154 79 41,27 1357 175 0,83 21,16
11 F 60 357 57 246 268 96 121 163,8 189,6 5,11 29,69
12 M 50 307 65 229 66 112 231 154,4 138,4 2,19 23,98
13 F 43 302 36 224 212 89 10 119,1 1552 29 31,01
14 F 52 281 39 206 182 102 114,2 145 170 6,93 25,40
15 M 29 424 62 392 133 97 77,9 1314 197 4,2 26,54
16 M 33 278 33 186 293 85 20 1251 152,2 2,28 28,22

Legenda: Lipides e apolipoproteinas em mg/dL; glicose em mg/dL; PCR-as em mg/L;

PCR-as- proteina C reativa de alta sensibilidade
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Anexo 8. Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L N OME: i —r et ettt e te e e e e e e a e e e e ann et bt bt bt et eaaaaas
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO.: ........ [ove.. [......
ENDEREGCO ....oitiiiiiiiiiiiie ettt etaa e e et a e e einaae e NO .., APTO: oo
BAIRRO: ..oiiiiiiiiiiee ettt CIDADE .....co o,

DATA NASCIMENTO: ....../.c...o......

ENDERECO: ... NO........ APTO: ..........
BAIRRO: ..o (o107 ) =S
(o= =T TELEFONE: DDD (............ ) ST

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA :METABOLISMO DE QUILOMICRONS E
ATEROSCLEROSE SUBCLINICA EM PORTADORES DE HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR
HETEROZIGOTICA

2. PESQUISADOR EXECUTANTE : Marcia Maria Carneiro

CARGO/FUNCAO: Médico. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 6019
UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto do Coracgao — Unidade Clinica de Lipides
PESQUISADOR RESPONSAVEL: RAUL DIAS DOS SANTOS FILHO
CARGO/FUNQAO : MEDICO INSCRIQAO CONSELHO REGIONAL N°57825
UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto do Coracao —Unidade Clinica de Lipides
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

Risco MiNIMO | RISCO MEDIO [

RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [

IV.DURAGCAO DA PESQUISA : .. 48 meses



Anexos 67

VERSAO 2

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-
HCFMUSP

1.0 Sr(a) é portador(a) de uma doenca de origem genética que é a Hipercolesterolemia familiar (HF)
,doenca que provoca elevados niveis de colesterol no sangue (gordura no sangue) e maior risco de
problemas no coracéo. Além dos altos niveis de colesterol no sangue é sabido que o metabolismo mais
lento do colesterol apds a alimentagdo € um fator que coopera para o desenvolvimento de aterosclerose
(placa de gordura que obstrui as artérias). Atualmente também j& se sabe que a presenca de célcio nas
coronarias (artérias do coragdo) avaliada por tomografia implica em maior risco de se desenvolver doenga
ateroscler6tica (obstrucéo das artérias por placas de gordura). Contudo ndo sabemos ainda se o estudo
do metabolismo das gorduras apds a alimentagdo esta alterado em pacientes com a HF e se essa
poderia se correlacionar com calcificagdo das coronarias. Este trabalho tem como objetivo avaliar esta
questao

2. Desta forma estamos convidando o Sr(a) ,que anteriormente realizou o estudo de tomografia das
coronarias, para avaliar se existe algum distdrbio no metabolismo dessas gorduras. Para o estudo do
metabolismo sera necessario puncionar uma veia do bracgo para que se possa injetar uma quantidade
minima de gordura (0,1 ml) que sera marcada com uma substéancia que tem uma quantidade minima de
radioatividade cerca de 20 vezes menos a de uma radiografia comum, ou seja, pode ser injetada sem
problemas para o organismo. Apds a injecédo dessa substancia uma veia de outro brago devera ser
puncionada para coleta de amostras de sangue em tempos pré-estabelecidos: 2, 4, 6, 10, 15, 20, 30,
45 e 60 minutos para que dessa forma o metabolismo possa ser estudado. Se porventura o Sr(a) estiver
em uso prévio de medica¢des que reduzem o colesterol,este devera ser suspenso por um periodo de
seis semanas.E importante frisar que a suspenséo temporaria dessas medicacdes nio acarreta maior
risco. Apos esse periodo sem medicacéo sera realizado o estudo do metabolismo conforme descrito
acima.

3. As complica¢Bes da punc¢éo da veia também sdo minimas a saber: pequeno hematoma no local da
puncéo , dor no momento da puncdo sem maiores complicacdes. E importante lembrar que alguns
pacientes podem apresentar tonturas e suor frio devido ao jejum de 12 horas ou ao fato de se
impressionarem com a coleta de sangue. A quantidade de radioatividade utilizada nesse estudo € muito
inferior a de uma radiografia comum.

4. Assim com essa avaliacdo poderemos responder como se comporta o metabolismo das gorduras em
pacientes com HF e mais, se a presenca de calcificacdo das coronarias implica em metabolismo mais
lento. A participagdo é totalmente voluntaria e vocé pode se recusar a participar do estudo a qualquer
momento, ou sair do mesmo, sem perder quaisquer beneficios ou tratamento nesta institui¢ao.

5. Caso sejam detectadas alteragdes precoces seu médico discutird com vocé a instituicdo de terapias
preventivas pertinentes, o que podera ser benéfico no seu caso. O Sr(a) ndo vai ter nenhum custo para a
realizacao dos exames realizados nesta pesquisa

6 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Dr Raul Dias dos
Santos Filho. que pode ser encontrado no endereco Unidade Clinica de Lipides —InCor
HCFMUSP.Endereco: Av. Dr. Eneas C. Aguiar n° 44 cep 05403-000 Pinheiros S&o Paulo. Telefone(s)
(011) 30695320.
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Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442
ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

7 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar

do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Institui¢éo;

8 — Direito de confidencialidade — As informac8es obtidas serdo analisadas em conjunto com outros

pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum paciente;

9 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos

abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

10 — Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a sua participacédo. Se existir

qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

11 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informages que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo. " METABOLISMO DE QUILOMICRONS E ATEROSCLEROSE
SUBCLINICA EM PORTADORES DE HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR HETEROZIGOTICA”.

Eu discuti com o Dr. Raul Dias dos Santos Filho sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais séo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados,
seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participacéo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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