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Rastreamento em cascata da hipercolesterolemia familiar: otimizagdo de um método de
genotipagem e estratificagdo de risco dos pacientes

RESUMO

A hipercolesterolemia familiar (HF) é uma doenca genética com
defeitos nos genes LDLR, APOB ou PCSK9 e seus portadores
apresentam concentracdes de colesterol total (CT) e LDL-c
acentuadamente elevadas. O grau de suspeicdo dos portadores € baixo e
a mortalidade precoce é elevada quando ndo tratada. A forma mais
eficiente de triagem € o rastreamento dos parentes de pacientes ja
diagnosticados (caso-indice) e, apesar de o diagnostico genético ser
padrdo de referéncia, ha falta de métodos acessiveis na rotina clinica.
Assim, este estudo teve como objetivo diagnosticar pacientes com HF
no Brasil a partir da otimizagdo de um método para a identificacio de
mutacBes no LDLR. A identificacdo dos casos indices foi feita de acordo
com a | Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar. A partir das
mutacOes encontradas, foi feita a triagem nos parentes dos casos indices.
Além disto, foi realizada a avaliacdo dos marcadores de risco para
doencas cardiovasculares. O método permitiu a obtencdo de sequéncias
com qualidade adequada para a identificacdo de mutac@es. Inicialmente,
210 individuos participaram do estudo, porém, 87 foram excluidos e,
assim, 123 individuos (5 a 89 anos) participaram do rastreamento, sendo
35 provenientes de Papanduva-SC e 88 de Bom Despacho-MG. O
diagndstico de HF foi confirmado em 53 individuos e 14 mutages
foram encontras (oito patogénicas: 632A>T; 661G>A; 666C>A,
670G>A; 682G>A; 862G>A; 901G>A; 919G>A e seis polimorfismos
ndo associados a HF: 928A>T; 1413A>G; 1773C>T; 1959T>C;
2177C>T; 2232A>G). Apenas a mutacdo 682G>A ja fora descrita no
Brasil, enquanto as muta¢des 901G>A e 928A>T foram descritas pela
primeira vez no mundo. Dentre os 53 individuos com HF e que estdo em
“alto risco” cardiovascular, 42 foram reclassificados como em “muito
alto risco”. Os individuos com HF apresentaram CT, LDL-c e ndo-
HDL-c maiores que aqueles sem HF (p < 0,0001). Tratamentos
hipolipemiantes eram realizados em 50% dos portadores e em 5,7% dos
individuos sem HF (p = 0,0001). O rastreamento genético em cascata se
mostrou efetivo para ampliar o nimero de diagndsticos e permitiu
iniciar tratamento e acompanhamento adequados aos pacientes. Ainda
ha necessidade de triar geneticamente outras familias brasileiras visando
a ampliacdo dos diagnosticos. Assim, 0 presente estudo ajudou a obter
mais informagdes sobre as bases moleculares da HF no Brasil e a
expandir o espectro de mutacdes no LDLR.

Palavras-chave:  Hipercolesterolemia  familiar;  genotipagem;
rastreamento em cascata.






Cascade screening of familial hypercholesterolemia: optimization of a method of genotyping
and stratification of patients' risk

ABSTRACT

Familial hypercholesterolemia (FH) is a genetic disease with defects in
the LDLR, APOB or PCSK9 gene, and the carriers have total cholesterol
(TC) and LDL-c levels markedly increased. The suspicion of these
carriers is low and early mortality is high when untreated. The most
efficient way of screening is tracing the relatives of patient already
diagnosed (index case). Genetic diagnosis is the reference standard,
however, there is a lack of accessible methods in the clinical routine.
Thus, this study aimed to diagnose patients with FH in Brazil using an
optimized method for the identification of the LDLR mutations. The
identification of index cases was performed according to the | Brazilian
Guideline for Familial Hypercholesterolemia. Based on the mutations
found, the relatives of the index cases were screened. Furthermore, we
performed the assessment of risk markers for cardiovascular diseases.
The method developed showed favorable sensitivity and specificity for
the identification of mutations. Initially, 210 subjects participated in the
study; however, 87 were excluded, thus, 123 subjects (5 to 89 years old)
participated in the screening, 35 from Papanduva-SC and 88 from Bom
Despacho-MG. The diagnosis of FH was confirmed in 53 individuals
and 14 mutations were found (eight pathogenic: 632A>T; 661G>A;
666C>A; 670G>A; 682G>A; 862G>A; 919G>A and six
polymorphisms: 928A>T; 1413A>G; 1773C>T; 1959T>C; 2177C>T;
2232A>G). Only the mutation 682G>A had been described previously
in Brazil and the mutations 901G>A and 928A>T were first described
worldwide. Of the 53 individuals with FH and classified as "high risk"
cardiovascular, 42 were reclassified as "very high risk". Individuals with
FH had higher TC, LDL-c, and non-HDL-c levels than those without the
diagnosis of FH (p <0.0001). Lipid-lowering treatment was performed
by 50% of subjects with FH and 5.7% of subjects without FH (p =
0.0001). The genetic cascade screening was effective in increasing the
number of diagnosed cases. Based on the definitive diagnosis of FH, it
was possible to provide adequate lipid-lowering treatment and follow-
up. There is a need to genetically screen other Brazilian families in order
to continue the expansion of the diagnoses. Therefore, the present study
helped to obtain more information on the molecular bases of FH in
Brazil and to expand the spectrum of mutations in LDLR.

Keywords: Familial hypercholesterolemia; genotyping; cascade
screening.
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1 INTRODUCAO

A hipercolesterolemia familiar (HF) é um problema global de
salde reconhecido pela OMS (HARADA-SHIBA et al, 2012; PANG,
2016). Os portadores de HF apresentam concentragfes séricas de
colesterol total e LDL-c acentuadamente elevadas, 0 que causa maior
risco cardiovascular (SANTOS et al, 2012). Estima-se que a HF afete 30
milhGes de pessoas em todo o mundo, entretanto, o grau de suspei¢do
dos pacientes ainda é baixo e a mortalidade precoce é elevada quando a
HF ndo é tratada (GOLBERG et al, 2011; HARADA-SHIBA et al,
2012; HOVINGH et al, 2013; NORDESTGAARD et al, 2013; WATTS
et al, 2014; PANG, 2016). A forma mais eficiente de triagem € o
rastreamento dos parentes de primeiro, segundo e terceiro grau de
pacientes com diagnéstico clinico e/ou genético da doenca
(denominados “caso-indice”) (GOLBERG et al, 2011; SANTOS et al,
2012; FARNIER; BRUCKERT, 2012; LANGSLET; OSE, 2013;
WATTS et al, 2014). A detec¢do de uma mutacdo patogénica é o padrao
ouro para o diagnostico da HF. No entanto, instituicGes ou laboratorios
onde os testes genéticos estdo disponiveis sdo limitados e, em alguns
paises, o teste molecular é raramente executado, devido a falta de
disponibilidade, de padronizacdo de métodos e do alto custo (SANTOS;
FRAUCHES; CHACRA, 2015; MEHTA et al, 2016). Em estudos
preliminares em nosso laboratério, identificamos a falta da descricdo de
detalhes especificos nas metodologias publicadas para o diagnostico de
HF dificultando, assim, a reproducdo dos métodos e estudos nesta area.
Além disso, com base nas metodologias disponiveis, amplifica-se e
sequencia-se 0 gene em regides muito proximas ao inicio e fim dos
exons, 0 que possibilita a perda de qualidade das sequéncias nessas
regides e a consequente dificuldade em identificar mutagdes. Assim,
torna-se necessario otimizar e divulgar um método para a identificacdo
de mutacbes relacionadas a HF por genotipagem do LDLR, o principal
gene envolvido com a doencga, que permita sequenciar completamente
cada exon do gene, evitando problemas de qualidade da sequéncia e
permitindo a viabilidade de execucdo ao utilizar técnicas simples e
disponiveis em laboratérios de pesquisa e de menor porte,
particularmente em paises em desenvolvimento.

Considerando a potencialidade de controle da progressdo da
aterosclerose nos pacientes jovens, o diagnéstico e o tratamento precoce
da HF podem ser de grande impacto na prevencdo da morbimortalidade
da doenga cardiovascular prematura (SANTOS et al, 2012;
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LANGSLET; OSE, 2013; WATTS et al, 2014). No Brasil, estima-se
que existam 400.000-670.000 portadores de HF, sendo que apenas 1%
desses possui diagndstico definitivo (JANNES et al, 2015). Deste modo,
justifica-se a realizacdo da triagem genética em cascata dos parentes dos
casos-indices, visando aumentar o nimero de diagndsticos, bem como
associar o fendtipo com cada mutacdo identificada, avaliando a
severidade de cada mutacéo e seu prognostico.

Em virtude do alto impacto causado pelas DCVs e, sobretudo, da
aterosclerose em individuos com HF, o desenvolvimento deste estudo
tem importancia para a saude publica no pais, contribuindo para o
aumento do numero de diagndsticos e, consequentemente, permitindo
um correto acompanhamento e tratamento a fim de prevenir a
morbimortalidade dos pacientes e de geracdes futuras com HF. A
validacdo e publicacdo de um método factivel e detalhado pode
aumentar e/ou incentivar a realizacdo de mais pesquisas nessa area em
outras regifes do pais e do mundo, contribuindo para a expansdo do
ntmero de diagndstico de HF.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DOENCA CARDIOVASCULAR E ATEROGENESE

As doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo doencas
multifatoriais relacionadas a fatores de riscos ndo modificdveis como
idade, sexo e raca; e modificaveis como tabagismo, consumo de bebidas
alcodlicas, alimentacdo inadequada, sedentarismo, obesidade e
dislipidemias. Desigualdades sociais, diferengas no acesso aos bens e
servicos e no acesso a informacdo, baixa escolaridade e baixa renda,
também séo considerados determinantes para essas doencas (MENDIS;
PUSKA; NORRVING, 2011). Das 56 milhdes de mortes no mundo em
2012, 38 milhGes foram devidas a DCNT, e ha expectativa que este
nimero aumente para 52 milhdes em 2030 (WHO, 2014). No Brasil, as
DCNT constituem problema de salde de maior magnitude,
correspondendo a 72% das causas de mortes e 75% dos gastos com
atencfo a satde no Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2013).
Dentre as DCNT, as doengas cardiovasculares (DCV) correspondem a
maior porcentagem de mortes no mundo (46%), seguida por cancer
(21,7%) e doengas respiratérias (10,7%) (WHO, 2014).

As DCV incluem doengas do coragdo, doencas dos vasos
sanguineos e doencgas vasculares cerebrais, e podem ser divididas em
(MENDIS; PUSKA; NORRVING, 2011):

= Doengas devido & aterosclerose: doenca arterial coronariana

(DAC; ex. infarto do miocérdio); doenga cerebrovascular (ex.

acidente vascular cerebral - AVC); doencas da aorta e outras

artérias (ex. hipertensao).
= Qutras doencas cardiovasculares: doenca cardiaca congénita;
doenca reumatica do coracdo; cardiomiopatias; arritmias.

As DCV sdo a principal causa de morte no mundo, responsaveis
por mais de 17,5 milhdes de mortes em 2012, sendo que 7,4 milhGes se
deveram a DAC e 6,7 milhdes ao AVC (WHO, 2014). As previsOes para
2015 eram 20 milhdes de mortes relacionadas as DCV (WHO, 2007).
Esse nlmero deve aumentar para 22,2 milhdes em 2030 (WHO, 2014).
Nas Ameéricas, as DCV também sdo a principal causa de morbidade e
mortalidade e afetam cada vez mais as populacGes em idade ativa,
contribuindo de forma desproporcional & perda de anos potenciais de
vida saudavel e aumentando o impacto econdmico e social (OPAS,
2009; OPAS, 2012). Na América do Sul, a Guiana tem a maior taxa de
mortalidade por DCV, seguida por Suriname, Brasil e Paraguai
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(DEATON et al, 2011). Propor¢do consideravel de mortes por doenca
cerebrovascular (~ 22%) ocorre prematuramente a cada ano na América
Latina. Essa carga de mortalidade precoce representa, em média, 90 mil
mortes entre pessoas com menos de 65 anos de idade (de um total de
mais de 400 mil mortes por esse grupo de causas) (OPAS, 2009). A
mortalidade causada por doencas do aparelho circulatério no Brasil, em
2008, seguiu 0 panorama mundial e correspondeu a 31,8% do total de
mortes (BRASIL, 2013b). E importante mencionar que nas ultimas
quatro décadas, a taxa de mortalidade por DCV diminuiu nos paises de
alta renda, devido ao melhor manejo e consequente reducdo dos fatores
de risco cardiovascular, como por exemplo hipertensdo, dislipidemia e
tabagismo (O’FLAHERTY; BUCHAN; CAPEWELL, 2012; WHO,
2014). Embora a carga dos fatores de risco seja menor nos paises de
baixa renda, as taxas de DCV e morte sdo substancialmente mais altas
nestes paises do que nos paises de renda alta, sendo que mais de 80%
das mortes cardiovasculares ocorrem em paises de baixa e média renda.
A falta de acesso aos servicos basicos na atencdo primaria, a falta de
acompanhamento por exames laboratoriais e de medicamentos, padrdes
inadequados de pratica clinica e baixa adesdo ao tratamento sdo algumas
das principais razdes para as lacunas no tratamento (WHO, 2014).

A aterosclerose, alteragdo vascular inflamatéria crénica, é um dos
principais processos patoldgicos subjacentes que culminam com
complicacdes debilitantes e até fatais das DCV (MENDIS; PUSKA;
NORRVING, 2011; SHAO et al, 2016; SOEKI; SATA, 2016). Na
aterogénese, inicialmente, com a elevagdo de lipoproteinas plasméticas
potencialmente aterogénicas, como a lipoproteina de baixa densidade
(LDL), a lipoproteina de densidade intermediaria (IDL) e os
remanescentes de quilomicrons, ocorre deposicdo dessas lipoproteinas
na camada intima dos vasos de médio e grande calibre, que associado a
outros fatores de risco que agridem o endotélio, levam ao
comprometimento dos vasos (NAKASHIMA et al, 2007; MORITA,
2016; SHAO et al, 2016; SOEKI; SATA, 2016). Como consequéncia,
ocorre aumento da permeabilidade da camada endotelial favorecendo
ainda mais a entrada das lipoproteinas do plasma para o espago
subendotelial e, em seguida, a oxidacdo das particulas de LDL por
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. O deposito de
lipoproteinas na parede arterial é proporcional & concentragdo dessas
lipoproteinas no plasma (GRADINARU et al, 2015; MORITA, 2016;
SHAO et al, 2016; SOEKI; SATA, 2016). Além disto, a LDL oxidada
pode inibir a producdo de dxido nitrico, um mediador quimico com
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propriedades antiaterogénicas, incluindo o vaso relaxamento
(GRADINARU et al, 2015).

Além do aumento da permeabilidade vascular, ocorre aumento da
sintese de moléculas de adesao leucocitaria na superficie endotelial e do
processo inflamatério estimulado pela presenga de LDL oxidada. As
moléculas de adesdo sdo responsaveis pela aderéncia de mondcitos na
parede arterial (GRADINARU et al, 2015; MORITA, 2016; SHAO et
al, 2016; SOEKI; SATA, 2016). Em seguida, ocorre infiltracdo de
mondcitos do sangue circulante para o espago subendotelial onde se
diferenciam em macrofagos, os quais, através de receptores scavenger,
captam as LDL oxidadas de maneira ndo controlada e ddo origem as
chamadas células espumosas, que sdo o principal constituinte das lesbes
aterosclerdticas (NAKASHIMA et al, 2007; GRADINARU et al, 2015;
MORITA, 2016; SHAO et al, 2016; SOEKI; SATA, 2016). Os
macréfagos secretam fatores de crescimento e citocinas que colaboram
com a progressdo da lesdo. Ocorre a multiplicacdo de células de
musculo liso que aumentam a matriz extracelular e diminuem o tamanho
do lumen vascular. As células de musculo liso aumentam a producéo de
colageno, que dao origem a uma capa fibrosa ao redor da lesdo,
chamada de placa aterosclerética. Mediadores inflamat6rios aumentam a
expressdo de metaloproteinases da matriz, que degradam o colageno e
podem causar o rompimento da placa e promover a formacdo de
trombos plaquetarios, que obstruem a luz do vaso causando
complicagbes clinicas, como o infarto do miocérdio e o acidente
vascular cerebral (GRADINARU et al, 2015; SHAO et al, 2016;
SOEKI; SATA, 2016).

2.2 METABOLISMO LIPOPROTEICO

Do ponto de vista fisioldgico e clinico, os lipideos biologicamente
relevantes sdo os fosfolipideos, o colesterol, os triglicerideos e os &cidos
graxos. As lipoproteinas permitem a solubilizacdo e o transporte dos
lipidios e sdo estruturas compostas por lipideos e proteinas, as quais sdo
denominadas apolipoproteinas (apo). Existem quatro grandes classes de
lipoproteinas separadas em dois grupos: i) as ricas em triglicerideos
(TG), representadas pelos quilomicrons e pelas lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL); ii) as ricas em colesterol, incluindo a
lipoproteina de densidade baixa (LDL) e as de densidade alta (HDL)
(GIAMMANCO et al, 2015; BARTER; RYE, 2016; MORITA, 2016).
Existe ainda uma classe de lipoproteinas de densidade intermediaria
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(IDL) e a lipoproteina (a) (Lp(a)), que resulta da ligacdo covalente de
uma molécula de apolipoproteina (a) (apo(a)) a particula de LDL
(BARTER; RYE, 2016; MORITA, 2016).

Os triglicerideos representam a maior parte das gorduras ingeridas
e sdo hidrolisados pelas lipases pancreaticas em &cidos graxos livres,
monoacilglicerol e diacilglicerol, que em seguida sdo emulsificados
pelos sais biliares formando as micelas, que sdo absorvidas pelas células
intestinais (GIAMMANCO et al, 2015). Apds serem absorvidas, as
particulas lipidicas, particularmente os acidos graxos, ddo origem aos
quilomicrons, que contém Apo B-48, o componente aminoterminal da
Apo B-100 (GIAMMANCO et al, 2015; MORITA, 2016). Os
quilomicrons sdo secretados pelas células intestinais para o sistema
linfatico e alcancam a circulagcdo onde sofrem hidrélise pela lipase
lipoproteica, liberando &cidos graxos, glicerol e colesterol néo
esterificado. Apds a lipolise, os acidos graxos sao capturados por células
musculares e adipdcitos. Remanescentes de quilomicrons e é&cidos
graxos também sdo capturados pelo figado, onde sdo utilizados na
formagdo de VLDL, que contém a Apo B-100 como apolipoproteina
principal (GIAMMANCO et al, 2015; BARTER; RYE, 2016;
MORITA, 2016). A VLDL é secretada pelo figado na circulagdo
periférica, onde sofre hidrolise pela acdo da lipase lipoproteica
(GIAMMANCO et al, 2015; BARTER; RYE, 2016; MORITA, 2016).
Os acidos graxos assim liberados podem ser armazenados no tecido
adiposo ou prontamente utilizados pelo muasculo esquelético. A VLDL,
progressivamente depletada de triglicerideos, transforma-se em
remanescentes removidos pelo figado por receptores especificos. Uma
parte da VLDL dé& origem & IDL, que é removida rapidamente do
plasma. O processo de catabolismo continua envolvendo a acdo da
lipase hepaética e resultando na formacgdo da LDL. Durante a hidrélise da
VLDL, essa lipoproteina também esta sujeita a trocas lipidicas com a
HDL e LDL (BARTER; RYE, 2016; MORITA, 2016).

A LDL tem conteldo residual de triglicerideos e é composta
principalmente de colesterol e uma Unica apolipoproteina, a Apo B-100.
A LDL é captada por células hepéaticas ou periféricas por meio dos
receptores de LDL (LDL-R). No interior das células, o colesterol livre
pode ser esterificado para depdsito (MESMIN; MAXFIELD, 2010;
BARTER; RYE, 2016; MORITA, 2016).

As particulas de HDL sdo formadas no figado, no intestino e na
circulacéo e seu principal contetdo proteico é representado pela Apo Al
e All. O processo de esterificacdo do colesterol, que ocorre
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principalmente na HDL, é fundamental para sua estabilizacdo e
transporte no plasma. A HDL transporta o colesterol até o figado em um
processo denominado transporte reverso do colesterol (MESMIN;
MAXFIELD, 2010; WUSTNER; SOLANKO, 2015; BARTER; RYE,
2016; MORITA, 2016).

O actmulo de quilomicrons e/ou de VLDL no plasma resulta em
hipertrigliceridemia e o acimulo de lipoproteinas ricas em colesterol,
como a LDL, resulta em hipercolesterolemia. A dislipidemia,
especialmente o aumento do LDL-colesterol (LDL-c), é fator de
influéncia reconhecido, determinante e fundamental na progressédo da
aterosclerose quando concentragdes sericas de colesterol total, LDL-c e
triglicerideos encontram-se elevados e, contrariamente, o HDL-
colesterol (HDL-c) encontra-se diminuido (BARTER; RYE, 2016;
MORITA, 2016).

2.3 HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR (HF)

O aumento nas concentragOes séricas de LDL-c manifesta-se de
forma grave e precoce nos pacientes com hipercolesterolemia familiar
(HF). Quando ndo tratados, a maioria desses pacientes heterozigotos
apresentara eventos relacionados a aterosclerose até os 60 anos,
enquanto a maioria dos pacientes homozigotos apresentara risco de
eventos desde a 22 década de vida (SANTOS et al, 2012).

2.3.1 Definicdo e etiologia

A HF é uma doenca genética relacionada ao metabolismo das
lipoproteinas, cujo modo de heranga é autossOmico dominante
(GOLBERG, 2011; HARADA-SHIBA et al, 2012; MASANA, 2013;
WATTS, 2014; ESC-EAS, 2014; BRAUTBAR, 2015). O defeito
primario geralmente é decorrente de alteracbes no gene LDLR, que
codifica o receptor de LDL (LDL-R) (FRANCKE; BROWNS;
GOLDSTEIN, 1984; GOLBERG et al, 2011; HARADA-SHIBA et al,
2012; HOVINGH et al, 2013; WATTS et al, 2014). O gene LDLR
(Figura 1a) se localiza no cromossomo 19p13.2 e compreende 18 exons
e aproximadamente 45 mil pares de bases que codificam uma proteina
composta de 860 residuos de aminoécidos e varios dominios funcionais
(FRANCKE; BROWNS; GOLDSTEIN, 1984; LEIGH et al, 2008;
BRAUTBAR et al, 2015).
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Figura 1 Principais genes envolvidos na Hipercolesterolemia Familiar.
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Fonte: https://familialhypercholesterolemia.weebly.com/about.html

A transcricdo do gene LDLR é controlada por um mecanismo de
retroalimentacdo em resposta a variagdes no conteddo intracelular de
ester6is e na demanda celular de colesterol (FRANCKE; BROWNS;
GOLDSTEIN, 1984). Existem mais de 1.700 mutacdes do gene LDLR
documentadas e essas representam a maioria dos casos da doenca
(aprox. 80%) (HOVINGH et al, 2013; BRAUTBAR et al, 2015;
WIEGMAN et al, 2015). Localizado na superficie das células hepaticas,
a particula de LDL se liga ao receptor e facilita a sua captacéo, realizada
por endocitose mediada pelo receptor (Figura 2). A LDL é degradada
nos lisossomos e o colesterol é liberado na célula para uso metabolico.
Quando os receptores de LDL sdo defeituosos, a remoc¢do de LDL do
plasma diminui, e a concentracdo plasmatica de LDL-c aumenta
(FRANCKE; BROWNS; GOLDSTEIN, 1984; HOVINGH, et al, 2013;
BRAUTBAR et al, 2015; WIEGMAN et al, 2015). Como as particulas
de LDL circulam por mais tempo no plasma dos pacientes com HF, elas
estdo mais sujeitas a oxidacdo e a outras transformacdes, resultando na
captacdo aumentada da LDL modificada pelos macrofagos, deflagrando
mecanismos pro-aterogénicos (GOLBERG et al, 2011; HARADA-
SHIBA et al, 2012; HOVINGH et al, 2013; WIEGMAN et al, 2015).
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Figura 2 Captacéo da particula de LDL e reciclagem do LDL-R.
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A particula de LDL se liga ao LDL-R na superficie do hepatdcito e sofre
endocitose e consequente degradacdo lisossomal. O receptor de LDL é enviado
de volta a superficie do hepatécito.
Fonte<http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Receptores+de+
LDL&Ilang=3>

A penetrancia de HF é de quase 100%, significando que metade da
descendéncia de um individuo afetado pode apresentar LDL-c elevado
desde o nascimento, sem diferencas entre os sexos (SANTOS et al,
2012; MASANA et al, 2013; WATTS, 2014; BRAUTBAR et al, 2015).
Em pacientes heterozigotos (HFHe), um gene defeituoso para o receptor
de LDL é herdado de um dos pais e um gene normal, do outro. Como
dois genes funcionais sdo necessarios para manter o nivel plasmatico
normal de LDL-c, nos pacientes heterozig6ticos ocorre aumento na
concentracdo de LDL-c para aproximadamente duas vezes o normal
ainda na infancia e 1AM pode ocorrer antes dos 35 anos. Os pacientes
homozigotos (HFHo) herdam dois genes defeituosos, assim, 0s
pacientes tém hipercolesterolemia grave e, geralmente, sofrem 1AM
antes dos 20 anos ou até mesmo na infancia (FRANCKE, BROWNS,
GOLDSTEIN, 1984; HARADA-SHIBA et al, 2012; HOVINGH et al,
2013). Pacientes homozig6ticos com menos de 2% da atividade normal
do LDL-R sdo classificados como receptor negativo e pacientes com 2%
a 25% da atividade normal do LDL-R sdo classificados como receptor
defeituoso. Existem cinco principais classes de defeitos no gene LDLR
(MASANA et al, 2013):

- Classe I: receptor de LDL ndo é sintetizado;


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Receptores+de+%20LDL&lang=3
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Receptores+de+%20LDL&lang=3
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- Classe Il: receptor de LDL ndo é devidamente transportado do
reticulo endoplasmatico para o aparelho de Golgi e ha menor expressdo
na superficie celular;

- Classe 1lI: o receptor de LDL néo se liga corretamente ao LDL
na superficie da célula devido a defeito na Apo B-100 ou no receptor de
LDL;

- Classe IV: proteinas transportadoras ligam-se normalmente a
LDL, mas ndo se situam nas depressfes revestidas e, portanto, a LDL
ndo é internalizada;

- Classe V: o receptor de LDL néo é capaz de liberar as particulas
de LDL nos endossomas, assim, ndo é enviado de volta para a superficie
celular.

A particula de LDL se liga ao LDL-R através da Apo B-100, que é
reconhecida pelo receptor e, assim, defeitos nessa apolipoproteina
também causam hipercolesterolemia (Figura 3) (INNERARITY et
al,1987; SORIA et al, 1989). A hipercolesterolemia devida a mutacédo
no gene APOB é referida como Defeito Familiar de Apo B (HARADA-
SHIBA et al, 2012; MASANA et al, 2013). A Apo B-100 defeituosa
possui menor afinidade pelo LDL-R, levando a reduzida taxa de
depuracdo da LDL (INNERARITY et al, 1987; SORIA et al, 1989). O
gene APOB estéa localizado no cromossomo 2p24-p23 e possui 29 exons.
MutagBes no gene da Apo B sdo menos comuns € menos graves que
mutagdes no LDL-R (GOLBERG et al, 2011; HARADA-SHIBA, M et
al, 2012; HOVINGH et al, 2013). Os portadores de Apo B defeituosa
apresentam concentracdo de LDL-c entre 20 e 25% menor que 0S
portadores de mutacdo no LDL-R (MASANA et al, 2013).

Figura 3 Ligacdo especifica da LDL com o LDL-R através da Apo B-
100.
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A apolipoproteina B-100 é a parte especifica da particula de LDL que se liga ao
LDL-R.

Fonte<http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Apolipop
rote%C3%A Dna+B-100&lang=2>
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MutacBes no gene da pré-proteina convertase subtilisina/kexina
tipo 9 (PCSK9) também podem causar hipercolesterolemia familiar
(ABIFADEL et al, 2003; QIAN et al, 2007). A PCKS9 é uma proteina
da familia das pro-proteinas convertases, anteriormente chamada
convertase 1, regulada por apoptose neuronal (NARC-1) e, como outras
convertases, estd envolvida na clivagem proteolitica de uma grande
variedade de proteinas (MAXWELL; BRESLOW, 2005; SEIDAH;
KHATIB; PRAT, 2006). O gene PCSK9 localiza-se no cromossomo
1p32-p34, é constituido por 12 exons e 3617 pb que traduzem uma
proteina com 692 aminoacidos. Em 2003, foi identificada a primeira
mutacdo neste gene, que corresponde a alteragdo no nucleotideo 625
levando a substitui¢do da arginina por serina no cédon 127 (ABIFADEL
et al, 2003). A PCSK9 participa do catabolismo do LDL-R, assim,
mutaces com ganho de funcdo no gene da PCSK9 podem acelerar o
catabolismo do LDL-R causando a HF (ABIFADEL et al, 2003; QIAN
et al, 2007) (Figura 4). MutacGes na PCSK9 sdo a causa menos comum
de HF, representando cerca de 5% dos casos (GOLBERG et al, 2011,
HARADA-SHIBA et al, 2012).

Figura 4 Degradacdo do LDL-R através da acdo da PCSK9.
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A PCSK9 se liga ao LDL-R promovendo sua endocitose e consequente
degradagéo.
Fonte<http://www.nature.com/nrendo/journal/v9/n2/full/nrendo.2012.254.html
>

Em sintese, a HF é resultante de defeitos de remocdo da LDL da
circulacdo e o fenotipo clinico é muito semelhante entre as trés formas
mais comuns de HF (GOLBERG et al, 2011; HARADA-SHIBA et al,
2012; HOVINGH et al, 2013).
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2.3.2 Sinais e sintomas

A doenca se caracteriza por concentragdes elevadas de colesterol,
especialmente o LDL-c (HARADA-SHIBA et al, 2012; HOVINGH et
al, 2013; WATTS et al, 2014; PANG; LANSBERG; WATTS, 2016). A
concentracdo de colesterol total e LDL-c em pacientes com HFHe varia
entre 350-550 mg/dL e 200-400 mg/dL, respectivamente, enquanto nos
pacientes com HFHo pode variar entre 650-1000 mg/dL e 600 mg/dL,
respectivamente (GOLBERG et al, 2011; HOVINGH et al, 2013;
MASANA et al, 2013).

O depdsito de colesterol nos tecidos leva a presenca de sinais
clinicos caracteristicos, como xantomas tendinosos, especialmente nos
cotovelos, tenddo de Aquiles e nas maos e xantelasmas ao redor dos
olhos (Figura 5 a, b, ¢, d) (HARADA-SHIBA et al, 2012; HOVINGH et
al, 2013; MASANA et al, 2013). Os xantomas no tenddo de Aquiles
tendem a aparecer em 50% dos pacientes antes dos 30 anos de idade
(HARADA-SHIBA et al, 2012). Nos dultimos anos, devido a
possibilidade de tratamentos eficazes de HF na juventude, a presenca de
xantomas tem diminuido (MASANA et al, 2013). A deposicdo de
colesterol pode ocorrer ao redor da cérnea, levando a formacao de arco
corneal e, quando presente nas primeiras décadas de vida, pode ser util
no diagnostico (Figura 5d) (HOVINGH et al, 2013; MASANA et al,
2013). Xantomas e arco corneal sdo patognoménicos para HFHe e
HFHo (HOVINGH et al, 2013). Entretanto, a auséncia de xantomas ndo
exclui o diagndstico de HF, pois 20 a 30% dos pacientes diagnosticados
ndo apresentam xantomas, especialmente antes dos 20 anos (HARADA-
SHIBA et al, 2012). Comparado com HFHe, esses sintomas sdo muito
mais graves e ocorrem mais cedo em pacientes com HFHo (HARADA-
SHIBA et al, 2012; McCRINDLE, 2012; HOVINGH et al, 2013).
Xantomas podem ser observados no nascimento ou se desenvolver
durante a infancia nos individuos com HFHo (McCRINDLE, 2012;
HOVINGH et al, 2013).
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Figura 5 Sinais clinicos de Hipercolesterolemia Familiar.
a) b)

i ey
Xantomas tendinosos em criangas (a) e adulto (b), xantoma no tenddo de
Aquiles (c), xantelasma e arco corneal (d). Fonte Harada-Shiba et al, 2012;
Hovingh et al, 2013; Rocha et al, 2013.

O depdsito de colesterol nas artérias aumenta o risco de DAC
prematura (HARADA-SHIBA et al, 2012; HOVINGH et al, 2013). A
espessura da camada intima da artéria carétida estd associada a fatores
de risco cardiovasculares e ao grau da aterosclerose. Em criangas com
HF, pode ser verificada a presenca de disfuncdo endotelial e aumento da
espessura da camada intima da artéria carGtida, o que é preditor de
aterosclerose prematura na vida adulta(HARADA-SHIBA et al, 2012).

2.3.3 Epidemiologia

A HF é um problema de saide mundial reconhecido pela
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e é uma das doengas
monogénicas herdadas mais comuns na populacdo geral (HARADA-
SHIBA et al, 2012; PANG, 2016). Estima-se que a doenca afete 30
milhdes de pessoas no mundo (PANG, 2016). A frequéncia da HF na
sua forma heterozigotica é de cerca de 1:500 individuos, sendo muito
rara na forma homozig6tica, com frequéncia estimada de 1:1.000.000
individuos (FRANCKE; BROWNS; GOLDSTEIN, 1984; GOLBERG et
al, 2011; HARADA-SHIBA et al, 2012; HOVINGH et al, 2013;
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BRAUTBAR et al, 2015). Entretanto, a HF é mais prevalente em
algumas populagdes, devido ao efeito "fundador"”, como os sul-africanos
(2:100), libaneses (1:170), franco-canadenses (1:270) (HOVINGH et al,
2013; BRAUTBAR et al, 2015).

Ocorre alta incidéncia de doenca aterosclerética prematura (em
homens abaixo de 55 anos e em mulheres abaixo de 65 anos), reduzindo
a expectativa de vida em muitas familias de portadores de HF,
especialmente em funcdo da DAC (HARADA-SHIBA et al, 2012;
WATTS et al, 2014). Cerca de 90% dos homens e 50% das mulheres
com HF heterozig6tica terdo um evento cardiovascular antes dos 65
anos de idade (MASANA et al, 2013). Pacientes heterozigotos nao
medicados tém cerca de 20 vezes mais risco de DAC que aqueles que se
encontram sob tratamento (HARADA-SHIBA et al, 2012; BAYS et al,
2016).

Com base nos resultados de varios estudos, menos de 20% dos
individuos com HF sdo diagnosticados, especialmente criancas, e
desses, apenas uma minoria recebe tratamento adequado (GOLBERG et
al, 2011; HARADA-SHIBA et al, 2012; HOVINGH et al, 2013;
NORDESTGAARD et al, 2013; WATTS et al, 2014). As excec¢des sdo
0s paises que implementaram programas de rastreio onde, com base na
prevaléncia de 1:500 e na populacdo de cada pais, a Holanda apresenta
71% dos casos diagnosticados, a Noruega 43%, a Suica 13%, o Reino
Unido 12% e a Espanha 6%. Ainda assim, esses numeros S&0
subestimados. Por exemplo, na Noruega, onde a prevaléncia ¢é de 1:300
casos, na pratica significa diagnodstico de 26% dos casos ao invés de
43% (Figura 6) (NORDESTGAARD et al, 2013).
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Figura 6 Estimativa percentual de casos diagnosticados de HF por pais.

Number of FH (estimated based on 1/500) Diagnosed FH (estimated)
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45 000 Australia 1%
14 100 Hong Kong 1%
130 900 France 1%
46 300 Taiwan =1%
121 000 Italy <1%
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621 200 USA <1%
68 600 Canada <1%
254 800 Japan <1%
34 300 Chile <1%
381 500 Brazil <1%
214 900 Mexico <1%
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Diagnosed FH (estimated), % of estimated number in country
Fonte. Nordestgaard et al., 2013.

2.3.4 Diagnostico

A identificagdo de individuos portadores de HF e de seus familiares,
de suas manutencbes ao longo da vida e o inicio precoce de terapia
hipolipemiante sdo aspectos importantes na prevencdo da DCV
prematura e do risco de morte nessa populagdo. Os critérios clinicos e
laboratoriais para o diagndstico da HF sdo arbitrarios e baseiam-se nos
seguintes dados: sinais clinicos de dep6sitos extravasculares de
colesterol (xantomas, arco corneal antes dos 45 anos); taxas elevadas de
LDL-c ou colesterol total no plasma; histéria familiar de
hipercolesterolemia e/ou doenca aterosclerdtica prematura e;
identificagdo de mutacfes e polimorfismos genéticos que favorecam o
desenvolvimento da HF (GOLBERG et al, 2011; SANTOS et al, 2012;
HARADA-SHIBA et al, 2012; HOVINGH et al, 2013;
NORDESTGAARD, 2013; WATTS et al, 2014; GENEST et al, 2014;
WIEGMAN et al, 2015).
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Existem varios critérios para diagnosticar a HF fenotipicamente,
mas nenhum deles é acordado internacionalmente. Dentre os principais
critérios utilizados, destacam-se o The Dutch Lipid Clinic Network
Criteria (DLCNC) da Holanda, o Simon Broome criteria, do Reino
Unido e o Make early diagnosis to prevent early death (MEDPED), dos
Estados Unidos. O DLCNC utiliza um sistema de pontos com base nas
concentracgdes de colesterol do individuo, histérico pessoal e familiar de
DAC prematura, exame fisico e mutacGes detectadas para prever a
probabilidade de um diagndstico possivel, provavel ou definitivo de HF.
Esses critérios sdo cada vez mais aceitos como simples e abrangentes.
Além disto, o escore numérico ndao é altamente dependente da
concentracdo de LDL-c e pode ser mais sensivel na detec¢do de casos
indice, considerando um score > 5 como um diagndstico altamente
provavel. O sistema Simon Broome é comparavel ao DLCNC na
predi¢do de HF, e considera as concentracGes de colesterol, exame fisico
e histérico familiar, mas ndo emprega o arco corneal. Um diagnostico
definitivo de HF é feito se um individuo apresentar concentracdes
elevadas de colesterol e xantomas de tenddo ou uma mutagdo. Um
diagndstico possivel ocorre se o individuo possuir altas concentracfes
de colesterol e histéria familiar de hipercolesterolemia ou DAC
prematura. Esse critério pode apresentar resultados falso-negativos em
individuos que ndo sdo claramente hipercolesterolémicos. O sistema
MEDPED, utiliza cut offs de colesterol total e LDL-c e exige
estritamente que as concentracGes de colesterol sejam conhecidas em
outros membros da familia. Assim como o Simon Broome, também
pode ser menos especifico na predicdo de mutacdes (WATTS et al,
2014; SHARIFI; FUTEMA; NAIR; HUMPHRIES, 2017).

De acordo com a | Diretriz Brasileira de Hipercoleserolemia
Familiar, o diagnéstico de HF no Brasil é feito baseando-se no
algoritmo apresentado no Quadro 1, o qual se fundamenta nos critérios
DLCNC.

A coleta de sangue para a determinacdo da concentracdo de
colesterol total e LDL-c visando rastrear a HF é de fundamental
importancia para o diagnéstico do maior nimero possivel de casos e,
consequentemente, reduzir o impacto da HF na morbi-mortalidade
cardiovascular na populacdo geral. O rastreamento pode ser realizado
por meio de dois métodos: rastreamento universal e rastreamento em
cascata (GOLBERG et al, 2011; SANTOS et al, 2012).
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Quadro 1 Algoritmo para diagndstico da Hipercolesterolemia Familiar.
Parametro Ponto

Histdrico familiar

Parente de 1° grau portador de DAC prematura (homens < 55 e mulher 1
< 60 anos) OU

Parente adulto de 1° ou 2° grau com colesterol total maior que 290 1
mg/dL

Parente de 1° grau portador de xantoma tendinoso e/ou arco corneal
ou

Parente de 1° grau menor de 16 anos com colesterol total maior que
260 mg/dL

Historico clinico

Paciente portador de DAC prematura (homens < 55 e mulher < 60 2
anos)

Paciente portador de doenca arterial cerebral ou periférica prematura 1
(homens < 55 e mulher < 60 anos)

Exame fisico

Xantoma tendinoso 6

Arco corneal < 45 anos

Concentracéo de LDL-c (mg/dL)
>330 mg/dL
250 - 329 mg/dL

190 - 249 mg/dL

155 - 189 mg/dL
Analise do DNA
Presenca de mutagdo do gene do LDLR, da Apo B-100 ou da PCSK9 8

Diagndstico de HF
Certeza: 8 pontos
Provavel: 6-8 pontos
Possivel: 3 — 5 pontos

NN

= W 01

2.3.5 Rastreamento universal

Acima de 10 anos, toda crianca deve ter dosado, a0 menos uma
vez, seu colesterol total, independentemente da presenca de fatores de
risco. A obtencdo das concentracdes de lipideos plasmaticos também
deve ser considerada a partir dos 2 anos de idade nas seguintes situacoes
(SANTOS et al, 2012):

- Histérico familiar de DAC prematura (homens < 55 anos ou
mulheres < 65 anos);

- Pais com colesterol total superior a 240 mg/dL;
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- Se a crianca apresentar manifestacfes clinicas de dislipidemias
(xantomas, xantelasma, arco corneal, dor abdominal recorrente,
pancreatite);

- Se a crianca apresentar outros fatores de risco, como hipertensao
arterial sistémica, obesidade, tabagismo, diabetes mellitus, nascidos
pequenos para a idade gestacional, dieta rica em gorduras saturadas e/ou
acidos graxos trans;

- Se a crianca utilizar medicamentos ou se for portadora de
doencas que cursam com dislipidemia (ex. hipotireoidismo, doenca de
Cushing).

A periodicidade recomendada para a determinacdo dos lipideos
plasméaticos é debatida. De forma geral, se o perfil lipidico for normal,
mas existirem outros critérios de possivel HF, como historia familiar de
doenca aterosclerdtica precoce, 0 exame pode ser repetido apds um ano.
Na auséncia desses fatores, o exame pode ser repetido em até cinco
anos. Outros dados, como idade, presenca de outros fatores de risco para
aterosclerose, grau de controle dos fatores de risco, habitos de vida e
eventual uso de medicamentos que possam interferir com o metabolismo
lipidico, podem ser considerados para individualizar a periodicidade das
dosagens lipidicas (SANTOS et al, 2012).

Quando considerado o valor de LDL-c isolado, o ponto de corte
com maior sensibilidade e especificidade para suspeita de HF na
infancia ¢ 150 mg/dL. O ponto de partida para se considerar a
possibilidade diagndstica de HF é a concentragdo > 190 mg/dL em
adultos maiores de 20 anos (SANTOS et al, 2012). Na populagéo geral,
a probabilidade de HF é de aproximadamente 80% na presenca de LDL-
¢ > 250 mg/dL em individuos > 30 anos; ou LDL-c > 220 mg/dL em
individuos entre 20-29 anos; ou LDL-c > 190 mg/dL em individuos < 20
anos (SANTOS et al, 2012). Antes de se fazer o diagndstico de HF, no
entanto, devem ser afastadas causas secundarias de hipercolesterolemia,
incluindo hipotireoidismo e sindrome nefrética. Vale notar que a
presenca de hipertrigliceridemia ndo exclui o diagnostico de HF
(GOLBERG et al, 2011; SANTOS et al, 2012; WATTS et al, 2014).

2.3.6 Rastreamento em cascata

O rastreamento em cascata envolve a determinacdo do perfil
lipidico nos parentes do paciente diagnosticado com HF, denominado
“caso-indice” (GOLBERG et al, 2011; SANTOS et al, 2012;
FARNIER; BRUCKERT, 2012; LANGSLET; OSE, 2013; WATTS et
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al, 2014). As chances de identificacdo de outros portadores de HF a
partir de um caso-indice sdo de 50% nos familiares de primeiro grau,
25% nos de segundo grau e 12,5% nos de terceiro grau (LANGSLET;
OSE, 2013). O rastreamento em cascata pode ser Util quando o
diagnostico é incerto (SANTOS et al, 2012; LANGSLET; OSE, 2013).
A medida que novos casos vao sendo identificados, novos parentes vio
sendo recomendados para o rastreamento. O rastreamento em cascata
aumenta o ndmero de diagndsticos e diminui a idade com que o
individuo é diagnosticado, havendo maior chance de tratamento precoce
e diminuicdo do risco cardiovascular global, sendo considerado,
portanto, altamente custo-efetivo (SANTOS et al, 2012; LANGSLET;
OSE, 2013; WATTS et al, 2014).

2.3.7 Rastreamento genético em cascata

O gene causal da HF ndo pode ser predito clinicamente, sendo
necessario teste genético para a sua verificagdo. Pelo grande nimero de
mutacBes possiveis, 0 método de diagnostico genético deve incluir o
sequenciamento da regido codificadora dos  genes LDLR,
APOB e PCSK9. Quando encontrada a mutagdo causal, o teste fornece
resposta definitiva para o diagnéstico da HF (SANTOS et al, 2012;
WATTS et al, 2014; GENEST et al, 2014; BRAUTBAR et al, 2015;
BAYS et al, 2016).

Estudos envolvendo o rastreamento genético em cascata de
individuos com mutagBes causadoras de HF demonstraram que,
enquanto parentes com a mutagéo apresentam concentraces de LDL-c
em média duas vezes maior quando comparada aos parentes que nédo
carregam a mutacdo, uma significativa proporcdo dos individuos possui
concentragcBes abaixo do cutoff diagndstico e, assim, possuem um
diagndstico genético de HF, mas nao clinico. Esses individuos podem
apresentar outros genes favoraveis ou estilo de vida que reduzem o
impacto da mutacgéo, mas, ainda assim, eles devem ser acompanhados e
beneficiados com tratamento hipolipemiante (NORDESTGAARD et al,
2013).

Sendo padrdo de referéncia para o diagnéstico confirmatério de
HF, o teste genético pode ser particularmente Util nos casos de
familiares com diagnostico clinico equivocado ou, apenas com
concentracdo sérica de LDL-c sugestiva de HF. Testes genéticos
também podem ser importantes para a identificagdo de uma mutagdo
causadora de HF em familias recém-identificadas ou com forte suspeita
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de HF (GOLBERG et al, 2011; SANTOS et al, 2012; FARNIER;
BRUCKERT, 2012; WATTS et al, 2014; GENEST et al, 2014;
BRAUTBAR et al, 2015). A identificacdo de uma mutacdo que causa
HF pode fornecer motivagéo adicional para alguns pacientes iniciarem o
tratamento adequado. A identificacdo do gene defeituoso pode
esclarecer alguns aspectos do fenotipo e permitir o diagnostico e
tratamento precoce, além de fornecer valor prognéstico que pode
influenciar as estratégias de tratamento (VAN AALST COHEN, 2006;
GOLBERG et al, 2011; HOVINGH, 2013; BRAUTBAR et al, 2015).

Os testes genéticos, no entanto, tém limitagcBes. A taxa de
identificagdo de mutacdo por meio do teste genético é de até 50% nos
pacientes hipercolesterolémicos com diagndstico possivel de HF,
enquanto em pacientes com HF definitiva, a taxa de identificagdo pode
chegar a 86% (GOLBERG et al, 2011; WATTS et al, 2014). A ampla
variagdo no numero de diagnosticos deve-se ao diagnostico clinico
equivocado, a falta de sensibilidade da técnica utilizada ou aos casos de
HF relacionados a genes ainda desconhecidos (VAN AALST-COHEN
et al, 2006). E importante ressaltar que o teste genético negativo nio
exclui a HF. Além disto, individuos com LDL-c elevado permanecem
em alto risco e devem ser tratados, independentemente dos resultados
dos testes genéticos (GOLBERG et al, 2011; WATTS et al, 2014).

Em resumo, os individuos diagnosticados por meio de teste
genético como portadores de HF passam a ser 0s casos-indice, devendo
ser rastreados a partir desses 0s parentes de 1° grau e,
subsequentemente, os parentes de 2° e 3° grau, numa abordagem
genética combinada a analise do perfil lipidico, anamnese e exame
fisico. Isso é referido como rastreamento genético em cascata (SANTOS
et al, 2012; HOVINGH et al, 2013; WATTS et al, 2014; BRAUTBAR
et al, 2015). Pode-se, no entanto, como estratégia mais custo-efetiva,
realizar como primeira abordagem, o teste genético buscando a mesma
alteragdo do caso-indice (HOVINGH et al, 2013).

Em 1994, foi iniciado na Holanda um programa de rastreamento
genético em cascata que provou ser altamente efetivo no diagnostico de
pacientes com HF (HOVINGH et al, 2013). Em 2010, programas de
rastreio em 39 paises, dentre eles Noruega, Dinamarca, Espanha,
Australia e Nova Zelandia, identificaram 50.000 pacientes com HF. No
entanto, estima-se que existam 4,4 milhdes de portadores de HF nesses
paises, o que indica que ainda é necessario mais trabalho e
intensificacdo dos programas de rastreio (HOVINGH et al, 2013).
Iniciativas locais também obtiveram sucesso em aumentar o nimero de
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diagnosticos na Austria, Pol6nia, Alemanha, Irlanda, Portugal, Italia,
Suica e Taiwan (HOVINGH et al, 2013). No Brasil, existe a estimativa
de 400.000 a 670.000 portadores de HF, sendo menos de 1%
diagnosticados (JANNES et al, 2015).

Os avangos em testes genéticos adicionaram uma perspectiva
diferente a doenca, porque eles fornecem um diagndstico mais preciso e
precoce da HF e também fornecem informagbes sobre o fendtipo e o
prognostico, que ndo poderiam ser conhecidas a partir das concentragdes
de lipideos apenas. Além disto, permite a identificagdo de casos
silenciosos na populacdo, diminuindo a incidéncia de doenca
cardiovascular prematura (FAHED; NEMER, 2011).

2.3.8 Fatores de risco classicos na Hipercolesterolemia Familiar

Os fatores de risco classicos para DCV também apresentam
importancia na estratificacdo de risco nos portadores de HF (SANTOS
et al, 2012). H& risco maior de homens apresentarem evento
cardiovascular em comparacdo as mulheres com HF (JANSEN et al,
2004). A associagdo de tabagismo com HF apresenta chance maior de
DAC para os portadores tabagistas. Diabetes mellitus, hipertensdo
arterial e HDL-c baixo também conferem maior risco na populagdo com
HF, devendo, portanto, ser corretamente diagnosticadas e tratadas
(JANSEN et al, 2004).

Segundo a | Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar
(2012), portadores de HF, com qualquer uma das seguintes
caracteristicas, devem ser considerados como de “muito alto risco™:

- Doenga cardiovascular estabelecida (ex. historia prévia de 1AM,
AVC, doenga arterial periférica, revascularizagdo miocardica, angina);

- Tabagista;

- Historico familiar de doenca coronariana prematura (parentes de
1° ou 2° grau com inicio da doenca antes dos 45 anos no sexo masculino
e antes dos 55 anos no sexo feminino);

Também estdo em “muito alto risco” os portadores de HF que
apresentarem dois ou mais dos seguintes fatores de risco:

-ldade maior que 30 anos se homem e maior que 40 anos se mulher;

- LDL-c basal maior que 250 mg/dL;

- Ser do sexo masculino;

- Histérico familiar de DAC prematura (parentes de 1° grau antes
dos 55 anos no sexo masculino, antes dos 65 anos no sexo feminino);

- Sindrome metabolica;
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- HDL-c baixo (menor que 40 mg/dL para homens e menor que 50
mg/dL para mulheres);

- Hipertensdo arterial sistémica (maior que 140 x 90 mmHg ou em
tratamento medicamentoso);

- Aumento da lipoproteina (a) (maior que 60 mg/dL);

- Exame fisico apresentar sinais (ex. xantoma de tend&o).

2.3.9 Tratamento

O objetivo do tratamento de pacientes com HF é a reducdo das
concentracBes plasmaticas de LDL-c para diminuir o risco de DCV
(SANTOS et al, 2012). Mudancas de estilo de vida, compreendendo
dieta saudavel, reducdo do peso corporal em excesso, cessacdo do
tabagismo e atividade fisica moderada sdo sempre recomendadas para a
prevencdo de DCV. Entretanto, em razéo das elevadas concentragfes de
LDL-c que caracterizam a HF, as mudancas no estilo de vida tém menor
impacto nos lipideos nos portadores de HF do que na populacdo em
geral (GOLBERG et al, 2011; HARADA-SHIBA et al, 2012;
McCRINDLE 2012; SANTOS et al, 2012; WATTS et al, 2014;
PATEL; SCOPELLITI; SAVELLONI, 2015; VOGT, 2015). No
entanto, recomendacdes dietéticas podem produzir beneficios, reduzindo
as concentracbes séricas de colesterol e triglicerideos, favorecendo a
reatividade vascular, mantendo o controle de peso corporal e evitando
outras doengas concomitantes, como o diabetes mellitus e a hipertenséo
arterial, e deve ser incentivada a todos os portadores de HF,
especialmente criancas (HARADA-SHIBA et al, 2012; SANTOS et al,
2012; McCRINDLE, 2012; WATTS et al, 2014; PATEL;
SCOPELLITI; SAVELLONI, 2015; VOGT, 2015).

Em adultos, as estatinas podem reduzir as concentracfes de LDL-
c em pacientes homozigotos, diminuindo a sintese e a secrecdo de
lipoproteinas contendo Apo B em portadores receptor-negativo e
aumentando a atividade do LDL-R residual em portadores com receptor-
defeituoso (WATTS et al, 2014; VOGT, 2015; BARTER; RYE, 2016).
Estatinas potentes, como atorvastatina (10-80 mg) e rosuvastatina (10-
40 mg) sdo a primeira escolha para obter redugdo de 50% das
concentrages basais de LDL-c em portadores de HF (AHN; CHOI,
2015; PATEL; SCOPELLITI; SAVELLONI, 2015; BARTER; RYE,
2016). Os potenciais efeitos adversos das estatinas estdo relacionados a
miopatia e elevacdo de enzimas hepaticas. Para pacientes que ndo
podem usar estatinas, € indicada a terapia combinada de niacina,
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ezetimiba ou colestiramina (WATTS et al, 2014; AHN; CHOI, 2015;
PATEL; SCOPELLITI; SAVELLONI, 2015; BARTER; RYE, 2016).

Os principais efeitos colaterais da colestiramina relacionam-se ao
aparelho digestivo, interferindo na motilidade intestinal e causando
constipacdo e meteorismo, além da exacerbacdo de hemorroidas
preexistentes. O farmaco diminui a absorcdo de vitaminas lipossolUveis
(A, D, K e E) e de acido folico, sendo eventualmente necessaria a
suplementacdo desses elementos (SANTOS et al, 2012; WATTS et al,
2014). A ezetimiba tem um mecanismo especifico de inibir a absor¢édo
do colesterol no enterécito e, portanto, ndo interfere na absorcdo de
outros agentes. A redugdo do afluxo de colesterol a partir do intestino
para o figado resulta em aumento compensador da expressdo de
receptores hepaticos de LDL e aumento da captacdo das particulas de
LDL circulantes (WATTS et al, 2014; PATEL; SCOPELLITI,
SAVELLONI, 2015; VOGT, 2015; BARTER; RYE, 2016). A niacina
reduz o afluxo de acidos graxos para o figado e, como consequéncia,
leva a menor producéo de VLDL, precursora da LDL, diminuindo assim
a concentracdo destas particulas circulantes. A tolerabilidade é um fator
limitante no uso da niacina, mesmo na forma de libera¢do prolongada,
por sua acdo em receptores de prostaglandina na derme resultando em
vasodilatacdo intensa e rubor facial ou prurido. Esse efeito colateral
motiva aumentos progressivos a cada quatro ou oito semanas até a dose
maxima tolerada (PATEL; SCOPELLITI; SAVELLONI, 2015; VOGT,
2015; BARTER; RYE, 2016).

Em geral, nos casos de HF, os tratamentos hipolipemiantes
convencionais ndo sdo eficazes para reduzir drasticamente as
concentracdes de colesterol, assim, a LDL deve ser removida de forma
intensa do plasma por meio de plasmaférese ou LDL-aférese
(GOLBERG et al, 2011; WATTS et al, 2014; PATEL; SCOPELLITI;
SAVELLONI, 2015; VOGT, 2015). O LDL-c aumenta novamente
rapidamente nos primeiros dias ap6s a aférese, portanto, ela deve ser
repetida regularmente, geralmente, a cada semana ou quinzenalmente
(VOGT, 2015). A LDL-aférese é indicada para pacientes que apds seis
meses de tratamento medicamentoso apresentem 0s seguintes critérios:
pacientes com HF homozigdtica com LDL-c > 300 mg/dL (ou nao-
HDL-c > 330 mg/dL); pacientes com HF heterozigética com LDL-c >
300 mg/dL (ou ndo-HDL-c > 330 mg/dL) e com zero ou 1 fator de risco;
pacientes com HF heterozigotica com LDL-c > 200 mg/dL (ou néo-
HDL-c > 230 mg/dL) com dois ou mais fatores de risco ou lipoproteina
(@) > 50 mg/dL; pacientes de HF heterozigética com LDL-c > 160
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mg/dL (ou ndo-HDL-c > 190 mg/dL) com DCV estabelecida e outras
doencas cardiovasculares ou diabetes (SANTOS et al, 2012). O
transplante hepatico pode ser alternativo para pacientes com HF
homozig6ticos refratarios ao tratamento farmacoldgico. Entretanto,
deve-se sempre discutir os riscos e os beneficios do procedimento
(PATEL; SCOPELLITI; SAVELLONI, 2015).

Para criangas com HF, recomenda-se mudanca de estilo de vida
(SANTOS et al, 2012; McCRINDLE, 2012; WATTS et al, 2014). Em
criancas com concentragdes limitrofes de LDL-c, recomenda-se seis
meses de Dieta tipo |: até 30% das calorias de gorduras, até 10% de
gorduras saturadas, até 100 mg/kcal de colesterol, no maximo 300
mg/dL. Para criangas com LDL-c acima de 130 mg/dL, a dieta deve ser
mais restrita, tipo Il: até 20% das calorias de gorduras, até 7% de
gorduras saturadas, até 60 mg/kcal de colesterol, no maximo 200 mg/dL
(SANTOS et al, 2012). Ap6s mudanca de estilo de vida, a terapia
hipolipemiante pode ser iniciada em criancas com mais de dois anos de
idade, salvo casos graves e com avaliacdo individualizada. O tratamento
tem como objetivo alcancar a meta de concentracdo de 110 mg/dL de
LDL-c, ou no minimo 130 mg/dL, e reduzir xantomatose, diminuir o
risco de pancreatite e prevenir o aparecimento de DAC (GOLBERG et
al, 2011; SANTOS et al, 2012; McCRINDLE, 2012).

O uso de estatinas diminui significativamente o colesterol total, o
LDL-c e a Apo B sem, aparentemente, ocorréncia significativa de
efeitos adversos relacionados ao desenvolvimento sexual e toxicidade
muscular ou hepética, podendo ser utilizada a partir dos oito anos de
idade (GOLBERG et al, 2011; SANTOS et al, 2012; McCRINDLE,
2012; WATTS et al, 2014; VOGT, 2015). As estatinas podem diminuir
0 LDL-c em cerca de 30% e aumentar o HDL-c em 5% e,
consequentemente, atenuar o espessamento médio-intimal e melhorar a
funcdo endotelial. O uso de ezetimibe como monoterapia diminui em
cerca de 30% os valores de LDL-c em criangas com HF heterozigotica.
Recomenda-se seu uso como monoterapia a partir dos 5 anos e em
associacdo com estatina acima de 8 anos, diminuindo os efeitos
colaterais destas (SANTOS et al, 2012).

Os sequestradores dos &cidos biliares, como a colestiramina,
podem ser utilizados em qualquer idade. Diminuem cerca de 10-15% do
LDL-c e podem ser associados com estatinas, em horarios de
administragdo diferentes. Pelo risco de desnutricdo relacionado as
vitaminas lipossollveis, recomenda-se monitoracdo nutricional e
suplementacdo destas. A ingestdo de 1,6 g/dia de fitoesterdis por
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criancas com HF heterozigética resultou em reducfes de 10,2% no
LDL-c e 7,4% no CT. Reducdo semelhante foi observada em adultos
ap6s a ingestdo diaria de 2,5 g de fitoesterdis (MORUISI;
OOSTHUIZEN; OPPERMANN, 2006; SANTOS et al, 2012).

Varios novos farmacos para diminuir as concentracdes lipidicas
séricas estdo atualmente em desenvolvimento. Farmacos com
mecanismo de ac¢do independente do LDL-R tendem a ser mais efetivos
no tratamento da HF (AHN; CHOI, 2015; VOGT, 2015).

O mipomersen é um medicamento composto  por
oligonucleotideo antissenso (ASO), ou seja, pequenas sequéncias de
nucleotideos (DNA ou RNA) que se ligam especialmente ao RNA
mensageiro e inibem a sintese proteica por interferir na tradugdo da
mensagem carregada por esse Ultimo. Essas moléculas inibem a sintese
hepética de Apo B100 e, consequentemente, reduzem as concentracoes
plasméticas de VLDL, LDL e Lp(a) (AHN; CHOI, 2015; PATEL;
SCOPELLITI; SAVELLONI, 2015; VOGT, 2015).

Em ensaios clinicos de fase Ill, o mipomersen reduziu
significativamente a concentracdo sérica de lipoproteinas aterogénicas,
incluindo LDL-c (28 e 25%), apoB (26 e 27%) e Lp[a] (21 e 31%) apds
26 semanas de tratamento com dose semanal de 200 mg subcuténea de
mipomersen (RAAL et al, 2010; STEIN et al, 2012). O principal efeito
colateral do mipomersen é o acumulo de triglicerideos no figado e
aumento das transaminases, devido a diminuicdo da liberacdo de
triglicerideos do figado a circulagcdo através da VLDL. Os efeitos
adversos mais comuns sdo reagdes locais a injecao (84%), sintomas de
gripe (30%), nauseas (14%) e dor de cabega (12%) (RAAL et al, 2010;
STEIN et al, 2012; AHN; CHOI, 2015; PATEL; SCOPELLITI;
SAVELLONI, 2015; VOGT, 2015). Embora o mipomersen nédo esteja
associado a nenhuma interagdo conhecida de medicamentos
clinicamente relevantes, recomenda-se monitorizagdo de transaminases
guando o medicamento € usado concomitantemente com outros
medicamentos hepatotoxicos. Os pacientes devem minimizar o consumo
de alcool durante o uso de mipomersen devido ao aumento do risco de
esteatose hepatica (PATEL; SCOPELLITI; SAVELLONI, 2015).

Apesar dos efeitos promissores de redugdo de lipideos pelo
mipomersen, esse agente foi aprovado pela FDA em 2013 somente para
0 tratamento de pacientes com HFHo severa (PATEL; SCOPELLITI;
SAVELLONI, 2015). O medicamento foi registrado em 2014, no
México, Argentina, Coréia do Sul e Peru. A Comissdo Europeia (EMA)
negou a autorizacdo de comercializacdo do medicamento na Europa em
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2012 e reiterou a negativa em 2013 devido a potencial hepatotoxicidade
do medicamento (EMA, 2018; BRASIL, 2016). O medicamento ndo
possui registro de comercializacdo no Brasil, ou seja, sua eficacia e
seguranca ainda nao foram avaliadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Dessa forma, ndo esta disponivel para
compra ou distribuigdo no pais (BRASIL, 2016).

O lomitapide é um inibidor da proteina de transferéncia de
triglicerideos microssomal (MTP), responsavel pela transferéncia de
triglicerideos, fosfolipideos e éster de colesterol para a Apo B no
reticulo endoplasmatico de hepatocitos e enterocitos, permitindo a
formacgdo da VLDL e quilomicrons, respectivamente (CUCHEL et al,
2007; VOGT, 2015). A inibicdo da MTP leva a diminui¢do da producéo
de VLDL e, consequentemente, diminuicdo do LDL-c. Além disto, a
inibicdo da MTP no enterdcito leva a diminuicdo dos triglicerideos
plasméticos devido a menor absorcdo das gorduras provenientes da
alimentacdo e que dariam origem aos quilomicrons. Por outro lado, ha
acumulo de triglicerideos no figado, e por isso uma dieta pobre em
gorduras deve ser adotada para evitar esteatose hepatica e efeitos
gastrointestinais (AHN; CHOI, 2015; PATEL; SCOPELLITI,
SAVELLONI, 2015; VOGT, 2015).

Em um estudo com escalonamento de dose, observou-se reducéo
de 51% de LDL-c e de 56% de Apo B, ap6s tratamento com 1,0 mg/kg
de lomitapide durante 4 semanas (CUCHEL et al, 2007). Esses efeitos
foram semelhantes as 26 semanas de tratamento com dose média de 40
mg de lomitapide por dia (50% da redugéo de LDL-c) (CUCHEL et al,
2013). O LDL-c foi reduzido em 44% na 56 semana e 38% na 782
semana (CUCHEL et al, 2013). Oito de 23 individuos atingiram
concentracdes de LDL-c abaixo de 2,6 mmol/L (100 mg/dL), o alvo
recomendado para pacientes com alto risco de DCV e que raramente é
alcancado em pacientes com HFHo (CUCHEL et al, 2013). Um Unico
caso atingiu LDL-c abaixo de 1,8 mmol/L (CUCHEL et al, 2013).

A maioria dos eventos adversos do uso de lomitapide foram
avaliados de leve a moderados. Conforme previsto pelo seu mecanismo
de acdo, os efeitos adversos mais comuns foram os distarbios
gastrointestinais (principalmente diarreia, nduseas, vémitos e dispepsia)
e problemas hepaticos (CUCHEL et al, 2013; AJUFO, RADER, 2016).
A eficacia e a seguranca do lomitapide foram confirmadas em um
estudo de longa duragdo (BLOM et al, 2017). Entretanto, o lomitapide
foi relacionado com interacGes medicamentosas envolvendo o CYP3A4,
uma enzima da superfamilia do citocromo P450, responsavel pelo
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metabolismo de diversos farmacos (PATEL; SCOPELLITI;
SAVELLONI, 2015).

Em dezembro de 2012, o lomitapide obteve aprovacdo da FDA
para uso em adultos com HFHo, com posterior aprovagdo na Europa
(AJUFO, RADER, 2016). O medicamento ndo possui registro da
ANVISA no Brasil.

O alirocumab e o evolocumab sdo anticorpos monoclonais
totalmente humanos e especificos para a PCSK9. Esses medicamentos
inativam a pré-proteina, impedindo-a de se ligar ao LDL-R e, assim,
aumentam a expressdo de LDL-R na superficie dos hepat6citos para
promover aumento na absor¢do do LDL-c circulante e reducédo
subsequente nas concentraces plasmaticas de LDL-c (PATEL;
SCOPELLITI; SAVELLONI, 2015).

Apbs 24 semanas de tratamento com 75 mg quinzenalmente, o
alirocumab diminuiu a concentragdo de LDL-c em 53,2%, comparado
com 20,3% com ezemitiba. Ocorreu também diminuicdo significativa da
Apo B (40,8%), Lp (a) (17,7%) e ndo HDL-c (47,1%), enquanto o HDL-
¢ aumentou 8% apos tratamento com alirocumab (ROTH et al, 2014).

Reducdes significativas no LDL-c ocorreram apds duas semanas
de tratamento com evolocumab em dose quinzenal (140 mg) ou mensal
(420 mg). Apo6s 12 semanas, as concentragdes de LDL-c diminuiram em
média 57,0% com evolocumab quinzenal em compara¢do com 0,1%
para o placebo ou 17,8 % para ezetimibe. Para os pacientes que
receberam dose mensal de evolocumab, a redugdo média ap6s 12
semanas foi de 56,1% versus 1,3% para o placebo ou 18,6% para
ezetimibe (KOREN et al, 2014). O evolocumab também diminuiu
significativamente a Apo B (47%), Lp (a) (20%) e 0 ndo HDL-c (50%).
Além disto, observaram-se aumentos significativos de HDL-c com
evolocumab (4,5%) (KOREN et al, 2014).

As reacdes no local da injecdo, como eritema, prurido, inchaco,
descoloragdo, hematoma e erupgdes cutaneas, foram os eventos adversos
mais comumente relatados em ensaios clinicos com inibidores de
PCSK9. A incidéncia de nasofaringite também foi maior em
comparagdo com o placebo. Aumentos nas enzimas hepéticas e creatina
quinase também foram relatados, mas a incidéncia geral permaneceu
baixa e similar a incidéncia em grupos placebo. Eventos
neurocognitivos também foram relatados, mas com prevaléncia muito
baixa e semelhante ao placebo (PATEL; SCOPELLITI; SAVELLONI,
2015).
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Em julho de 2015, a FDA aprovou o alirocumab e em agosto de
2015, o evolocumab recebeu aprovacdo (PATEL; SCOPELLITI;
SAVELLONI, 2015). Na Europa, ambos foram aprovados em julho de
2015 (EMA, 2017; EMA, 2017b). O alirocumabe foi aprovado pela
ANVISA em 2016, e registrado como produto biolégico novo, de
acordo com a Resolugdo RDC 55, de 16 de dezembro de 2010. As
indicacBes do medicamento sdo para adultos com hipercolesterolemia
primaria (HF heterozigotica ou ndo familiar) ou dislipidemia mista,
como adjuvante a dieta; e para pacientes incapazes de atingir as
concentracgdes ideais de LDL-c com o maximo da dose de estatinas, em
combinagdo & estatina ou a estatina associada a outras terapias
hipolipemiantes; ou pacientes intolerantes & estatina, seja como
monoterapia ou em associacdo a outra terapia hipolipemiante (ANVISA,
2017). O evolocumabe foi autorizado pela ANVISA em 2016 e também
foi registrado como produto biol6gico novo. No Brasil, o evolocumabe é
indicado para adultos com hipercolesterolemia primaria ou mista, como
adjuvante a dieta, em combinagdo a estatina ou estatina mais outras
terapias hipolipemiantes em pacientes incapazes de atingir os niveis de
LDL-c com o mé&ximo de dose de estatina; ou isoladamente ou em
combinacdo com outras terapias hipolipemiantes em pacientes
intolerantes as estatinas. O produto é ainda indicado para adultos ou
adolescentes a partir de 12 anos com HF homozig6tica em combinagdo
com outras terapias hipolipemiantes (REPATHA, 2016).

Neste contexto, justifica-se o melhoramento de métodos
laboratoriais para uso rotineiro do diagndstico genético da
Hipercolesterolemia Familiar, bem como a ampliacdo de estudos para a
detecgdo precoce de portadores da doenga.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar e aplicar uma metodologia para genotipagem do gene
LDLR visando o rastreamento genético em cascata de pacientes com
hipercolesterolemia familiar (HF).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizar a extracdo de DNA de leucécitos e células epiteliais
bucais para posterior amplificacdo e sequenciamento;

- Desenhar iniciadores especificos para amplifica¢do de cada exon
do gene LDLR;

- Padronizar a amplificacdo por reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) dos fragmentos de cada exon do gene LDLR;

- Sequenciar os produtos de amplificacdo dos exons do gene
LDLR;

- Triar, por meio do perfil lipidico sérico e dados clinicos,
individuos com suspeita de HF (caso-indice);

- Nos casos indices, realizar a genotipagem para a identificacdo de
mutagdes no gene LDLR,;

- De acordo com as mutagdes identificadas, realizar o
rastreamento genético em cascata nos parentes de 1°, 2° e 3° grau dos
casos-indices;

- Realizar anélises in silico para identificar o possivel efeito das
mutac8es encontradas no metabolismo lipidico;

- Estratificar o risco cardiovascular de pacientes com diagnostico
genético de HF através de afericdo das medidas antropométricas (peso,
altura e circunferéncia abdominal); afericdo da pressdo arterial e;
quantificacdo dos parametros laboratoriais glicose, colesterol total,
HDL-colesterol, LDL-colesterol, colesterol da fracdo pequena e densa
da LDL (sd-LDL-c), apo B, Lp (a), triglicerideos, PCR-as, AST, ALT,
ureia e creatinina.
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4 METODOLOGIA
4.1 CASUISTICA

Para este estudo, contamos com a parceria das Secretarias de Salde
dos municipios de Papanduva-SC e de Bom Despacho-MG, que séao
apoiadas pelas Sociedades de Cardiologia, Endocrinologia e Pediatria, e
que identificaram pacientes com suspeita de HF que estavam
interessados em ser voluntarios para a confirmacdo do diagndstico e
rastreamento dos familiares. Os municipios de Papanduva-SC e de Bom
Despacho-MG foram escolhidos tendo em vista o diagnostico preliminar
de suspeita de pacientes com HF realizado por profissionais médicos.
Inicialmente, foram incluidos no estudo todos os individuos que
demonstraram interesse, sendo excluidos aqueles que ndo participaram
das coletas de sangue ou ndo responderam os questionarios. Para 0s
individuos que coletaram amostras biol6gicas mais de uma vez, foi
considerado somente os resultados da primeira coleta. Individuos com
diagndstico de sindrome nefrética ou hipotireoidismo também néo
foram incluidos. Uma equipe multidisciplinar, composta por médicos,
enfermeiros, psicologos, nutricionistas e educadores fisicos, participou
da coleta de dados.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina sob o
CAAE 54585416.1.0000.0121 e esta cadastrado no Registro Brasileiro
de ensaios Clinicos - REBEC (RBR-8HFQSM). Todos o0s
procedimentos realizados estdo de acordo com a Resolucéo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude. Todos os individuos envolvidos no estudo
assinaram, previamente, o Termo de Consentimento Livre, Esclarecido e
Revogdvel ou Termo de Assentimento (no caso de menores, 0
voluntario e o responsavel assinaram o termo de assentimento)
(Apéndice 1 e I1).

Os ensaios foram realizados em duas etapas:

1) Padronizacdo da genotipagem do gene LDLR;

2) Andlise clinica, bioquimica e genotipagem (conforme

padronizado na etapa 1) de pacientes com suspeita de HF e
seus familiares.

Para a padronizagdo de todas as etapas da genotipagem (Etapa 1),
foram utilizadas uma das seguintes amostras biolégicas i) sangue
periférico de 42 individuos, com idade entre 5 e 89 anos, 47,6%
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homens, coletado em tubo contendo EDTA para obtencdo do DNA
gendmico a partir de leucdcitos ou, alternativamente, ii) swab bucal de
42 individuos, idade entre 5 e 75 anos, 52,4% homens, para a obtencéo
de DNA das células da mucosa bucal.

Para as analises bioquimicas da etapa 2, amostras de sangue foram
coletadas de individuos com suspeita de HF e seus parentes, ap6s jejum
de 12-14 h, utilizando-se sistemas a vacuo, em tubos sem
anticoagulantes e com EDTA, por profissionais especializados. Os tubos
sem anticoagulante foram centrifugados a 750 x g, por 10 min para
separacdo do soro, que foi congelado, assim como o sangue total, a -80
°C para posterior analise observando-se os periodos de estabilidade de
cada analito bioquimico descritos nas recomendagdes dos fabricantes.
As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Pesquisa
em Lipideos, Antioxidantes e Aterosclerose do Departamento de
Anélises Clinicas da UFSC e no Laboratério de Andlises Clinicas do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis-SC.

Para a genotipagem dos pacientes da etapa 2, foram coletados
inicialmente swabs bucais. Entretanto, como o rendimento da extracdo
de DNA a partir de leucdcitos se sangue periférico foi muito superior, a
coleta das amostras para genotipagem passou a ser realizada
exclusivamente a partir de sangue total com EDTA. As etapas de
amplificacdo génica, sequenciamento e andlise das sequéncias obtidas
foram realizadas em colaboracdo com o Laboratorio de Microbiologia
Molecular Aplicada (MIMA), o Laboratério Multiusuario para Estudos
em Biologia (LAMEB) e o Laboratério de Bioinformatica da
Universidade Federal de Santa Catarina.

4.2 PADRONIZACAO DA GENOTIPAGEM DO GENE LDLR

Inicialmente, o ensaio de genotipagem foi idealizado para ser
realizado com a utilizacdo de Kits comerciais e/ou metodologias
descritas na literatura para a extracdo e amplificacdo de DNA. Porém,
todos 0s ensaios apresentaram resultados inconsistentes ou de baixo
rendimento. Por exemplo, para a extracdo de DNA utilizando-se colunas
NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel GmbH & Co, Duren, Alemanha) e
com o volume de sangue preconizado pelo fabricante, obteve-se baixa
concentracdo de DNA. A utilizagdo de volume maior de sangue
provocou saturacdo da coluna sem, contudo, aumentar a concentracdo de
DNA, a qual se mostrou insuficiente para o completo sequenciamento
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do LDLR. Assim, foram necessarias novas padronizacdes para 0 método
de genotipagem, as quais estdo descritas a seguir.

4.2.1 Padronizacdo da Extracdo de DNA

O protocolo inicial utilizado para a extragdo de DNA foi baseado
no método descrito por Sambrook e colaboradores (2001) para
purificacdo de DNA total com fenol-cloroférmio e modificado por nés
para melhor rendimento conforme descrito a seguir. A liberacdo do
DNA de leucécitos de 200 pL sangue periférico foi realizada pela
adicdo de 800 pL de tampdo de lise celular (4:1, v/v) contendo Tris-HCI
(10 mM, pH 7,4), acido etilenodiaminotetracético (EDTA 25 mM; pH
8,0), dodecilsulfato de sodio 1% (SDS), cloreto de sddio (NaCl 10 mM);
e 100 ug/mL de Proteinase K (PK). A liberacdo de DNA das células de
epitélio bucal foi realizada por procedimento semelhante, porém
utilizando um swab bucal e 1 mL do tampdo de lise. A mistura foi
incubada a 42 °C overnight, ou a 56 °C durante 2 h, com resultados
semelhantes. Posteriormente, foram feitas varias etapas de desnaturacéo
de proteinas celulares na fase orgéanica adicionando a solugdo o mesmo
volume de uma mistura de fenol (pH > 7,8) e cloroformio (1:1, v/v),
sendo os tubos agitados por inversdo durante 10 min. Apoés
centrifugacdo (10 min, 14.000 x g, 4 °C ou a temperatura ambiente
(TA)), a fase aquosa foi transferida para novo microtubo e o
procedimento foi repetido com fenol:cloroférmio (1:1, v/v) e, depois,
apenas com cloroférmio. Para precipitacdo do DNA, adicionou-se a fase
aquosa isopropanol para concentracdo final de 70% e a mistura foi
mantida a -80 °C por 30 min ou a -20 °C por 1 h. Apo6s centrifugacédo
por 30 min a 14.000 x g, o sobrenadante foi descartado e, para a
remocdo de sais, o sedimento foi lavado duas vezes com 500 uL de
etanol 70% gelado e a mistura foi centrifugada por 10 min a 14.000 x g.
A evaporacgdo do alcool foi realizada em estufa a 35 °C. Depois de
extraido, o DNA foi hidratado com 100 pL de agua livre de nucleasese
incubado 1 ha 37 °C com 1 uL de RNAse (20 mg/mL).

A quantificacdo do DNA e a verificacdo da pureza foram
realizadas por espectrofotometria a 260, 280 e 230 nm (Nanovue Plus
Spectrophotometer, GE Healthcare Life Sciences. Biochrom LTD.
Cambridge. England). Esses comprimentos de onda foram utilizados
porque os acidos nucleicos possuem absorcdo maxima em 260 nm; as
proteinas, o grupamento fenol e contaminantes absorvem em 280 nm;
enquanto outros contaminantes organicos, como ureia, EDTA e
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carboidratos, tm absorcdo maxima em 230 nm. A literatura sugere que
os valores ideais das relacbes 260/280 e 260/230 sejam de
aproximadamente 1,8 a 2,0 e 2,0 a 2,2, respectivamente (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001).

4.2.2 Desenho de iniciadores e amplificacao génica

Para a amplificacdo do gene LDLR, oligonucleotideos iniciadores
(primers) especificos foram desenhados utilizando os softwares Primer
Select (DNASTAR Lasergene v. 6.0) e Primer Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). A sequéncia NG_009060.1 (Homo
sapiens low density lipoprotein receptor (LDLR), RefSeqGene
(LRG_274) on chromosome 19) depositada no NCBI foi utilizada como
referéncia.

O desenho dos iniciadores seguiu algumas diretrizes especificas: i)
a presenca de 40-60% de bases C+G, com uma distribuicdo homogénea
das quatro bases ao longo do iniciador (ex. sem sequencias de polipurina
ou polipirimidina e sem repeticbes de dinucleotideos); ii) o
comprimento dos iniciadores foi de 18-25 pb e ndo houve diferenga de
mais de 3pb em cada par de iniciadores; iii) nos iniciadores ndo houve
sequencias invertidas repetidas ou sequencias autocomplementares
maiores que 3pb; iv) os iniciadores ndo eram complementares entre si; a
Tm (melting temperature) dos iniciadores de um par ndo variaram mais
que 5 °C entre si; v) a Tm do produto de amplificacdo ndo variou mais
gue 10 °C da Tm do par de iniciadores; vi) e, preferencialmente, a
extremidade 3’ de cada iniciador finalizava com G ou C.

As regides de interesse dos genes em estudo foram amplificadas por
meio da PCR utilizando-se pelo menos 40 ng do DNA extraido para
uma reagdo de 10 pL; tampéo de reagdo NH1SO4; 1,5 mM de MgCly;
200 uM de desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTP); 1 uM dos
iniciadores especificos (senso e antisenso) e 5 U/UL de DNA polimerase
em uma rea¢do com volume final de 10 pL. As reacBGes foram feitas
utilizando o termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystens,
Califérnia, EUA). As condi¢bes de reacdo foram padronizadas e/ou
otimizadas conforme o resultado obtido com cada par de iniciadores.

Os produtos de amplificagdo obtidos pela PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampdo TBE (Tris 89 mM;
Acido Bérico 89 mM; 2 mM EDTA), corados com brometo de etidio a
0,5 pg/mL, e utilizando para comparacdo do tamanho dos produtos o
padrdo de tamanho molecular de 100 pb ladder (Invitrogen, Califérnia,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

57

EUA). As amostras dos produtos amplificados que apresentaram bandas
intensas e do tamanho esperado foram submetidas a purificacdo para
posterior sequenciamento.

4.2.3 Purificacdo e sequenciamento do DNA

A purificacdo do DNA amplificado (20 pL) foi feita utilizando
100 pL de isopropanol para precipitar o DNA. A solugdo foi agitada em
vértex e armazenada a -20 °C por 15 a 60 min, dependendo da
intensidade da banda. Em seguida, a solucdo foi centrifugada por 30 min
a 14000 x g e o alcool foi descartado. Ao precipitado foram adicionados
100 uL de etanol 70% para reidratacdo e eliminacgéo dos sais e a mistura
foi agitada em vértex e centrifugada por 10 min a 14000 x g. O
procedimento com etanol 70% foi repetido, o alcool foi descartado e o
tubo foi deixado na estufa a 35 °C por 20-30 min para completa
evaporacdo do etanol. O produto purificado foi hidratado com 30 uL de
agua livre de nucleases e a qualidade das bandas foi avaliada em gel de
agarose 1,5%. A quantificacdo do DNA e a verificacdo da pureza foram
realizadas novamente por espectrofotometria (Nanovue Plus
Spectrophotometer, GE Healthcare Life Sciences. Biochrom LTD.
Cambridge, England).

Os produtos amplificados foram sequenciados em equipamento
Hitachi 3500 Genetic Analyzer (AB Applied Biosystems®, Foster
City/EUA), sendo utilizado o Kit BigDye® Terminator (AB Applied
Biosystems®), de acordo com as instrucGes do fabricante. As reagdes
foram realizadas na presenca dos iniciadores senso e antissenso
especificos de cada produto de PCR, em reacBes separadas, nas
seguintes condigdes: desnaturacdo a 96 °C por 60 s seguidos por 35
ciclos de desnaturacdo a 96 °C por 15 s; ligacdo dos iniciadores a 50 °C
por 15 s e extensdo a 60 °C por 240 s. Posteriormente, os produtos
marcados foram precipitados utilizando etanol/EDTA para a retirada dos
nucleotideos e iniciadores ndo incorporados. Os produtos purificados
foram ressuspensos em 10 uL de formamida e eletroinjetados. A
montagem dos contigs e a analise da qualidade foram realizados por
meio do pacote Phred/Phrap/Consed (http://www.phrap.org). A
confirmacdo da identidade dos fragmentos foi realizada utilizando o
algoritmo BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) e o software
BioEdit Sequence Alingment Editor
(www.bioedit.software.informer.com). As mutacGes foram descritas
numerando-se 0s nucleotideos com base no cDNA, sendo o nucleotideo
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1 a adenina do cdédon ATG de iniciacdo. A sequéncia de referéncia
NM_000527.4 foi utilizada para o gene LDLR. A qualidade da
sequéncia foi avaliada através do valor de Phred, um indicador em
escala logaritmica relacionado a probabilidade de erro no nucleotideo
identificado. Valores Phred 10 indica uma chance de erro em 10
nucleotideos, ou 90% de certeza; Phred 20 indica uma chance de erro
em 100, ou 99%; Phred de 30 indica uma chance de erro em 1000
nucleotideos, ou 99,9%, e assim por diante.

Os bancos de dados The Human Gene Mutation Database
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) e Leiden Open Variation
Database (LOVD) (www.ucl.ac.uk/ldIr/LOVDv.1.1.0/) foram utilizados
para identificar se as mutagdes encontradas foram descritas previamente
e se foram relacionadas com a HF. As variantes do LDLR foram
avaliadas por ferramentas de predicdo de mutacdo in silico como
PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), ~ Sorting  Intolerant From
Tolerant  (SIFT, http://provean.jcvi.org/) e Mutation Taster
(www.mutationtaster.org). As variaveis avaliadas como provavelmente
patogénicas ou causadoras de doencas pelas ferramentas de predicdo
foram posteriormente avaliadas seguindo os padrBes e diretrizes da
American College of Medical Genetics (ACMG) (RICHARDS, et al).
A frequéncia de mutacdo foi avaliada no banco de dados do Exome
Aggregation Consortium (ExXAC) (http://exac.broadinstitute.org/gene/
ENSG00000130164).

4.3 ANALISES LABORATORIAIS E CLINICAS

4.3.1 Analises bioquimicas

Os conjuntos de reagentes para as determinacbes de CT, HDL-c,
LDL-c, TG, glicose, ureia, creatinina, AST e ALT, foram obtidos da
empresa Siemens (Siemens Healthcare Diagnostic Inc - EUA) e as
andlises bioquimicas foram realizadas em equipamento automatizado
Dimension (Siemens Healthcare Diagnostics Products GMBH -
Alemanha).

A concentragdo sérica de CT, triglicerideos e glicose foi
determinada pelo método colorimétrico de ponto final utilizando a
reacdo enzimatica de Trinder. O HDL-c e o LDL-c foram determinados
por métodos homogéneo. A fracdo pequena e densa da LDL (sd-LDL)
foi determinada ap6s a precipitacdo seletiva das demais lipoproteinas
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com heparina e cloreto de magnésio, conforme procedimento descrito
por Hirano et al. (2003) e modificado por Cavalcante e Silva (2012). A
quantificacdo do sd-LDL-colesterol foi feita através do método LDL-c
homogéneo. O ndo-HDL-colesterol foi estimado pela diferenca entre o
CT e o HDL-c [Ndo-HDL-c = CT — HDL-c].

A concentracdo sérica de ureia e creatinina foi determinada por
método colorimétrico e de ponto final. A atividade das enzimas
aspartato amino transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT) foi
determinada através de método cinético.

As concentragdes de PCR-as, apolipoproteina B e Lp(a) foram
avaliadas por imunonefelometria utilizando anticorpos monoclonais
especificos. O procedimento foi realizado no aparelho automatizado
Nefelébmetro Behring BN 11 (Siemens Healthcare Diagnostics Products
GMBH - Alemanha), com conjunto de reagentes Siemens Healthcare
Diagnostic Inc - EUA.

4.3.2 Analise antropométrica e afericéo da pressao arterial

Foram aferidos o peso (kg) e a altura (m) em equipamento
constituido de balanca e estadiémetro (Welmy, Sdo Paulo-SP, Brazil).
Para a afericdo do peso corporal, os voluntérios estavam descalgos e
vestindo roupas leves, permanecendo de pé sobre a balanga, com os pés
unidos, o peso igualmente distribuido em ambos os pés e os bracos
estendidos ao lado do corpo. Para a afericdo da altura, os voluntérios
permaneceram de pé no centro da balanga, com os bragos estendidos ao
lado do corpo, com a cabeca erguida e livre de aderegos e olhando para
um ponto fixo na altura dos olhos. As pernas estavam paralelas e
formando um angulo reto com os pés. ldealmente, com os calcanhares
encostados, as panturrilhas, os gllteos, as escapulas e parte posterior da
cabeca (regido do occipital) no estadiémetro. A régua foi posicionada
até o ponto mais alto da cabega com pressdo suficiente para comprimir
0 cabelo (BRASIL, 2011). O indice de massa corporal (IMC) foi
estimado segundo a equacéo [peso (kg)/altura ao quadrado (m?)] e a
estratificacdo foi feita com base nas curvas de crescimento para a
determinacdo do percentil de IMC por idade em criangas (CDC, 2002;
GIULIANO et al, 2005) ou nos valores estabelecidos pela OMS nos
adultos, sendo considerado sobrepeso IMC > 25 e obesidade IMC > 30
(WHO, 2014).

A medida da circunferéncia da cintura (CC) foi realizada com o
voluntario de pé, ao final da expiracdo, no ponto médio entre o Ultimo
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arco costal e a crista iliaca superior utilizando fita métrica inelastica
(BRASIL, 2011).

A afericho da pressdo arterial (PA) foi realizada com
esfigmomandmetro e manguito, ap6s repouso de 5 min e,
preferencialmente, no braco direito. Os valores da PA foram
estratificados conforme o sexo, a idade e o percentil de altura nas
criangas (GIULIANO et al, 2005) ou nos valores estabelecidos pela
OMS nos adultos, definido como hipertensdo arterial quando a pressao
sistolica e/ou diastdlica excede 140/90 mmHg (WHO, 2014).

4.4 RASTREAMENTO EM CASCATA

4.4.1 Diagnostico do caso-indice

O diagnédstico do caso indice suspeito de HF foi feito de acordo com
a descricdo na | Diretriz Brasileira de HF (SANTOS et al, 2012), com
base em:
- Informacdes pessoais, como sinais, sintomas e histérico familiar
(questionario do Apéndice IlI);
- Historico de tratamento (questionario do Apéndice Il1);
-Resultados de parametros laboratoriais (coleta de sangue);
-ldentificacdo de provaveis portadores conforme a | Diretriz
Brasileira de HF;
- Genotipagem para LDLR.

4.4.2 Triagem dos parentes de 1°, 2° ou 3° grau do caso-indice

Apos a identificacdo dos casos-indices, foi feita a triagem dos
parentes de 1°, 2° ou 3° grau através de:

- InformagBes pessoais, como sinais, sintomas e histérico familiar
(questionarios do Apéndice IlI);

- Histérico de tratamento (questionarios do Apéndice IlI);

-Resultados de parametros laboratoriais (coleta de sangue);

-ldentificacdo de provaveis portadores conforme a | Diretriz
Brasileira de HF;

- Genotipagem do gene cuja mutagdo foi encontrada no caso-indice
(coleta de sangue ou swab bucal).
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4.4.3 Estratificagdo do risco cardiovascular

Os individuos diagnosticados com HF foram submetidos a
estratificacdo de risco e controle clinico realizado por equipe
multidisciplinar com:

- Avaliacédo do tratamento, dieta e tabagismo (questionarios);

- Avaliacdo da atividade fisica (questionario IPAC);

- Avaliacdo psicoldgica (Escalas Beck)

- Avaliacdo antropométrica: peso, estatura e circunferéncia
abdominal, para estabelecimento de obesidade e obesidade abdominal;

- Avaliacdo clinica: afericdo da presséo arterial para identificacdo de
pré-hipertensdo e hipertensao arterial;

- Andlise laboratorial: colesterol total, LDL-colesterol, HDL-
colesterol, triglicerideos, sd-LDL, AST, ALT, ureia, creatinina, PCR-
as, glicose, Apo B e Lp (a).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados quantitativos foram apresentados na forma de média
e desvio padrdo e os categdricos foram apresentados na forma de valor
absoluto e percentual.

Para a analise estatistica dos parametros analisados, os dados
foram, primeiramente, submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Os dados quantitativos sem distribuicdo Gaussiana foram
transformados logaritmicamente e o teste de normalidade foi aplicado
novamente. A comparagdo das concentragdes de pardmetros
bioguimicos séricos entre individuos com e sem mutagdes e entre as
diferentes mutacdes identificadas foi feita através do teste t de Student
ou do teste Mann-Whitney para dados com distribui¢cdo normal ou ndo-
Gaussiana, respectivamente. O teste de Fisher foi utilizado para a
comparagdo das prevaléncias. Diferencas com P < 0,05 foram
consideradas significativas. As analises foram realizadas utilizando-se o
software SigmaPlot v. 12.0 (Systat Software Inc. (SSI), San Jose,
Califérnia, EUA).



62



63

5 RESULTADOS
5.1 OTIMIZACAO DO METODO GENOTIPICO
5.1.1 Padronizac¢do da amplificacdo génica

Em 42 amostras de sangue analisadas, 0 método proposto
permitiu a extracdo de 100 uL de DNA com concentracdes variando
entre 17,0 e 664,0 ng/uL (72,2 = 98,9 ng/uL). Os valores minimos e
maximos para a relacdo 260/280 foram 1,1 e 1,7 (1,6 = 0,1),
respectivamente, e para 260/230 foram 0,5 e 1,7 (1,0 = 0,4),
respectivamente. Em 42 amostras de swab bucal analisadas, 0 método
permitiu extracdo de concentragfes de DNA variando entre 10,3 e 104
ng/uL (42,5 = 21,9 ng/uL). Os valores minimos e méaximos para a
relagdo 260/280 foram 1,3 e 1,9 (1,6 + 0,2) e para 260/230 foram 0,6 e
1,6 (0,8 £ 0,2), respectivamente. O periodo maximo de armazenamento
avaliado foi de 18 meses, a -20 °C, apresentando a mesma qualidade de
amplificacdo de amostras frescas. Apesar de a literatura sugerir valores
ideais das relacfes 260/280 e 260/230 maiores que aqueles encontrados
no presente estudo, as amostras com relagdes inferiores (menor grau de
pureza) também foram amplificadas com sucesso.

Para a amplificacdo do DNA foram avaliadas as enzimas Taq
DNA polimerase Affymetrix (Affymetrix, Inc., Ohio, EUA); Tag DNA
polimerase com sulfato de amonio Fermentas (Thermo Fisher Scientific,
San Jose, EUA); Tag DNA polimerase com KCI Fermentas (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, EUA); Taq Invitrogem (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, EUA); Taq DNA polimerase Invitrogem Platinum
(Thermo Fisher Scientific, CA, EUA) e Taqg DNA polimerase Invitrogen
Platinum de alta fidelidade (Thermo Fisher Scientific, CA, EUA).

A amplificacdo foi padronizada conforme as seguintes condicdes:
desnaturagdo a 95 °C por 5 min, seguida por 30 ciclos (40 s a 95 °C; 40
s na temperatura otimizada para ligacao de cada par de iniciador; 40 s na
temperatura de extensdo da enzima preconizada pelo fabricante) +5 min
na temperatura de extensdo. O Quadro 2 apresenta as caracteristicas dos
iniciadores desenhados.

A amplificacdo dos exons 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9-10, 11, 12, 13-14,
15, 16, 17 (hibridizacdo dos iniciadores em 57 °C) do gene LDLR foi
feita utilizando a enzima Taq DNA polimerase com Sulfato de Amonio
da marca Fermentas (Thermo Scientific, temperatura de extensdo 72
°C). Para a amplificacdo dos exons 7 (hibridizacdo dos iniciadores em
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66 °C ou 68 °C) e 18 (hibridizacdo dos iniciadores em 60 °C) foi
necessaria a utilizacdo da enzima Taq DNA polimerase de alta
fidelidade (Tag DNA polimerase Invitrogen Platinum de alta fidelidade;
temperatura de extensdo 68 °C). A concentragdo minima de 40 ng de
DNA, para reagdo de 10 uL, se mostrou ideal para a amplificagdo e as
concentragles de cada reagente sdo apresentadas no quadro 3. Sendo
assim, para amostras com concentracdo de DNA > 40 ng/uL, uma Unica
etapa de extracdo de DNA utilizando 200 pL de sangue total foi
suficiente para a amplificacdo de todos os exons do LDLR.

Em 469 purificagbes realizadas, obteve-se DNA com
concentracBes variando entre 18,0 e 336,0 ng/uL (119,2 + 60,3 ng/uL).
Os valores minimos e maximos para a relacdo 260/280 foram,
respectivamente, 1,3 e 2,5 (1,6 + 0,1) e para a razdo 260/230 foram 0,6 e
2,4 (1,7 £ 0,3), respectivamente. Todas as amostras foram amplificadas
COM SUCEeSSO.



Quadro 2 Caracteristicas dos iniciadores desenhados para a genotipagem do gene LDLR.

Exon Iniciador senso Iniciador antissenso Tamanho
do produto
1 JACCCAAATACAACAAATCAAGTCG GGGCTCCCTCTCAACCTATTC 413 bp
2 [TTTTCCCATACCCCAGAGAGTC TCATTCTCTCCCCACCTCCTAAT 651 bp
3 ICCTCAGTGGGTCTTTCCTTTGAGTGACAG ACAGGATCACGGGGATCACGACCA 489 bp
4 IGCTGGTGTTGGGAGACTTCAC AATCCACTTCGGCACCTAAATC 536 bp
5 ICAGTTGGAACCACAGGCTGTACCAC CAAGTCACTTGCCCACAGACGC 469 bp
6 CTTAATGAATCCATTTGCATGCGTTCTTATGTG |GCAAGCCGCCTGCACCGAGACT 266 bp
7 IAACTCCTGGCACCCACCATTCTACTTTCTGT CAGAGGGGGCCCAGGGCTCAGTC 740 bp
8 GTTGGGTTCCCGTGGTGAATGAT CCGGTCAGGGGATATGAGTCTGTG 431 bp
9-10 GCCGCACCCTGCAGGATGACACAA CCCTCTGCAGCCCTCAGCGTCGT 616 bp
11 TTCCAGAATTCGTTGCACGCATTG CTTCAGGGAGCAGCTTGGGCTTGT 301 bp
12 |IAGCTGCCTCTCCAGGTGCTTTTCTG TCTGCGTTCATCTTGGCTTGAGTGA 358 bp
13-14[TGGCCTGTGTCTCATCCCAGTGTTT GTCAAGCCCGGTGCTGATGTGTC 653 bp
15 IGTCATTTGAGACTTTCGTCATTAGGCG GCAAAGAGGGCAAGAACTGTTATTAGACC | 460 bp
16 |GAGTCCTACAACCTCGATAACTCACAAAT CCACATCCTCCATCTGACCCCTTA 464 bp
17 |[GCAAGGCGATCTCTAAACAAACATAAAAG CCAAGGCCATTGTCCGCTGAC 463 bp
18 |GCAGGAGGCTACCAGGCAG CATTGCATGGGCACTGTCC 458 bp

65



66

Quadro 3 Concentragdo final dos reagentes utilizados na amplificacéo.

Reagente Para uso
H20 QSP 10 uL
Buffer NH4SO, 1x

dNTP 0,2 mM
MgCl, 25mM”* 1,5mM
Tag DNA polimerase | 1U

Primer senso 1 pmol/uL
Primer antissenso 1 pmol/pL
DNA >40ng

QSP, quantidade suficiente para. * Subtituido por MgSO4 50 mM quando
utilizada a enzima de alta fidelidade.

Normalmente, o produto de PCR pode ser armazenado a -20 °C para
posterior purificagdo e sequenciamento. O periodo maximo de
armazenamento avaliado foi de 18 meses, apresentando boa qualidade
de sequenciamento. A Figura 7 apresenta as bandas representativas de
alguns produtos amplificados e purificados. O tamanho dos fragmentos
foi estimado em comparagdo com um padrdo de 100 pares de bases.

Figura 7 Eletroforese em gel de agarose 1,5% representativa da
amplificacdo dos exons do gene LDLR para cada par de iniciadores
desenhado.

1000 pb

600 pb

300 pb

Eletroforese em gel de agarose 1.5 % com a apresentagdo de bandas especificas
para cada iniciador. 1, Exon 1; 2, Exon 2; 3, Exon 3; 4, Exon 4; 5, Exon 6; 6,
Exon 8; 7, Exons 9 and 10; 8, Exon 11; 9, Exon 12; 10, Exons 13 and 14; 11,
Exon 15; 12, Exon 16; 13, Exon 17; 14, padréo de 100 pb .

5.2 RASTREAMENTO EM CASCATA

Para a etapa 2, foram recrutados 210 pacientes que demonstraram
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interesse em participar do estudo. Foram excluidos cinco individuos que
ndo coletaram amostras sanguineas e/ou swab bucal e 70 que ndo
responderam ao termo de consentimento e/ou aos questionarios. Ainda,
amostras de 12 invididuos estavam duplicadas e apenas a primeira
amostra foi utilizada. Assim, participaram do estudo 123 individuos,
sendo 35 provenientes de Papanduva-SC (idade minima 5 e maxima 89
anos; 39,3 £ 22,9 anos de idade; 45,7% do sexo feminino) e 88 de Bom
Despacho-MG (idade minima 5 e maxima 82; 34,2 + 18,2 anos de idade;
55,7% do sexo feminino), cujas amostras foram coletadas de maio de
2014 a setembro de 2015.

A genotipagem foi realizada em 68 individuos com diagndstico
clinico possivel, provavel ou definitivo de HF ou, ainda, em 9
individuos com diagnostico clinico ausente mas que tinham forte
historico familiar da doenca, pouca idade ou estavam em tratamento
com hipolipemiante oral.

A figura 8 apresenta o fluxograma de recrutamento dos individuos.

Figura 8 Recrutamento dos voluntarios.

Recrutamento Amostra por conveniéncia (n = 210)

Excluidos (n = 87)
- Né&o coletaram amostras (n = 5)

> - Né&o preencheram os questlonarlos_(n =70)
- Coletaram amostras duas vezes (n = 12)

Individuos Analisados (n = 123)

l

Localizacao l
\4

Papanduva-SC (n = 35) Bom Despacho-MG (n = 88)

Diagnéstico Clinico de HF

Possiyel (n=15) Possivel (n = 15)
Prqva_l\{el n=2) Provavel (n = 18)
Definitivo (n = 7) Definitivo (n = 11)
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5.2.1 Familia de Papanduva-SC

O método de genotipagem aqui descrito foi usado para confirmar
o0 diagnostico de HF em individuos de Papanduva-SC, no sul do Brasil.
A Figura 8 mostra o heredograma familiar que apresentou 55 membros,
13 dos quais morreram e sete ndo participaram da coleta de dados. No
total, 35 membros da familia foram avaliados, com média de idade de
39,3 + 23 anos, sendo o individuo mais jovem com 5 anos e 0 mais
idoso com 89 anos.

O quadro 4 traz os dados de histérico familiar e clinico de cada
membro da familia. Com base nos resultados, 16 (45,7%) individuos
relataram ter histdrico familiar de parentes de 1° grau portador de
doenca vascular coronariana prematura; 26 (74,3%) relataram ter
parentes adultos com colesterol total acima de 290 mg/dL; 21 (60%)
relataram ter parentes com xantomas ou arco corneal e 19 (54,3%) ter
parentes menores de 16 anos com CT acima de 260 mg/dL. Apesar do
historico familiar severo, apenas um individuo (2,85%) relatou ter
doenca arterial coronariana prematura e nenhum teve doenca arterial
cerebral ou periférica prematura.

Dentre o total de 35 individuos avaliados em Papanduva-SC, 13
pacientes tiveram o diagnostico confirmado de HF, considerando o
diagnostico clinico definitivo e/ou diagnostico genético, conforme
detalhado a seguir (Figura 9; Quadro 6).
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Figura 9 Heredograma da familia de Papanduva-SC.

A0 AT

1 2| x 3 4 5
76;120 76; 339 74; 72 77,332 89; 255
B666C=A; 901G>A; 919G>A 666C=A; 901G=A; 919G>A
T
6lxXA 7 11 12 13|X 14 15 16 17 18
e O
46; 284 45; 45; 281 63; 122|50; 122 64; 159 41; 276 48; 128| 46; 145 54; 319 56; 118 | 59;94 32; 229
632A>T 666C>A 919G=A 666C>A NR 666C>A;(919G=A BB6C=A
153|X 20 21 22 ‘XT 23 24 25 30 31 32
14;191 17:;50 15;178 19;410 1475 20;77 24;139 22;148 25;97 11;109 11;66 29;77 31;94 39; 101
NR 666C>A 862G=A
928A>T
34

13; 11a|__—| 5}‘1;9
Os quadrados indicam individuos do sexo masculino e os circulos do sexo feminino. Os individuos falecidos estdo representados
com uma faixa diagonal. Os casos indices estdo indicados com uma seta. Os individuos com diagnostico clinico e/ou genético
para HF estdo representados em preto e branco. A numeragdo indica o codigo de cada individuo que participou do estudo. A
idade, concentracdo de LDL-c e principais mutagdes identificadas também estdo representadas nessa ordem. Os individuos com
xantomas estdo indicados com a letra X, com arco corneal com a letra A e em tratamento com a letra T. NR: indica os individuos
ndo genotipados.
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Quadro 4 Caracteristicas do histérico familiar e clinico para o diagnostico da HF na familia de Papanduva-SC.

Individuo | ldade (anos) Histérico Familiar Histérico Clinico

Parente de Parente Parente de Parente de Portador AVCou

1° graucom | adultode1° | 1°graucom | 1°grau<16 de DAC Doenca

DAC ou 2° grau xantoma ou anos com prematura arterial

precoce com CT > arco corneal CT >260 periférica
290 mg/dL mg/dL prematura

1 76 Sim Sim Nao Nao Néo Néo
2 76 Sim Sim Sim Sim Sim Nao
3 74 Nao Nao Nao Nao Nao Nao
4 77 N&o Sim Sim Sim N&o N&o
5 89 Sim N&o N&o Nao N&o N&o
6 46 Nao Sim Sim Sim Néo Néo
7 45 N&o Sim Sim Sim N&o N&o
8 45 Sim Sim Sim Sim Néo Néo
9 63 N&o N&o N&o Nao N&o N&o
10 50 Sim Sim Sim Sim Nao Nao
11 64 Né&o Sim Sim Sim N&o N&o
12 41 N&o Sim Sim Sim N&o N&o
13 48 Nao Sim Sim Sim Nao Nao
14 46 N&o Sim Nao Nao N&o N&o
15 54 Sim Nao Sim Sim Nao Nao




Quadro 4 Continuagdo
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16 56 Sim Sim Sim Sim Nao Nao
17 59 Néo Néo Néo Né&o Néo Néo
18 32 Sim Nao Néo Néo Nao Nao
19 14 Néo Sim Sim Sim Nao Nao
20 17 Nao Sim Sim Sim Nao Nao
21 15 Néo Sim Sim Sim Nao Nao
22 19 Néo Sim Néo Né&o Nao Nao
23 14 Sim Né&o Sim Sim Nao Nao
24 20 Sim Sim Né&o Né&o Nao Nao
25 24 Sim Sim Néo Néo Nao Nao
26 22 Néo Sim Sim Sim Nao Nao
27 25 Sim Sim Nao Néo Nao Nao
28 11 Néo Sim Sim Né&o Nao Nao
29 11 Néo Sim Sim Né&o Nao Nao
30 29 Nao Sim Sim Sim Nao Nao
31 31 Sim Sim Sim Sim Néo Né&o
32 26 Sim Néo Sim Sim Nao Nao
33 39 Sim Néo Né&o Né&o Né&o Né&o
34 13 Nao Sim Néo Néo Nao Nao
35 5 Sim Sim Néo Néo Nao Nao
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Todos os individuos tiveram seu perfil lipidico sérico avaliado. Os
valores individuais estdo apresentados na Tabela 1. Dentre todos 0s
individuos avaliados em Papanduva-SC, 16 (45,7%) apresentavam CT
elevado e 17 (48,6%) apresentavam LDL-c acima do desejavel, sendo
que dez (28,6%) apresentavam concentragdes séricas de LDL-c superior
a 190 mg/dL, o que pode ser sugestivo de HF. HDL-c baixo foi
identificado em nove (25,7%) individuos e cinco (14,3%) apresentavam
hipertrigliceridemia.

Além disto, seis (17,1%) individuos apresentavam xantomas,
enquanto apenas um (2,85%) apresentou arco corneal. Considerando as
caracteristicas apresentadas no Quadro 4 e Tabela 1 e o algoritmo para o
diagndstico de HF, 11 (31,4%) individuos ndo apresentavam
caracteristicas de HF, 15 (42,8%) individuos apresentavam possivel
diagnostico de HF; dois (5,7%) apresentavam diagnostico provavel e
sete (20%) apresentavam diagnéstico definitivo de HF.
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Tabela 1 Caracteristicas do perfil lipidico sérico e dep6sito de colesterol para o diagnéstico de HF na familia de
Papanduva-SC.

lIdade CT HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco Diagndstico
Individuo (anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)  (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
1 76 180 41 139 120 35,1 104 N&o Nio  Ausente
2 76 4472 29P 418¢ 339d 253,98 223f Mao Ndo Definitivo
bilateral
3 74 124 47 77 72 32,8 39 N&o Nio  Ausente
4 77 4152 36°P 379¢ 3324 277,7¢  252f N&o Nio Definitivo
5 89 3132 41 272¢ 2554 173,9¢ 111 N&o Nao  Possivel
6 46 331 36°P 295¢ 2844 235,1¢ 69 Mio  Apbs Definitivo
bilateral 45
anos
7 45 2292 32°b 197¢ 1594 110,5¢  180f N&o Nio  Possivel
Joelho
bilateral/
8 45 3502 52 298¢ 2814 162,9¢ 94  Méaoesq. Nao Definitivo
9 63 185 58 127 122 68,6°¢ 69 N&o Nio  Ausente
10 50 177 38b 139 122 90,1¢ 79 N&o Nio  Possivel
11 64 22732 52 175¢ 159¢d 85,2¢ 82 N&o Nio  Possivel

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; *n-HDL-c > 160 mg/dL; ‘LDL-c > 130 mg/dL; ®sd-LDL-c > 50% da LDL-c; ‘TG >150
mg/dL.
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Tabela 1 Continuacdo

ldade CT HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco Diagnostico
Individuo (anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)  (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
12 41 3412 55 286°¢ 276¢ 93,2 69 N&o Nao Provavel
13 48 196 57 139 128 32,1 59 Joelho Ndo Definitivo
bilateral
14 46 2052 47 158 1454 54,6 94 Nao Nio  Ausente
15 54 3882 390 349¢ 3194 148,2 118 Néo Néao Provavel
16 56 186 65 121 118 30,9 37 N4o Nao  Possivel
17 59 194 88 106 94 25,3 31 Néo Néao Ausente
18 32 3002 51 249¢ 2294 167,9¢ 66 Néo Néao Possivel
19 14 170 78 92 1914 34,7 29 Mao Ndo Definitivo
bilateral
20 17 104 55 49 50 20,6 24 Néo Nao Possivel
21 15 2214 40 181¢ 1784 85,2 71 N&o Nao  Possivel
22 19 4602 280 432°¢ 4109 347,28 90 Méo, pe, Nado Definitivo
joelho e
tendao de
Aquiles
bilateral

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; *n-HDL-c > 160 mg/dL; ‘LDL-c > 130 mg/dL; ®sd-LDL-c > 50% da LDL-c; ‘TG >150
mg/dL.
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Tabela 1 Continuacdo

ldade CT HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco Diagnostico
Individuo (anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)  (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
23 14 108 26° 82 75 32,1 60 Ndo  Né&o  Possivel
24 20 125 44 81 77 40,7¢ 124 N&o Nio  Ausente
25 24 2342 66 168°¢ 1394 97,6¢  255f N&o Nio  Ausente
26 22 2472 76 171¢ 1484 64,4 157 N&o Nio  Possivel
27 25 174 67 107 97 38,4 58 N&o Nio  Ausente
28 11 193 73 120 109 52,2 104 N&o Nio  Possivel
29 11 138 66 72 66 27,9 43 Ndo  Né&o Possivel
30 29 143 63 80 77 28,6 19 N&o Nio  Possivel
31 31 154 58 96 94 31,8 37 N&o Nao  Possivel
32 26 162 45 117 109 25,3 34 N&o Nio  Possivel
33 39 152 36°P 116 101 50,1 104 N&o Nio  Ausente
34 13 179 52 127 118 54,6 27 N&o Nio  Ausente
35 5 2152 54 161°¢ 1499 48,9 48 N&o Nio  Ausente

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; *n-HDL-c > 160 mg/dL; ‘LDL-c > 130 mg/dL; ®sd-LDL-c > 50% da LDL-c; TG >150
mg/dL.
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De acordo com os relatos/respostas aos questionarios, a analise
prévia dos marcadores do perfil lipidico ja havia sido realizada em
apenas oito (22,8%) individuos da familia, sendo que sete (20%) tinham
conhecimento de ter dislipidemia e um (2,8%) ndo possuia dislipidemia
(Quadro 5). Apos as analises realizadas em nosso estudo, identificamos
que 10 (28,6%) individuos apresentavam dislipidemia, porém, esses
individuos relataram que nunca haviam realizado a analise do perfil
lipidico e, portanto, ndo tinham conhecimento da alteracdo metabdlica.
Assim, no total, 17 individuos (59,5%) apresentavam dislipidemia.
Apenas quatro individuos utilizavam medicacao hipolipemiante, 11,4%
do total de individuos e 26,6% dos dislipidémicos.

Quadro 5 Histérico de dosagens prévias de parametros lipidicos e
conhecimento sobre dislipidemia na familia de Papanduva-SC.

Medicacéo Dosagens Sabia ter
Individuo | hipolipemiante Prévias de CT | dislipidemia
1 Nao Nao N&o
2 Nao Sim Sim
3 Nao N&o Néo
4 Nao Nao N&o?
5 Nao Néo Nao?
6 Sinvastatina 40 mg Sim Sim
7 Nao Sim Sim
8 Sinvastatina 80 mg Sim Sim
9 Nao Néo N&o
10 Nao Néo Néo
11 Nao Nao N&o?
12 Nao Nao Nao?
13 Nao Nao Néo
14 Nao Nao Nao?
15 Sinvastatina 80 mg Sim Sim
16 Nao Nao Néo
17 Nao Nao Néo
18 Nao Nao N&o?

2 Diagnosticado com dislipidemia durante o estudo.
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Quadro 5 Continuagédo

Medicacéo Dosagens Sabia ter
Individuo | hipolipemiante Prévias de CT | dislipidemia
19 Nao Nao Nao?
20 Nao Nao Nao
21 Nao Sim Sim
Atorvastatina 40 mg
22 + Ezetimibe 10 mg Sim Sim
23 Nao Nao Néo
24 Nao Nao Nao
25 Nao Nao Nao?
26 Nao Nao Nao?
27 Nao Sim Nao
28 Nao Nao Néo
29 Nao Nao Nao
30 Nao Nao Néo
31 Nao Nao Nao
32 Nao Nao Néo
33 Nao Nao Néo
34 Nao Nao Nao
35 Nao Nao Nao?

2 Diagnosticado com dislipidemia durante o estudo.

Com base no diagnostico definitivo proveniente do algoritmo
descrito no item 1.3.4, e também em sua posicdo no heredograma,
inicialmente dois individuos, nimeros 6 e 8, sexo feminino, foram
selecionados para fazer a genotipagem completa do gene LDLR, ou seja,
sd0 os casos indices de Papanduva-SC.

O caso indice numero 8, 45 anos, apresentou concentragdes
séricas de CT de 350 mg/dL, LDL-c 281 mg/dL, ndo-HDL-c 298
mg/dL, sd-LDL-c 163 mg/dL e sd-LDL-c 58% do LDL-c, indicando um
padrdo mais aterogénico de lipoproteinas, além de HDL-c de 52 mg/dL,
considerado baixo para o sexo e idade. Além disto, a paciente usava uma
dose diaria de 80 mg de sinvastatina. Ndo foram observadas alteracfes
nos triglicerideos, glicose e nos marcadores avaliados da fungédo
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hepatica e renal. A paciente era hipertensa (150/80 mmHg) e apresentou
IMC de 20,8 kg/m? e circunferéncia da cintura de 72 cm, sendo,
portanto, eutréfica e sem obesidade abdominal. Foram observados
xantomas bilaterais nos joelhos e na mado esquerda. Além disto, o
ultrassom Doppler revelou que 30,8% da artéria cardtida esquerda
estava obstruida. A paciente era fumante e sedentéria e ndo possuia
sintomas significativos de depresséo e ansiedade.

Em relagdo a historia familiar, a paciente relatou ter um parente
de 1° grau com DAC precoce e um parente de 1° ou 2° grau adulto com
CT > 290 mg/dL. Além disto, ela também relatou ter um parente de 1°
grau com xantoma ou arco da corneal e um parente de 1° grau com
menos de 16 anos com CT > 260 mg/dL, tendo, assim, risco
cardiovascular elevado. Apesar disto, ela informou ndo ser portadora de
DAC, doenca cerebral ou periférica prematura.

O sequenciamento de todos os exons do LDLR do caso indice
permitiu a identificacdo de trés mutagdes nos exons 4, 10 e 12. O padrédo
anormal do exon 4 foi devido a heterozigose 666C>A, que conduz a
mutacdo nonsense C222X. A Figura 10 representa a mutacdo
encontrada. A linha superior representa um fragmento da sequéncia
referéncia NM_000527.4, a segunda linha representa a sequéncia de
aminoacidos codificados pela sequéncia de referéncia e a terceira linha
corresponde a sequéncia analisada, sendo que os pontilhados
correspondem a manutencdo dos nucleotideos e o nucleotideo destacado
em vermelho corresponde & mutacdo identificada. O anexo Il apresenta
as siglas dos aminoécido do cddigo genético.

No exon 10, a mutacdo 1413A>G (Figura 11) corresponde ao
polimorfismo R471R, enquanto no exon 12, a mutagdo 1773C>T
(Figura 12) corresponde ao polimorfismo N591N.

Figura 10 Fragmento da mutacdo encontrada na posi¢do 666 do exon 4

do gene LDLR.
GATGGTGGCCCCGACTGCAAGGACARATCTGACGAGGAR

Lzp ProfspCysLysisplysSerf=spGluGlu

Substituicdo ndo sinbnima do nucleotideo citosina por adenina, envolvendo o
aminoacido Cisteina na posi¢ao 222 da cadeia proteica, que foi substituido por
um c6don de terminagdo. 666C>A ou p.222Cys/Term. Phred 78.
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Figura 11 Fragmento da mutacdo encontrada na posi¢ao 1413 do exon

10 do gene LDLR.
TATGACACCGTCATCAGCAGAGACATCCAGGCCCCCGAL
TyrhaspThrvVallleSerArghAsplleGinftl aProfsp

Substituicdo sindnima do nucleotideo adenina por guanina, envolvendo o
aminodcido arginina na posi¢do 471 da cadeia proteica. 1413A>G ou p.471
Arg/Arg. Phred 90.

Figura 12 Fragmento da mutacdo encontrada na posi¢do 1773 do exon

12 do gene LDLR.
TCAAGCATCGATGTCAACGEGEGGCAACCGEGAAGACCATC
SerSerIlef=zpValii=n LenbrglysThrile

Substituicdo sinbnima do nucleotideo citosina por timina, envolvendo o
aminoacido asparagina na posi¢do 591 da cadeia proteica. 1773A>G ou p.591
Asn/Asn. Phred 86.

A mutacdo encontrada no exon 4 confirmou o diagnostico de HF.
A andlise gendmica por rastreamento em cascata foi realizada e essas
mutac8es foram pesquisadas nos parentes do caso indice. Os individuos
3, 9, 14 e 33 ndo foram sequenciados, pois 0s mesmos ndo tém lagos
sanguineos com a familia e ndo possuem diagnostico clinico de HF. Os
individuos 17, 24, 25, 27 e 34 ndo tém suspeita de apresentar HF
verificada pelo algoritmo, consequentemente, ndo foram submetidos a
andlise genética. Os individuos 23, 28, 29, 30, 31 e 32, devido ao
historico familiar, foram classificados como de possiveis diagnosticos
de HF, porém, por apresentarem valores normais de LDL-c e CT, néo
foram submetidos & genotipagem. Além disto, pela classificacdo no
algoritmo definiu-se que o individuo 35 ndo era portador de HF.
Entretanto, devido & baixa idade e concentragdes ja elevadas de LDL-c,
optou-se por sequenciar os exons onde foram encontradas mutagbes na
familia.

Dentre os parentes de primeiro grau, a genotipagem foi realizada
apenas nos filhos do caso indice (individuos 21 e 22), considerando que
seus pais ja faleceram. O individuo 21, sexo feminino, apresentava
diagndstico possivel de HF de acordo com o algoritmo. Assim como a
mae, ela apresentou a mutagdo 666C>A, que confirmou o diagnéstico.
Entretanto, ndo foram encontradas as mutagdes 1413A>G e 1773C>T
nessa paciente. No individuo 22, ndo foram encontradas nenhuma das
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mutagBes presentes na mde. Como este paciente apresentou sinais
clinicos da doenga (xantomas) e tem o diagndstico definitivo através do
algoritmo, foram pesquisadas as mutages observadas na familia
paterna. Novamente, ndo foram encontradas as mutagtes presentes no
pai do individuo. Assim, optou-se por fazer o sequenciamento completo
do LDLR, onde foram identificadas duas mutacdes ndo sindnimas no
exon 6 que confirmaram o diagnostico de HF: 862G>A (E288K) e
928A>T (1310F) (Figura 13 e 14). Curiosamente, essas mutacGes nédo
foram encontradas em nenhum dos parentes deste jovem.

Figura 13 Fragmento da mutag&o encontrada na posi¢éo 862 do exon 6
do gene LDLR.
ITTCAAGTOTCACAGCCOCBAATGCATCACCCTGOACARR
iPhelysCysHisSer GluCysIleThrLeuAspLys

Substituicdo ndo sinénima do nucleotideo guanina por adenina, envolvendo a
substituicdo do aminoacido acido glutdmico por lisina na posicdo 288 da cadeia
proteica. 862G>A. p.288 Glu/Lys. Phred 40.

Figura 14 Fragmento da mutacdo encontrada na posicao 928 do exon 6

do gene LDLR.
'TGCCGGGACTGGTCAGATGAACCCATCAAAGAGTGCGGE
WCyshrghspTrpSerAi=spGluProllelysGluCys

Substituicdo ndo sindnima do nucleotideo adenina por timina, envolvendo a
substituicdo do aminoacido isoleucina por fenilalanina posicdo 310 da cadeia
proteica. 928A>T. p.310 Iso/Phe. Phred 19.

O rastreamento genético em cascata foi estendido para os
parentes de 2° e 3° grau do caso indice. De acordo com os resultados, a
mutacdo 666C>A foi identificada nos individuos 4, 5, 12, 15 e 18, que
tiveram o diagnostico genético confirmado. A mutacdo 1413A>G foi
identificada nos individuos 4, 5, 10, 12 e 15. A mutacdo 1773C>T foi
identificada nos individuos 11, 12, 15 e 18.

Uma irma do caso indice com possivel diagnostico clinico de HF
(individuo 10) apresentou apenas a mutacdo 1413A>G. Considerando
gue essa € uma mutacao silenciosa e que a paciente apresentou placas
aterosclerdticas, outros exons do LDLR foram genotipados e a mutagéo
919G>A (D307N) foi encontrada no exon 6 (Figura 15). Assim, essa
mutacdo confirmou o diagnostico de FH nesse individuo e foi



81

investigada em todos os parentes, sendo encontrada nos individuos 4, 5
e 15.

Figura 15 Fragmento da mutagdo encontrada na posi¢do 919 do exon 6
do gene LDLR.

AGAGACTGCCGGGACTGGTCAGATGAACCCATCAAAGAG

ArghspCyshrgh=spTrpSerispFluProllelysGlu

Substituicdo ndo sindnima do nucleotideo guanina por adenina, envolvendo a
substituicdo do amino&cido aspartato por asparagina na posi¢do 307 da cadeia
proteica. 919 G>A Asp/Asn p.307. Phred 25.

Além disto, os individuos 4 e 5 apresentaram a mutacdo 901G>A
(D301N), no exon 6 (Figura 16).

Figura 16 Fragmento da mutacdo encontrada na posi¢do 901 do exon 6

do gene LDLR.
AAAGTCTGCAACATGGCTAGAGACTGCCGGGACTGETCA
LysValCysizsnMetil adrghspCysArghspTrpSer

Substituicdo do nucleotideo guanina por adenina, envolvendo a substituicdo do
aminoacido aspartato por asparagina na posi¢do 301 da cadeia proteica. 901
G>A Asp/Asn p.301. Phred 47.

O sequenciamento de genes nao foi realizado para o individuo 13
devido a dificuldades técnicas para a extracdo ou amplificacdo do DNA.
Entretanto, as caracteristicas clinicas e bioquimicas séricas e a histdria
familiar confirmaram o diagnéstico de HF. Uma das filhas dessa
paciente (individuo 26) apresentou diagndstico possivel de HF, porém, a
concentracdo de LDL-c esta dentro do desejavel. Pretendia-se realizar a
genotipagem, porém, também néo foi possivel devido a dificuldades
técnicas para a extracdo ou amplificacdo do DNA. Recomendou-se
acompanhar ativamente as concentracdes de LDL-c desse individuo para
um futuro diagndstico. O mesmo ocorreu para o individuo 35. Para
todos os outros parentes do caso indice, ndo foram encontradas
mutacbes no LDLR. Destaca-se nesta familia a presenca de um
casamento consanguineo entre os individuos 16 e 17. Entretanto, esses
individuos ndo apresentaram o diagnostico de HF.

O segundo caso indice de Papanduva-SC, representado pelo
individuo nimero 6 no heredograma da familia, é do sexo feminino e
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possui 46 anos e concentracdes séricas de CT de 331 mg/dL, LDL-c 284
mg/dL, ndo-HDL-c 295 mg/dL, sd-LDL-c 235 mg/dL e sd-LDL-c
correspondente a 82,7% do LDL-c, indicando um padrdo mais
aterogénico de lipoproteinas, além de HDL-c, de 36 mg/dL, considerado
baixo para o género e idade. Além disto, a paciente usa uma dose diéria
de 40 mg de sinvastatina. N&o foram observadas alteragdes nos
triglicerideos, glicose e nos marcadores avaliados da funcéo hepatica e
renal. De acordo com a concentracdo elevada de PCR-as, inflamacgdo
subclinica foi identificada. A paciente era hipertensa (160/80 mmHg) e
apresentou IMC de 28,6 kg/m? e circunferéncia da cintura de 87,5 cm,
tendo, portanto, sobrepeso e obesidade abdominal. Assim, é portadora
de sindrome metabolica, estabelecido pela presenca de obesidade
abdominal (identificada pela presenca da circunferéncia da cintura
elevada) e de pelo menos mais duas das seguintes variaveis:
triglicerideos > 100 mg/dL, HDL-c < 45,0 mg/dL, glicose de jejum >
100 mg/dL ou pressdo arterial elevada (SPOSITO et al, 2007). Foram
observados xantomas bilaterais nas maos e arco corneal por volta dos 45
anos. O ultrassom Doppler revelou que 32,8% da artéria car6tida
esquerda estava obstruida. A paciente ndo era tabagista, praticava
exercicios de forma moderada e apresentava sintomas de ansiedade e
tendéncia a depressdo. A paciente relatou ter histérico familiar de
parente adulto de 1° ou 2° grau com CT > 290 mg/dL; parente de 1°
grau com xantoma ou arco corneal e parente de 1° grau < 16 anos com
CT >260 mg/dL. Apesar disto, ndo é portadora de DAC, doenga arterial
cerebral ou periférica prematura. De acordo com as caracteristicas
apresentadas e seguindo o algoritmo para diagndéstico de HF, a paciente
é portadora da doenga.

A genotipagem no caso indice permitiu a identificacdo da
mutacdo 632A>T (H211L; Figura 17), que confirma o diagnostico de
HF. Essa mutacdo foi pesquisada nos parentes, porém ndo foi
identificada em nenhum deles. A mde do caso indice (individuo 2)
possuia o diagndstico clinico definitivo de HF, porém, apenas a mutacédo
silenciosa 2232A>G foi encontrada no LDLR, o que ndo é suficiente
para confirmar o diagnostico (Figura 18). Assim, a amostra dessa
paciente foi analisada através da técnica de Next Generation Sequence
(NGS), no laboratério de Medicina Vascular Experimental,
Departamento de Genética Clinica, se¢do de Diagnostico Molecular e
Medicina Vascular, no Centro Médico Académico da Universidade de
Amsterdam, Holanda. Foram analisados 29 genes relacionados ao
metabolismo lipidico, inclusive APOB e PCSK9 e, curiosamente,
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nenhuma mutagéo foi encontrada. O irmdo do caso indice (individuo 7),
possuia diagnostico clinico possivel de HF, e a analise genética do
LDLR nédo confirmou o diagnéstico. Os sobrinhos desse caso indice,
individuos 19 e 20, possuiam o diagndstico clinico definitivo e possivel
de HF, respectivamente. Porém, devido a falta de material genético
suficiente, a genotipagem ndo p6de ser realizada em todos os exons.
Outros sobrinhos, individuos 21 e 22, tiveram o diagnostico genético
confirmado por outras mutacées, sendo que a muta¢do 632A>T ndo foi
identificada.

Figura 17 Fragmento da mutag&o encontrada na posi¢do 632 do exon 4
do gene LDLR.
WMGTGGCGAGTGCATCCACTCCAGCTGGCGCTGTGAT

15er GluCy=sIleHisSerSerTrpArgCysAsp

Substituicdo ndo sinbnima do nucleotideo adenina por timina, envolvendo o
aminoacido histidina na posicdo 394 da cadeia proteica, que foi substituido por
leucina. 632 A>T; His/Leu p. 211. Phred 21.

Figura 18 Fragmento da mutagdo encontrada na posi¢do 2332 do exon

15 do gene LDLR.
CAGCACACAACCACCCGACCTGTTCCCGACACCTCCCGE
GlnHisThrThrThrArgProValProfspThrSerhrg
................. G s e it

Substituicdo sinénima do nucleotideo adenina por guanina, envolvendo o
aminoacido arginina na posicao 2232 da cadeia proteica. 2232 A>G; Arg/Arg p.
744. Phred 90.

O Quadro 6 indica as diferengas entre os diagndsticos clinico e
genético, além das mutacdes encontradas em cada individuo. Dentre os
individuos genotipados, sete apresentavam o diagnostico clinico de HF,
porém, um deles ndo apresentou nenhuma mutagéo no LDLR e dois ndo
foram genotipados. Dois individuos possuiam diagnostico clinico
provavel de HF, e ambos foram confirmados por genotipagem. Por fim,
dentre 15 individuos com o diagnostico clinico possivel, quatro
confirmaram o diagnostico HF, trés ndo confirmaram e oito ndo foram
genotipados por falta de evidéncias clinicas da doenca.
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Quadro 6 Diferencas entre o diagndstico clinico e genético, e mutacbes
encontradas em cada individuo.

Diagnéstico | Diagnéstico Mutacdes
Individuo clinico genético
1 Ausente Ausente -
2 Definitivo | Ausente 2232A>G
3 Ausente - -
666C>A; 901G>A; 919G>A,;
4 Definitivo | Definitivo 1413A>G
666C>A; 901G>A; 919G>A
5 Possivel | Definitivo 1413A>G
6 Definitivo | Definitivo 632A>T
7 Possivel Ausente -
8 Definitivo | Definitivo | 666C>A; 1413A>G; 1773C>T
9 Ausente - -
10 Possivel | Definitivo 919G>A; 1413A>G
11 Possivel Ausente 1773C>T
12 Provavel | Definitivo | 666C>A; 1773C>T 1413A>G
13 Definitivo NR -
14 Ausente - -
666C>A; 919G>A; 1413A>G;
15 Provavel Definitivo 1773C>T
16 Possivel Ausente -
17 Ausente - -
18 Possivel | Definitivo 666C>A; 1773C>T
19 Definitivo NR -
20 Possivel NR -
271 Possivel Definitivo 666C>A
22 Definitivo | Definitivo 862 G>A; 928A>T
23 Possivel - -
24 Ausente - -
25 Ausente - -
26 Possivel NR -
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Quadro 6 Continuacgado

Diagnéstico | Diagnéstico Mutagdes
Individuo clinico genético
27 Ausente - -
28 Possivel - -
29 Possivel - -
30 Possivel - -
31 Possivel - -
32 Possivel - -
33 Ausente - -
34 Ausente - -
35 Ausente NR -

NR: N&o foi realizada a genotipagem por a dificuldades técnicas para a
extracdo ou amplificacdo do DNA.

5.2.1.1 Avaliacao bioquimica e clinica dos pacientes de Papanduva-
SC

A Tabela 2 apresenta os valores séricos de glicose de jejum, de
funclo hepatica e renal e de marcador inflamatério dos individuos
avaliados em Papanduva-SC. Do total, cinco individuos (14,5%)
apresentaram valores de glicose de jejum alterados, sendo que apenas
um individuo era suspeito de ser diabético, e este ndao possuia
diagnostico de HF.

Em relacdo a funcdo hepatica, o individuo 2, com diagndstico
clinico de HF confirmado, apresentou atividade das enzimas AST e
ALT levemente elevadas. O individuo 35, um caso com diagnostico
clinico e genético ausente de HF e com apenas cinco anos de idade,
apresentou os valores de AST e ALT elevados, indicando uma possivel
lesdo hepética. A concentracdo de ureia esteve levemente elevada no
individuo 4, com diagndstico clinico e genético definitivo de HF.
Nenhum individuo apresentou creatinina elevada. Inflamac&o subclinica
foi identificada em 15 (42,8%) individuos, sendo que cinco (33,3%)
tiveram o diagnostico de HF confirmado. Nove (25,7%) individuos
apresentaram valores elevados de Apo B, sendo que todos apresentavam
diagndstico de HF. Nenhum individuo apresentou Lp(a) elevada.
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Tabela 2 Caracteristicas bioguimicas séricas dos membros avaliados da familia de Papanduva-SC.

Individuo Idade Glicose AST ALT Ureia Creatinina PCR-as  ApoB Lp (a)
(anos) (mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/L) (mg/dL) (mg/dL)

1 76 1432 28 27 32 1,03 5,09 91 3,74
2 76 107°  40¢  51d 29 0,73 1,49 2519 3,13
3 74 84 27 12 41 1,13 3,59f - -

4 77 79 21 21 48° 1,13 2,51 2659 3,66
5 89 85 27 14 30 1,03 6,21f 1729 3,80
6 46 93 19 15 22 0,63 4,2f 203° 4,44
7 45 107° 33 31 25 0,83 0,34 140 2,53
8 45 84 17 24 21 0,83 0,39 1819 333
9 63 116° 24 24 28 1,03 0,18 - -

10 50 91 21 17 20 0,83 0,17 91 2,53
11 64 95 20 22 33 1,13 0,36 115 2,71
12 41 87 25 22 29 0,93 0,17 1739 5,95
13 48 97 19 19 22 0,83 1,41 88 2,53

a Suspeita de diabetes mellitus (>126 mg/dL); ° Pré-diabetes (100-126 mg/dL); °AST elevada (10-47 (U/L) de 4 a 6 anos e 11-39 em
adultos); ¢ ALT elevada (24-49 (U/L) 4 a 11 anos e 11-45 em adultos); ¢ ureia elevada (8-36 mg/dL entre 8 e 13 anos e 15-45 mg/dL em
adultos); FPCR-as acima do desejavel (> 1 mg/L); 9 Apo B acima do desejavel (> 174 mg/dL em homens; > 142 mg/dL em mulheres).
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Tabela 2 Continuacao

Individuo Idade Glicose AST ALT Ureia Creatinina PCR-as  ApoB Lp (a)
(anos) (mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/L) (mg/dL) (mg/dL)
14 46 88 35 27 44 1,03 7,3f - -
15 54 96 23 26 27 0,73 0,98 1589 3,74
16 56 90 18 20 30 0,83 0,17 - -
17 59 92 30 23 21 0,73 0,32 - -
18 32 95 26 47 26 0,83 3,04 1529 3,89
19 14 88 20 21 32 0,83 0,17 34 2,53
20 17 78 22 14 25 0,53 0,17 61 11,8
21 15 78 19 14 25 0,63 0,26 116 2,53
22 19 71 29 21 33 0,73 0,67 2729 3,39
23 14 109° 16 17 24 0,83 4,2f - -
24 20 77 32 25 35 1,13 2,547 - -
25 24 74 15 12 15 0,43 1,89f 123 2,68
26 22 84 27 22 20 0,83 2,81f 113 2,53
27 25 88 13 18 26 0,83 0,78 - -
28 11 95 24 14 18 0,53 0,17 - -

a Suspeita de diabetes mellitus (>126 mg/dL); ° Pré-diabetes (100-126 mg/dL); °AST elevada (10-47 (U/L) de 4 a 6 anos e 11-39 em
adultos); ¢ ALT elevada (24-49 (U/L) 4 a 11 anos e 11-45 em adultos); ¢ ureia elevada (8-36 mg/dL entre 8 e 13 anos e 15-45 mg/dL em
adultos); f PCR-as acima do desejavel (> 1 mg/L); 9 Apo B acima do desejavel (> 174 mg/dL em homens; > 142 mg/dL em mulheres).



88

Tabela 2 Continuacao
Idade Glicose AST ALT Ureia Creatinina PCR-as  ApoB Lp (a)

Individuo (anos) (mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/L) (mg/dL) (mg/dL)
29 11 90 31 17 21 0,73 0,17 - -
30 29 83 17 13 34 1,13 0,17 - -
31 31 77 18 29 26 0,73 1,077 - -
32 26 86 24 23 30 0,73 1,57f - -
33 39 91 17 16 27 0,93 0,29 - -
34 13 88 24 15 27 0,53 1,55f 85 2,53
35 5 69 90c  128¢ 22 0,43 0,17 96 2,53

2 Suspeita de diabetes mellitus (>126 mg/dL); ° Pré-diabetes (100-126 mg/dL); °AST elevada (10-47 (U/L) de 4 a 6 anos e 11-39 em
adultos); ¢ ALT elevada (24-49 (U/L) 4 a 11 anos e 11-45 em adultos); ¢ ureia elevada (8-36 mg/dL entre 8 e 13 anos e 15-45 mg/dL em
adultos); F PCR-as acima do desejavel (> 1 mg/L); 9 Apo B acima do desejavel (> 174 mg/dL em homens; > 142 mg/dL em mulheres).
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Em Papanduva-SC, cinco individuos (14,3%) apresentaram
sobrepeso, sendo trés (60,0%) com diagnostico de HF (Tabela 3). A
obesidade abdominal também foi identificada em trés (8,6%)
individuos, sendo dois (66,6%) destes com diagnéstico de HF
confirmado (Tabela 3). Hipertensdo arterial foi identificada em 17
individuos (45,6%), sendo que sete (41,2%) tiveram o diagndstico de
HF confirmado. Apenas um individuo apresentou esteatose, e esse ndo
teve o diagnostico de HF confirmado. Placas aterosclerdticas foram
identificadas em 15 individuos (42,8%), sendo sete (46,6%) com
presenca de placas em ambos os lados e nove (60,0%) com o
diagndstico de HF confirmado.
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Tabela 3 Caracteristicas clinicas dos individuos estudados da familia de Papanduva-SC.

1

© 00 N o o WDN

e N o
A WDNEFL O

Idade IMC PS PD Placa  Obstrugdo  Obstrucdo
Individuo (anos) (kg/m?) CC (cm) (mmHg) (mmHg) Esteatose Ateroscl. da CD (%) da CE (%)

76 28,78 102° 180¢ 110¢ Difusa Sim 42,2 29,9

76 29,12 o8P 160¢ 100¢ Ausente Sim 38,2 46,9

74 18,5 73 160° 80 - Né&o 0 0

77 19,1 73,1 200¢ 110¢ Ausente Sim 51 69,9

89 18,2 77 170¢ 110¢ - Né&o 0 0

46 28,62 87,5" 160¢ 80 Ausente Sim 0 32,8

45 24,5 88 140¢ 100¢ Ausente Né&o 0 0

45 20,8 72 150¢ 80 Ausente Sim 0 30,8

63 24,7 90,1 170¢ 90 Ausente Sim 16,5 20,9

50 20,2 68 170¢ 100¢ Ausente Sim 0 15,7

64 21,4 82 160°¢ 90 Ausente Sim 14,0 18,5

41 18,9 73,5 150¢ 90 Ausente Sim 40,3 0

48 21,9 79 120 80 Ausente Sim 19,3 0

46 25,78 86 130 80 Ausente Sim 15,2 0

54 19,2 69 120 80 Ausente Sim 54,3 33,9

15

IMC: indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; PS: pressao sist6lica; PD: pressdo diastélica; CD: Carotida Direita;
CE: Cardtida Esquerda. @ Sobrepeso (IMC entre 25-29,99); ® Obesidade abdominal (CC > 94 em homens e > 80 em mulheres); ¢

Hipertensao.
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Tabela 3 Continuacao

Idade IMC PS PD Placa  Obstrucdo Obstrucéo

Individuo (anos) (kg/m?) CC(cm) (mmHg) (mmHg) Esteatose Ateroscl. daCD (%) daCE (%)
16 56 19,3 70,5 170¢ 100¢ Ausente Sim 33,9 0
17 59 21,5 82,5 150°¢ 100¢ Ausente Sim 23,8 54,5
18 32 25,42 87 124 78 Ausente Nao 0 0
19 14 18,8 69,8 120 80 Ausente Nao 0 0
20 17 18,0 63,5 120 70 Ausente Nao 0 0
21 15 19,4 64,2 110 70 Ausente Nao 0 0
22 19 20,9 78,0 120 80 Ausente Sim 0 22,1
23 14 19,2 74,0 140¢ 80 Ausente Nao 0 0
24 20 22,0 75,0 130 90 Ausente Nao 0 0
25 24 28,5  Gestante 140¢ 100 Ausente Nao 0 0
26 22 22,0 65,0 140¢ 100 Ausente Nao 0 0
27 25 19,2 64,5 110 70 Ausente Nao 0 0
28 11 22,5 56,0 106 70 Ausente Nao 0 0
29 11 14,2 53,5 110 70 Ausente Nao 0 0
30 29 19,5 74,0 130 80 Ausente Nao 0 0

IMC: indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; PS: pressao sist6lica; PD: pressdo diastélica; CD: Carotida Direita;
CE: Cardtida Esquerda. @ Sobrepeso (IMC entre 25-29,99); ® Obesidade abdominal (CC > 94 em homens e > 80 em mulheres); ¢
Hipertensao.
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Tabela 3 Continuacdo

Idade IMC PS PD Placa  Obstrugdo Obstrucéo

Individuo (anos) (kg/m?) CC (cm) (mmHg) (mmHg) Esteatose Ateroscl. daCD (%) daCE (%)
31 31 20,2 70,5 110 70 Ausente Né&o 0 0
32 26 19,3 68,5 110 70 Ausente Né&o 0 0
33 39 20,4 73,3 120 80 Ausente Né&o 0 0
34 13 17,1 66,0 110 60 Ausente Né&o 0 0
35 5 15,3 52,5 104 68 Ausente Né&o 0 0

IMC: indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; PS: pressao sistolica; PD: pressao diastolica; CD: Cardtida Direita;
CE: Cardtida Esquerda. ® Sobrepeso (IMC entre 25-29,99); ® Obesidade abdominal (CC > 94 em homens e > 80 em mulheres);
Hipertensao.
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Do total de individuos da familia de Papanduva-SC, 19 eram
tabagistas (54,3%), sendo sete (36,8%) com diagndstico genético de HF.
Observou-se que a maior parte dos membros da 1% e 22 geracdo da
familia tem baixa escolaridade, com média de 51 + 3,2 anos de
educacdo formal. Oito individuos (22,8%) realizavam atividade fisica
minima, dentre eles trés (37,5%) tém diagnostico de HF; 22 (62,9%)
realizavam atividade fisica moderada, sete (31,8%) destes com HF
diagnosticada geneticamente; e cinco individuos (14,3%) s&o ativos, um
(20,0%) com diagndstico genético de HF (Apéndice V).

Sintomas de ansiedade foram identificados em 22 individuos
(62,8%), sendo que sete (31,8%) possuem diagnostico genético de HF.
Tendéncia a ansiedade foi identificada em quatro individuos (11,4%),
nenhum com HF confirmada, e oito individuos ndo apresentavam
sintomas (22,8%), quatro (50,0%) destes tém HF. Nove individuos
apresentavam depressao (25,7%), sendo trés (33,3%) com diagnéstico
de HF. Tendéncia a depressao foi observada em sete (20%) individuos,
trés (47,8%) com diagndstico de HF e 18 (51,5%) ndo apresentavam
sintomas de depressao, seis (33,3%) apresentam HF. Um paciente nao
participou da avaliacdo psicolégica (2,8%) (Apéndice IV).

5.2.2 Familia de Bom Despacho-MG

Na familia de Bom Despacho-MG (Familia 2), foram avaliados
88 individuos, com média de idade de 34,2 + 18,2 anos, sendo o
individuo mais jovem com 5 anos e 0 mais idoso com 82 anos.

O quadro 7 traz os dados de historico familiar e clinico de cada
membro da familia. Com base nos resultados, 53 (60,2%) individuos
relataram ter histérico familiar de parentes de 1° grau portador de
doenca vascular coronariana prematura; 82 (93,2%) relataram ter
parentes adultos com colesterol total acima de 290 mg/dL; oito (9,1%)
relataram ter parentes com xantomas ou arco corneal e 27 (30,7%)
disseram ter parentes menores de 16 anos com CT acima de 260 mg/dL.
Nenhum individuo relatou ter doenca arterial coronariana, cerebral ou
periférica prematura.
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Quadro 7 Caracteristicas do historico familiar e clinico para o diagndstico da HF na familia de Bom Despacho-MG.

Individuo | ldade (anos) Histérico Familiar Histérico Clinico

Parente de Parente Parente de 1° Parente de 1° Portador de AVC ou

1° grau com | adulto de 1° grau com grau < 16 anos DAC Doenca

DAC ou 2° grau Xantoma ou com CT > 260 prematura arterial

precoce com CT > arco corneal mg/dL periférica
290 mg/dL prematura

36 75 Sim Sim Nao Sim Néo Néo
37 75 Sim Sim Nao Néo Néo Nao
38 36 Sim Sim Nao Sim Nao Nao
39 32 Sim Sim Nao Sim Néo Néo
40 55 Sim Sim Nao Nao Nao Nao
41 54 Sim Sim Nao Néo Nao Nao
42 39 Sim Néo Nao Néo Nao Nao
43 39 Sim Sim Nao Sim Nao Nao
44 50 Néo Sim Nao Néo Néo Néo
45 49 Sim Nao Nao Nao Nao Nao
46 52 Sim Sim Nao Néo Nao Nao
47 44 Sim Sim Nao Néo Nao Nao
48 44 Sim Sim Nao Sim Nao Nao
49 37 Sim Sim Nao Sim Nao Nao
50 33 Sim Sim Nao Sim Nao Nao
51 47 Nao Sim Nao Sim Nao Nao
52 34 Néo Sim Nao Sim Nao Nao
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Individuo | Idade (anos) Historico Familiar Histérico Clinico

Parente de Parente Parente de 1° Parente de 1° Portador de AVC ou

1° grau com | adulto de 1° grau com grau < 16 anos DAC Doenca

DAC ou 2° grau Xantoma ou com CT > 260 prematura arterial

precoce com CT > arco corneal mg/dL periférica
290 mg/dL prematura

53 34 Nao Sim Nao Sim Néo Nao
54 7 Sim Sim Nao Sim Néo Néo
55 9 Sim Sim Nao Sim Nao Nao
56 28 Nao Sim Nao Nao Néo Néo
57 31 Nao Sim Nao Nao Nao Nao
58 9 Nao Sim Nao Sim Néo Nao
59 18 Nao Sim Nao Sim Néo Nao
60 14 Nao Sim Nao Nao Nao Nao
61 22 Sim Sim Nao Nao Néo Nao
62 24 Sim Sim Nao Nao Néo Nao
63 13 Nao Sim Nao Nao Néo Nao
64 7 Nao Sim Nao Sim Néo Nao
65 10 Nao Sim Nao Sim Nao Nao
66 14 Nao Sim Nao Nao Néo Nao
67 77 Sim Sim Sim Sim Sim Sim
68 59 Sim Sim Nao Nao Nao Nao
69 50 Sim Sim Nao Nao Néo Nao
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Quadro 7 Continuacao

Individuo | Idade (anos) Histérico Familiar Histérico Clinico

Parente de 1° Parente Parente de 1° Parente de 1° Portador de AVCou

grau com adulto de 1° grau com grau < 16 anos DAC Doenca

DAC ou 2° grau Xantoma ou com CT >260 prematura arterial

precoce com CT > arco corneal mg/dL periférica
290 mg/dL prematura

70 41 Sim Sim Nao Nao Néo Néo
71 53 Sim Sim Sim Sim Néo Néo
72 55 Sim Sim Nao Nao Né&o Né&o
73 54 Sim Sim Sim Sim Néo Néo
74 19 Néo Sim Nao Nao Né&o Néo
75 24 Néo Sim Nao Nao Néo Néo
76 19 Sim Sim Nao Nao Néo Néo
77 23 Sim Sim Sim Nao Néo Né&o
78 23 Sim Sim Sim Nao Néo Néo
79 27 Sim Sim Nao Nao Néo Néo
80 33 Sim Sim Nao Nao Néo Néo
81 28 Sim Sim Nao Nao Néo Néo
82 49 Sim Sim Nao Sim Nao Nao
83 57 Sim Sim Nao Sim Néo Néo
84 43 Sim Sim Nao Nao Nao Nao
85 60 Sim Sim Nao Nao Nao Nao
86 42 Sim Sim Nao Sim Néo Néo
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Individuo | Idade (anos) Histérico Familiar Histérico Clinico

Parente de Parente Parente de 1° Parente de 1° Portador de AVC ou

1° grau com | adulto de 1° grau com grau < 16 anos DAC Doenca

DAC ou 2° grau Xantoma ou com CT >260 prematura arterial

precoce com CT > arco corneal mg/dL periférica
290 mg/dL prematura

87 43 Sim Sim Nao Nao Néo Nao
88 35 Nao Sim Nao Nao Néo Néo
89 22 Nao Sim Nao Nao Nao Nao
90 32 Nao Sim Sim Sim Néo Néo
91 24 Sim Sim Nao Nao Néo Nao
92 21 Sim Sim Nao Nao Néo Nao
93 37 Sim Sim Nao Nao Néo Nao
94 36 Sim Sim Nao Nao Nao Nao
95 22 Sim Sim Nao Nao Néo Nao
96 41 Nao Sim Nao Nao Nao Nao
97 23 Nao Sim Nao Nao Néo Nao
98 21 Nao Néo Nao Nao Néo Nao
99 15 Nao Sim Nao Nao Nao Nao
100 11 Sim Sim Nao Nao Néo Nao
101 28 Nao Sim Nao Nao Nao Nao
102 32 Sim Sim Nao Nao Né&o Nao
103 10 Nao Sim Nao Nao Néo Nao
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Quadro 7 Continuacao

Individuo | ldade (anos) Histérico Familiar Histérico Clinico

Parente de Parente Parente de 1° Parente de 1° Portador de AVC ou

1° grau com | adulto de 1° grau com grau < 16 anos DAC Doenca

DAC ou 2° grau Xantoma ou com CT > 260 prematura arterial

precoce com CT > arco corneal mg/dL periférica
290 mg/dL prematura

104 18 Nao Sim Nao N3o Nao Nao
105 12 Néo Sim Nao Sim N3o Nao
106 16 Nao Sim Nao N3o Nao Nao
107 14 Nao Sim Nao N&o N&o N&o
108 8 Sim Nao Nao Nao Nao Nao
109 61 Nao Sim Néo Nao Néo Néo
110 62 Nao Sim Nao Nao Nao Nao
111 82 Sim Sim Néo Nao Néo Néo
112 73 Sim Sim Nao Sim Nao Nao
113 36 Sim Sim Sim Sim Nao Nao
114 52 Nao Sim Néo Nao Néo Néo
115 45 Nao Sim Nao Sim Nao Nao
116 45 Sim Sim Sim Néo Nao Nao
117 25 Nao Nao Nao Nao Nao Nao
118 5 Sim Sim Nao Nao Nao Nao
119 6 Sim Sim Nao Nao Nao Nao
120 28 Sim Sim Nao Nao Nao Nao
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Individuo | ldade (anos) Histérico Familiar Histérico Clinico
Parente de Parente Parente de 1° | Parente de 1° | Portador de AVCou
1° grau com | adulto de 1° grau com grau < 16 anos DAC Doenca
DAC ou 2° grau Xantoma ou com CT > 260 prematura arterial
precoce com CT > arco corneal mg/dL periférica
290 mg/dL prematura
121 22 Nao Nao Néo N&o Néo Néo
122 24 Sim Sim Néo Nao Néo Néo
123 31 N&o Sim N&o N&o N&o N&o
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Todos os individuos da familia de Bom Despacho-MG tiveram seu
perfil lipidico sérico avaliado. Os valores individuais estdo apresentados
na Tabela 4. Dentre todos os individuos da familia avaliada, 46 (52,3%)
apresentavam CT elevado e 58 (65,9%) apresentavam LDL-c acima do
desejavel, sendo que 27 (30,7%) apresentavam concentracGes séricas de
LDL-c superior a 190 mg/dL, o que pode ser sugestivo de HF. HDL-c
baixo foi identificado em 19 (21,6%) individuos e 15 (17,0%)
apresentavam hipertrigliceridemia.

Além disto, 13 (14,8%) individuos apresentavam xantomas,
enquanto sete (7,9%) apresentaram arco corneal. Considerando as
caracteristicas apresentadas no Quadro 7 e Tabela 4 e o algoritmo para o
diagndstico de HF, 44 (50%) individuos ndo apresentavam
caracteristicas de HF, 15 (17%) individuos apresentavam possivel
diagnostico de HF; 18 (20,5%) apresentavam diagnostico provavel e 11
(12,5 %) possuiam diagnostico definitivo.

Dentre o total de 88 individuos avaliados em Bom Despacho-
MG, 40 pacientes tiveram o diagnostico confirmado de HF,
considerando o diagnostico clinico definitivo e/ou diagndstico genético,
conforme detalhado a seguir (Figuras 21, 27, 29 e 30; Quadro 9).
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Tabela 4 Caracteristicas do perfil lipidico sérico e depoésito de colesterol para o diagnéstico de HF na familia de Bom
Despacho-MG.

Individuo  Idade CT HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco  Diagndstico
(anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
36 75 3808 34° 346° 305¢ 285¢ 185f N.A Ndo Provavel
37 75 155 38° 117 95 58¢ 140  Cotovelo  Antes Definitivo
esquerdo  de 45
anos
38 36 3582 26° 332°¢ 2609 209 266" Tenddode Nao Definitivo
Aquiles
39 32 183 46 137 122 60 102 Né&o Ndo  Ausente
40 55 2712 42 229° 2149 162° 109 Né&o Ndo  Possivel
41 54 2312 82 149 1419 69 74 Né&o Ndo  Ausente
42 39 149 36 113 97 64° 125 Né&o N&o  Ausente
43 39 188 47 141 1379 53 61 Tenddode N&o  Provavel
Aquiles
44 50 2602 36P 224° 1934 159¢ 221f Né&o N&o  Possivel
45 49 139 31° 108 91 64¢ 118 N&o Nio  Ausente
46 52 3352 48 287¢ 265¢ 182¢ 151f Tenddode N&o Definitivo
Aquiles,
Joelho
Esquerdo

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; ®n-HDL-c > 160 mg/dL; ‘“LDL-c > 130 mg/dL; °sd-LDL-c > 50% do LDL-c; 'TG >150
mg/dL
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Tabela 4 Continuacdo

Individuo  ldade CT HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco  Diagndstico
(anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
47 44 3852 390 346° 316¢ 2708 172f Joelho Ndo Definitivo
direito,
interdigital
bilateral
48 44 2342 51 183¢ 1684 119¢ 88 Joelho, N&o Definitivo
mao e
tendéo de
aquiles
bilateral
49 37 189 390 150 1404 58 94 Néo Ndo  Possivel
50 33 2612 68 193¢ 1754 89¢ 127 Cotovelo  N&o Definitivo
esquerdo/
Maéo
bilateral
51 47 2212 43 178¢ 1604 94¢ 115 Né&o Ndo  Possivel
52 34 3872 36° 351°¢ 3274 233¢ 119 Né&o Ndo  Provavel
53 34 2072 47 160¢ 1404 71¢ 159f Né&o Ndo  Ausente

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; °n-HDL-c > 160 mg/dL; “LDL-c > 130 mg/dL; ®sd-LDL-¢c > 50% do LDL-c; TG >150
mg/dL.
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Individuo

54

55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

Idade CT HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco  Diagndstico
(anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
7 3342 390 295¢ 2864 259¢ 63 Interdigital N&o  Definitivo
mé&o
direita/
cotovelo
esquerdo
9 3942 42 352¢ 329 209¢ 129 N&o Ndo  Provavel
28 186 45 141 132d 78¢ 106 Néo Ndo  Ausente
31 179 64 115 109 40 51 Né&o Ndo  Ausente
9 2708 51 219¢ 209 101 73 Néo Ndo  Possivel
18 153 47 106 100 57¢ 69 Né&o Nao Possivel
14 156 48 108 99 40 62 Néo Ndo  Ausente
22 3038 14P 289¢ 2924 280¢ 72 Né&o Ndo  Provavel
24 3008 53 247¢ 2344 109 120 Néo Ndo  Possivel
13 2862 51 235¢ 2344 115¢ 107 Né&o Ndo  Possivel
7 190 49 141 124 30 69 Néo Ndo  Ausente
10 3798 44 335¢ 332d 135 107 Néo Nao Definitivo
14 164 350 129 119 94¢ 88 Néo Ndo  Ausente

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; ®n-HDL-c > 160 mg/dL; ‘“LDL-c > 130 mg/dL; °sd-LDL-c > 50% do LDL-c; 'TG >150

mg/dL.



104

Tabela 4 Continuacdo

Individuo  ldade CT HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco  Diagndstico
(anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
67 77 191 44 147¢ 1404 104 144 Mao Ndo Definitivo
esquerda
68 59 172 45 127 121 64° 64 Né&o Ndo  Ausente
69 50 127 41 56 81 49¢ 69 Néo Ndo  Ausente
70 41 191 50 141 128 78¢ 117 Né&o Ndo  Ausente
71 53 3950 71 324¢ 3181 270° 159"  Nao  Apés  Provavel
45
anos
72 55 2150 60 155 1474 100° 118  Médo  Nao  Provavel
direita

73 54 2862 58 228° 2144 222¢ 165 Né&o Nd  Provavel
74 19 117 37b 80 80 36 35 Né&o N&o  Ausente
75 24 177 66 111 102 52¢ 102 Né&o Ndo  Ausente
76 19 2118 84 127 129 55 44 Né&o N&o  Ausente
77 23 180 44 136 1344 56 78 Né&o Ndo  Possivel
78 23 2912 64 227¢ 2234 73 117 Né&o Ndo  Provavel
79 27 2218 53 168°¢ 1664 118¢ 92 Né&o Ndo  Ausente

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; °n-HDL-c > 160 mg/dL; “LDL-c > 130 mg/dL; ®sd-LDL-¢c > 50% do LDL-c; TG >150
mg/dL
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Tabela 4 Continuacdo

Individuo  ldade CT HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco  Diagndstico
(anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
80 33 2612 43 218° 1834 121¢ 269" Né&o Ndo  Ausente
81 28 168 53 115 109 53 80 Néo Ndo  Ausente
82 49 2252 63 162° 1654 117¢ 96 Né&o Ndo  Possivel
83 57 237° 54 183¢ 1779 147¢ 147 Né&o Ndo  Possivel
84 43 190 49 141 1404 51 62 Né&o Ndo  Ausente
85 60 2892 68 221°¢ 225¢ 162 93 Néo Ndo  Possivel
86 42 2582 41 217° 228¢ 172 70 Né&o Ndo  Provavel
87 43 2142 42 172¢ 163¢ 147¢ 154f Né&o Antes  Provéavel
45 anos
88 35 3192 59 260°¢ 2709 112¢ 51 Néo Ndo  Provavel
89 22 178 48 130 127 66 73 Né&o N&o  Ausente
90 32 2522 53 199¢ 1919 104¢ 125 Né&o Ndo  Provavel
91 24 2092 56 153 1594 122¢ 76 Né&o N&o  Ausente
92 21 189 37b 152 1424 191¢ 134 Né&o Ndo  Ausente
93 37 171 49 122 119 51 90 Né&o Ndo  Ausente
94 36 187 44 143 1359 104¢ 125 Né&o Ndo  Ausente

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; ®n-HDL-c > 160 mg/dL; ‘“LDL-c > 130 mg/dL; °sd-LDL-c > 50% do LDL-c; 'TG >150
mg/dL
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Tabela 4 Continuacdo

Individuo  Idade CT HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco  Diagnostico
(anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
95 22 131 55 76 76 35 30 Né&o Ndo  Ausente
96 41 196 46 150 1514 103¢ 91 Néo Ndo  Ausente
97 23 198 57 141 1334 42 71 Né&o Ndo  Ausente
98 21 2052 56 149 1494 74 73 Nao Nio  Ausente
99 15 2542 46 208° 2209 92 34 Né&o Ndo  Possivel
100 11 2052 61 144 1469 70 32 Néo Ndo  Ausente
101 28 188 49 139 1344 89¢ 125 Né&o Ndo  Ausente
102 32 2278 42 185¢ 1769 164¢ 156 Né&o Ndo  Ausente
103 10 205 390 166° 1694 64 100 Né&o N&o  Ausente
104 18 146 43 103 102 758 73 Né&o Ndo  Ausente
105 12 143 47 96 98 39 56 Né&o Ndo  Possivel
106 16 2172 57 160° 1669 119¢ 67 Né&o Ndo  Ausente
107 14 182 71 111 115 57 63 Né&o Ndo  Ausente
108 8 175 65 110 110 65° 31 Né&o Ndo  Ausente
109 61 146 34° 112 95 67¢ 195f Né&o Ndo  Ausente

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; ®n-HDL-c > 160 mg/dL; ‘LDL-c > 130 mg/dL; °sd-LDL-c > 50% do LDL-c; 'TG >150
mg/dL
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Individuo

110

111
112
113
114
115

116

117

118

ldade CT (mg/dL) HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco  Diagndstico
(anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
62 173 55 118 107 568 165 Né&o Depois Possivel
dos 45
anos
82 2022 72 130 123 93¢ 96 Né&o Ndo  Ausente
73 2732 44 229° 216¢ 173¢ 121 Né&o Ndo  Provavel
36 3042 40 264¢ 2704 164¢ 76 Nao Nido  Provavel
52 196 49 147 1469 72° 71 Né&o Ndo  Ausente
45 165 33P 132 115 108¢ 209f Né&o Antes  Provéavel
dos 45
anos
45 2352 67 168°¢ 1659 46 56 Punho Antes  Provavel
(suspeita)  dos 45
anos
25 138 49 89 88 39 50 Cotovelo  Antes Definitivo
direito/ 45 anos
tendéo de
aquiles
5 2042 39P 165¢ 1714 129¢ 58 N&o Ndo  Ausente

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; ®n-HDL-c > 160 mg/dL; ‘LDL-c > 130 mg/dL; ®sd-LDL-c > 50% do LDL-c; TG >150

mg/dL.
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Tabela 4 Continuacdo

Individuo  Idade CT (mg/dL) HDL-c N-HDL-c LDL-c sd-LDL-c TG Xantomas Arco  Diagndstico
(anos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) corneal clinico
119 6 23148 25b 206° 1964 83 83 Punho Ndo Definitivo
esquerdo

120 28 112 20° 92 73 62¢ 266" Néo Ndo  Ausente
121 22 198 54 144 1384 132¢ 146 Né&o Ndo  Ausente
122 24 194 77 117 103 798 145 Né&o Ndo  Ausente
123 31 303 72 231 233¢ 1198 28 Ndo ~ N&o  Provavel

3CT > 200 mg/dL; ® HDL < 40 mg/dL; ®n-HDL-c > 160 mg/dL; ‘LDL-c > 130 mg/dL; ®sd-LDL-c > 50% do LDL-c; 'TG >150

mg/dL.



109

De acordo com os relatos/respostas aos questionarios, a analise
prévia dos marcadores do perfil lipidico dos individuos da familia de
Bom Despacho-MG, ja havia sido realizada por 54 (61,4%) individuos,
sendo que 50 (56,8%) tinham conhecimento de ter dislipidemia e quatro
(4,5%) ndo possuiam dislipidemia (Quadro 8). Apds as analises
realizadas em nosso estudo, ndo confirmamos a presenca de
dislipidemia em cinco (5,7%) individuos dos 50 que relataram ter a
alteracdo e estavam sem tratamento. Além disto, verificamos que 20
(22,7%) individuos apresentavam dislipidemia, porém, esses individuos
relataram que nunca haviam realizado analise do perfil lipidico e,
portanto, ndo tinham conhecimento da alteracdo metabdlica. Assim, no
total, 65 individuos (73,9%) apresentavam dislipidemia. Medicacao
hipolipemiante  estava sendo utilizada por 22 individuos,
correspondendo a 25% do total dos individuos e 33,8% dos
dislipidémicos.

Quadro 8 Historico de dosagens prévias de parametros lipidicos e
conhecimento sobre dislipidemia da familia de Bom Despacho-MG.

Medidas
Medicacao Prévias de Sabia ter
Individuo hipolipemiante CT dislipidemia
36 Sinvastatina 20 mg Sim Sim
Ezetimibe 10 mg e
37 Atorvastatina 20 mg Sim Sim
38 Sinvastatina 20 mg Sim Sim
39 Né&o Sim Sim
40 Né&o Sim Sim
41 Né&o Sim Sim
42 Néo Sim Sim
43 Sinvastatina 20 mg Sim Sim
44 Nao Sim Sim
45 N&o Sim Sim?
46 Atorvastatina 20 mg Sim Sim
47 Néo Sim Sim
48 Rosuvastatina 20 mg Sim Sim

2 Sem diagnostico de dislipidemia durante o estudo; ® Diagnosticado com
dislipidemia durante o estudo.
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Quadro 8 Continuacéo

49 Nao Nao NaoP
50 Néo Sim Sim
ol Nao Sim Sim
52 Néo Sim Sim
53 Nao Nao NaoP
54 Nao Sim Sim
55 Ndo Sim Sim
56 Nao Sim Sim
57 Nao Sim Sim?
58 Nao Nao NaoP
59 Nao Nao Néo
60 Atorvastatina 10mg Sim Sim
61 Nao Nao NaoP
62 Atorvastatina 20 mg Sim Sim
63 Nao Sim Sim
64 Nao Sim Sim?
65 Nao Sim Sim
66 Nao Sim Sim?
67 Nao Nao NaoP
68 Nao Nao Néo
69 Nao Nao Néo
70 Nao Nao Néo
71 Sinvastatina 40mg Sim Sim
72 Nao Sim Sim
73 Atorvastatina 80mg Sim Sim
74 Né&o Né&o Né&o
75 Nao Nao Néo
76 Nao Nao NaoP
77 Né&o Sim Sim
78 Atorvastatina 20mg Sim Sim
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79 Nao Sim NaoP
80 Sinvastatina 40mg Sim Sim
81 Nao Sim Sim?
82 Nao Nao NaoP
83 Nao Nao NaoP
84 Néo Sim Sim
85 Sinvastatina 20mg Sim Sim
86 Atorvastatina 40mg Sim Sim
87 Sinvastatina 40mg Sim Sim
88 Nao Nao NaoP
89 Nao Sim Néo
90 Nao Nao NaoP
91 Nao Nao NaoP
92 Nao Nao NaoP
93 Sinvastatina 20mg Sim Sim
94 Nao Nao NaoP
95 Nao Nao Néo
96 Nao Sim NaoP
97 Né&o Sim Sim
98 Nao Nao NaoP
99 Nao Sim Sim
100 Sinvastatina 10mg Sim Sim
101 N&o N&o NaoP
102 Nao Nao NaoP
103 Néo Sim Sim
104 Nao Nao Néo
105 Nao Sim Nao
106 Néo Sim Sim
107 Nao Nao Néo
108 Néo Nao Né&o
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Quadro 8 Continuacéo

109 Né&o Né&o Né&o
110 Sinvastatina 20mg Sim Sim
111 Né&o Né&o Né&o
112 Sinvastatina 20 mg Sim Sim
113 Né&o Sim Sim
114 Néo Néo Néo®
115 Nao Nao Néo
116 Sinvastatina 40mg Sim Sim
117 Nao Nao Néo
118 Néo Sim Sim
119 Colestiramina 4g Sim Sim
120 Nao Nao Néo
121 Nao Néo Néo®
122 Nao Nao Néo
123 Sinvastatina 40mg Sim Sim

2 Sem diagnostico de dislipidemia durante o estudo; ® Diagnosticado com
dislipidemia durante o estudo.

A familia de Bom Despacho-MG (Familia 2) apresenta uma série
de casamentos consanguineos envolvendo duas familias principais
(Familias A e B) e, para facilitar o entendimento das relacfes, os
heredogramas das figuras 19 e 20, apresentam as relacBes familiares
desses individuos que ddo origem aos demais membros da Familia 2 e
que estdo representados nos heredogramas posteriores.
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Figura 19 Heredograma da familia A de Bom Despacho-MG.

36 67 C D E
Figura 20 Figura 26 Figura 28 Figura 29 Figura 29

Quadrado: Homens; Circulo: Mulheres; Preto e branco: Diagnostico definitivo
de HF; Letras: Individuos ndo avaliados; Figuras indicam a continuagdo do
heredograma.

Figura 20 Heredograma da familia B de Bom Despacho-MG.

Figura 26, 28 e 29| Figura 26, 28 e 29

()

H I J K L
Figura 26 Figura 28 Figura 29 Figura 29 Figura 29
Quadrado: Homens; Circulo: Mulheres; Preto e branco: Diagndstico definitivo
de HF; Letras: Individuos ndo avaliados; Linha dupla: casamento consanguineo;
Figuras indicam a continuagdo do heredograma. Simbolos com trago transversal
indicam individuos ja falecidos.

Para maior compreensdo dos resultados dos 88 membros da
familia 2, a familia foi dividida em subfamilias, sendo que cada uma
estd representada por heredogramas préprios (2A, 2B, 2C e 2D). A
Figura 21 apresenta o heredograma da familia 2A, que apresenta 34
membros, sendo que trés ndo participaram da coleta de dados.
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Figura 21 Heredograma da familia 2A de Bom Despacho-MG.

v [ Jre(Perast

=¥ 75,305| 75;95
670G>A; 862G>A; 919G>A|  NR

38 XT 39

43|XT 44 45 45 |XT 47|X  28|XT 49 50 51 52

36; 260 ;122 39; 137 50;193  49;91 | 52,265 44;316  44; 168 47;160 34;327 | 34;140
B61G>A; G70G=A; 670G>A; 919G>A 862G>A;  NR 670G>A

682G>A; SL9GA 919G>A* il

54| X 55 56 57 61 62| T 65 66

7; 286 9; 329 28;132  31;109 9;209 18,100 1499 22;292 24;234 . 13;234 7124 10: 332 14; 119
661G=A; 919G>A; 670G>A 670G=A 670G=A;  919G>A 919G=A* NR 670G>A; 919G>A NR
670G>A; BB2G>A * B62G=A;

682G=A; 919G>A

862G>A

Os quadrados indicam individuos do sexo masculino e os circulos do sexo feminino. Os casos indices estdo indicados com uma
seta. Os individuos com diagndstico clinico e/ou genético para HF estdo representados em preto e branco. A numeracdo indica o
cddigo de cada individuo que participou do estudo. A idade, concentragdo de LDL-c e principais muta¢Ges identificadas também
estdo representadas nessa ordem. Os individuos com xantomas estdo indicados com a letra X, com arco corneal com a letra A e

em tratamento com a letra T. NR: a genotipagem néao foi realizada. * O exon 4 ndo foi sequenciado. ** O exon 6 ndo foi
sequenciado.
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O individuo 36 foi considerado o caso indice da familia de Bom
Despacho-MG. Esse individuo é do sexo masculino, possui 75 anos de
idade e apresentou concentragdes séricas de CT de 380 mg/dL, LDL-c
305 mg/dL, ndo-HDL-c 346 mg/dL, sd-LDL-c 285 mg/dL (equivalente
a 93% do LDL-c), além de HDL-c de 34 mg/dL, considerado baixo para
0 sexo e idade, indicando um padrdo mais aterogénico de lipoproteinas.
Além disto, o individuo usava dose diaria de 20 mg de sinvastatina.
Foram observadas elevacGes nos triglicerideos (185 mg/dL) e na glicose
105 mg/dL (pré-diabetes). Os marcadores avaliados da fungdo hepatica e
renal estavam de acordo com o esperado. O paciente era hipertenso
(155/90 mmHg) e apresentou IMC de 30,6 kg/m? e circunferéncia da
cintura de 103,2 cm, sendo, portanto, obeso e com obesidade abdominal.
O marcador de inflamacdo subclinica, PCR-as, estava elevado (6,4
mg/L), assim como a concentracdo de Apo B (230 mg/L). Além disto, o
ultrassom Doppler revelou que 71,6% da artéria carotida direita 74,7%
da artéria cardtida esquerda estavam obstruidas. Porém, ndo foram
observados xantomas ou arco corneal. O paciente ndo era fumante,
praticava exercicios fisicos moderados e tinha tendéncia a ansiedade,
mas ndo possuia sintomas significativos de depresséo.

Em relacédo a histéria familiar, o paciente relatou ter parente de 1°
grau com DAC precoce e parente de 1° ou 2° grau adulto com CT > 290
mg/dL. Além disto, ele também relatou ter parente de 1° grau com
menos de 16 anos com CT > 260 mg/dL, tendo, assim, risco
cardiovascular elevado. Apesar disto, ele informou nédo ser portador de
DAC, doenca cerebral ou periférica prematura.

O sequenciamento de todos os exons do LDLR do caso indice
permitiu a identificacdo de quatro mutaces, uma no exon 4, duas no
exon 6 e uma no exon 15. O padrdo anormal do exon 4 foi devido a
heterozigose 670G>A, que conduz a mutacdo D224N. A Figura 22
representa a mutagdo encontrada.

Figura 22 Fragmento da mutacgdo encontrada na posicdo 670 do exon 4
do gene LDLR.
"GGTGGCCCCGACTGCAAGGACAAATCTGACGAGGARAAC
ProfspCysLysisplysSerfspEluGlulisn

Substituicdo ndo sinbnima do nucleotideo guanina por adenina, envolvendo a
substituicdo do aminoacido aspartato por asparagina na posi¢do 224 da cadeia
proteica. 670G>A ou p.224 Asp/Asn. Phred 67.
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No exon 6, a mutagdo 862G>A (Figura 23) corresponde a
substituicdo E288K, enquanto a mutacdo 919G>A (Figura 24)
corresponde a substituicdo D307N.

Figura 23 Fragmento da mutacao encontrada na posicao 862 do exon 6

do gene LDLR.
TTCAAGTGTCACAGCEGCOAATGCATCACCCTOOACAAR

PheLysCysHizS5er GluCy=sIleThrlLeufsplys

Substituicdo ndo sinénima do nucleotideo guanina por adenina, envolvendo a
substituicdo do aminoécido acido glutdmico por lisina na posicdo 288 da cadeia
proteica. 862G>A ou p.288 Glu/Lys. Phred 81.

Figura 24 Fragmento da mutag&o encontrada na posi¢do 919 do exon 6

do gene LDLR.
GACTGCCOCEACTGOTCABATGAACCCATCAAAGADTEC

mepCyshrgaspTrpSerAspGluProllelysGluCys
Substituicdo ndo sinbnima do nucleotideo guanina por adenina, envolvendo a

substituicdo do aminoacido aspartato por asparagina na posi¢do 307 da cadeia
proteica. 919G>A ou p.307 Asp/Asn. Phred 21.

No exon 15, a mutagdo 2232A>G (Figura 25) corresponde ao
polimorfismo R744R.

Figura 25 Fragmento da mutagdo encontrada na posi¢do 2232 do exon

15 do gene LDLR.
CAGCACACAACCACCCGACCTGT TCCCGACACCTCCCGH
GlnHisThrThrThrargProValProfAspThrSerArg
................. et e

Substituicdo sindnima do nucleotideo adenina por guanina, envolvendo o
aminoacido arginina na posi¢do 744 da cadeia proteica. 2232A>G ou p.744
Arg/Arg. Phred 71.

Dessa forma, as mutacBes encontradas no exon 4 e 6
confirmaram o diagndstico de HF. A andlise genbmica por rastreamento
em cascata foi realizada e essas mutacdes foram pesquisadas nos
parentes do caso indice. Os individuos 40, 42, 45, 49 e 53 nédo foram
sequenciados, pois 0s mesmos ndo tém lagos consanguineos com a
familia e ndo possuem o diagndstico clinico de HF. Os individuos 39,
41, 56, 57, 64 e 66 ndo foram suspeitos de apresentar HF através do
algoritmo e, consequentemente, ndo foram submetidos & anélise



117

genética. Além disto, pela classificacdo através do algoritmo definiu-se
que o individuo 60 ndo era portador de HF. Entretanto, devido a pouca
idade, concentracGes elevadas de LDL-c, histérico familiar e o fato de o
individuo estar em tratamento hipolipémico, optou-se por sequenciar 0s
exons onde foram encontradas mutacfes na familia.

Dentre os parentes de primeiro grau, a genotipagem foi realizada
apenas nos filhos do caso indice (individuos 43, 44, 46, 50, 51 e 52),
considerando que seus pais ja faleceram. A genotipagem ndo foi
realizada nos individuos 47 e 48, pois estes ja possuem o diagndstico
clinico definitivo de HF e ndo possuem descendentes para realizar o
rastreamento em cascata. Os individuos 44 e 51 possuiam diagndstico
clinico possivel de HF, porém, apGs a genotipagem, ndo apresentaram
mutacBes no gene LDLR e, assim, o diagnodstico clinico ndo foi
confirmado. A mutagdo 670G>A foi identificada nos individuos 43 e 52,
gue apresentavam diagnostico clinico provavel de HF e, assim, tiveram
o diagnético confirmado pela genotipagem. O individuo 43 apresentou
ainda a mutacdo 919G>A, que também confirma o diagnéstico e foi
identificada nos individuos 46 e 50, os quais possuiam o diagndstico
clinico definitivo de HF. O dnico filho do caso indice que apresentou a
mutacdo 862G>A foi o individuo 46.

O rastreamento genético em cascata foi estendido para 0s netos
do caso indice (individuos 54 a 66). A genotipagem nao foi realizada
nos individuos 56, 57, 64 e 66, pois esses ndo apresentavam diagnostico
clinico da doenca. Sugere-se acompanhar atentamente os individuos 64
e 66, devido a pouca idade e concentracbes elevadas de LDL-c. O
individuo 60, 14 anos, também apresentava o diagnostico clinico
ausente de HF, entretanto, estava em tratamento com hipolipemiante
oral e, por isso, optou-se por realizar a genotipagem. Apoés a
genotipagem, foi identificada a mutacdo 670G>A, a qual também estava
presente em seu irméo (individuo 58), que possuia o diagndstico clinico
possivel de HF. Dessa forma, ambos os irmdos do caso indice tiveram o
diagndstico genético de HF confirmado. A mutacdo 670G>A também
confirmou o diagndstico de HF em outros trés netos do caso indice,
sendo que dois deles (individuos 54 e 65) possuiam diagdstico clinico
definitivo de HF, e um (individuo 61) possuia diagnostico provavel da
doenca. A mutacdo 919G>A foi identificada e confirmou o diagnéstico
de HF nos individuos 55 e 61 (com diagnostico clinico provavel de HF),
62 e 63 (com diagndstico clinico possivel de HF) e 65 (com diagnéstico
clinico definitivo de HF). Por fim, a mutacdo 862G<A foi identificada
nos individuos 54, 55 e 61. Os irmdos 54 e 55, que apresentavam
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diagndstico clinico definitivo e provavel de HF, respectivamente,
apresentaram algumas mutacdes presentes no avd materno, entretanto, o
pai desses individuos (individuo 38) também possuia diagnéstico clinico
definitivo de HF e, por isso, foi genotipado. Foram identificadas as
mutacBes 661G>A, 670G>A, 682G>A (Figura 26) e 919 G>A no
individuo 38. As mutacfes 661G>A e 682G>A também foram
identificadas no filho (individuo 54) do individuo 38.

Figura 26 Fragmento da mutacdo encontrada na posicdo 661G>A,
670G>A e 682G>A do exon 4 do gene LDLR.
TOTGATGETGECCCCCACTOGCAAGGACAAATCTGACCGAGGAAAACTGC

Cyshsp Prof=spCysLlyshisplLysSerfAspGluGlulsnCys

Substituicdo ndo sinbnima do nucleotideo guanina por adenina, envolvendo a
substituicdo do aminoacido aspartato por asparagina na posi¢do 221 da cadeia
proteica (661G>A ou p.221Asp/Asn); aspartato por asparagina na posicao 224
(670G>A ou p.224 Asp/Asn) e &cido glutdmico por lisina na posicdo 228
(682G>A ou p.228Glu/Lys). Phred 50, 67 e 50 respectivamente.

O individuo 59, com diagnostico clinico possivel de HF, ndo teve
o diagnostico confirmado apds a genotipagem do LDLR.

A mutacdo 2232A>G foi identificada nos individuos 38, 44, 50,
52, 54, 55, 58, 61, 63 e 65. Porém, por ser uma mutacao silenciosa, ndo
confirma o diagndstico de HF. O exon 4 ndo pdde ser sequenciado nos
individuos 46, 50, 55, 62, 63 e 0 exon 6 no individuo 52 por auséncia de
material suficiente. Apesar disto, todos esses individuos tiveram o
diagndstico genéticode HF confirmado devido a presenca de mutacdes
em outros exons do LDLR.

Destaca-se que o individuo 37, 75 anos, esposa do individio 36 e
progenitora desta familia, teve o diagnostico clinico definitivo de HF,
porém, ndo foi possivel realizar a genotipagem devido a falta de material
genético suficiente. E possivel que outras mutaces provenientes desse
individuo também estejam presentes no genoma dos demais integrantes
da familia.

O rastreamento em cascata foi ampliado para as familias dos
irmdos do individuo 36 (Familia A de Bom Despacho-MG,
representados anteriormente na figura 19). Curiosamente, os irmdos do
caso indice (familia A) tiveram filhos com individuos da familia B de
Bom Despacho-MG, representada anteriormente na figura 20. Alguns
individuos relataram relagdes consanguineas entre as familias A e B,
embora 0 exato grau ndo tenha sito identificado.
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A irma do caso indice, individuo 67 (Figura 27), apresenta um
diagndstico clinico definitivo de HF, entretanto, ndo foi possivel realizar
a identificacdo das mutagdes relacionadas com a doenca devido a falta
de material genético. Apesar disto, 0 rastreamento em cascata se
estendeu para a sua filha (individuo 68) e dois netos (individuos 74 e 75)
e o resultado foi auséncia de diagnéstico clinico de HF, ndo sendo feita,
dessa forma, a genotipagem. O individuo 68 relatou ter um
relacionamento consanguineo com o individuo 69, que pertence a
familia B. Esse individuo também ndo possuia diagnostico clinico de
HF, e ndo foi genotipado.
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Figura 27 Heredograma da familia 2B Bom Despacho-MG.

F G

67

Continua na Figura 28

—

59; 121 41; 128 53; 318

661 G=A; 670G=A

55;147

19; 80 24; 102 19;129 23; 134 23; 223 27; 166
670G=A

Os quadrados indicam individuos do sexo masculino e os circulos do sexo feminino. Os individuos falecidos estdo representados
com uma faixa diagonal. Os individuos com diagnoéstico clinico e/ou genético para HF estdo representados em preto e branco. A
numeracdo indica o codigo de cada individuo que participou do estudo. A idade, concentragdo de LDL-c e principais mutacoes
identificadas também estdo representadas nessa ordem. Os individuos com xantomas estdo indicados com a letra X, com arco

corneal com a letra A e em tratamento com a letra T.

661G=>A; 2177C>T

73T

54; 214
670G=A;
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Um dos irmdos do individuo 69, o individuo 70, apresentou
diagndstico clinico ausente de HF, bem como um de seus filhos
(individuo 76). Outro filho (individuo 77) apresentou diagnostico clinico
de HF possivel, mas nenhuma mutacdo no LDLR confirmou o
diangdstico da doenca.

Outros dois irmdos do individuo 69 (individuos 71 e 72)
possuiam diagnostico clinico provavel de HF, o qual foi confirmado
apos a genotipagem do LDLR. O individuo 71 apresentou as mutagfes
661G>A e 670G>A no exon 4 do LDLR, e o individuo 72 apresentou a
mutacdo 661G>A, além da mutagcdo 2177C>T, no exon 10 (Figura 28).
A mutagcdo 670G>A também confirmou o diagndstico de HF no
individuo 78, que possuia o diagndstico clinico provavel de HF e é filho
do individuo 73. O individuo 79, filho do individuo 72, apresentou
diagndstico clinico ausente de HF e ndo foi genotipado.

Figura 28 Fragmento da mutacdo encontrada na posi¢do 2177C>T do
exon 15 do gene LDLR.
ACCCAGGAGACATCCACCGTCAGGCTAAAGOTCAGCTCOC

ThrGlnGluThrSerThrValArgLeuLysValSerSer’

Substituicdo ndo sindnima do nucleotideo citosina por timina, envolvendo a
substituicdo do aminodcido treonina por isoleucina na posicdo 726 da cadeia
proteica. 2177C>T ou p.726 Thr/lle. Phred 47.

Um irmdo do individuo 69 ndo participou do estudo, mas uma
filha desse irméo aceitou participar (individuo 81). Ela ndo apresentava
sinais da doenca e teve o diagndstico clinico de HF ausente, ndo sendo,
portanto, genotipada. Entretanto, durante o rastreio dos demais
familiares, observou-se que ela se casou com o individuo 80, que
também apresenta diagndstico clinico ausente de HF, mas este se
encontrava em tratamento com hipolipemiante oral. Ele é irmdo do
individuo 87 (Figura 29), com diagndstico provdvel de HF. Dessa
forma, optou-se por fazer o sequenciamento do LDLR nos irméos e a
mutacdo 919G>A foi encontrada no exon 6, confirmando o diagnéstico
de HF nos dois individuos.

Outro irméo do individuo 69 que néo participou do estudo casou
com uma prima (individuo 73). Ela possuia diagnéstico clinico provavel
de HF, que foi confirmado apds a genotipagem do LDLR através da
identificacdo da mutacdo 670G>A. Esse casal teve uma filha vitima de
DCV precoce, ela era considerada o caso indice da familia B de Bom
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Despacho-MG e motivou a participacdo desta familia no estudo.
Suspeita-se que possa ser um caso homozigoto para a mutacdo 670G>A.
O heredograma com as relagbes familiares do individuo 73 esta
representado na figura 29. Observa-se que o indviduo 23, assim como
seus irmdos, é fruto de um relacionamento consanguineo entre o
individuo C (da familia A de Bom Despacho-MG) e o individuo | (da
familia B de Bom Despacho-MG). Os progenitores ndo participaram do
estudo.
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Figura 29 Heredograma da familia 2C de Bom Despacho-MG.
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C D==O I Continua na Figura 29
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670G>A 2177C>T 670G>A 670G>A
B7AT 88 89 91| 92 93|T 94 95 99| 100(T 101| 102
O [] L] L]
43; 163|35; 270 22; 127 32; 191 24; 159 21; 142 37,119 36; 135  22;76 41; 151|23; 133 21; 149

15; 220 11; 146 28; 12432; 176
670G>A

NR  670G=A
7C=T
103 105 106 107 108
10; 109 18; 102 12; 98 16; 166 14; 115 8 110
670G>A; 919G>A

Os quadrados indicam individuos do sexo masculino e os circulos do sexo feminino. Os individuos falecidos estdo representados
com uma faixa diagonal. Os individuos com diagnoéstico clinico e/ou genético para HF estdo representados em preto e branco. A
numeracgdo indica o codigo de cada individuo que participou do estudo. A idade, concentracdo de LDL-c e principais mutacoes

identificadas também estdo representadas nessa ordem. Os individuos com xantomas estdo indicados com a letra X, com arco
corneal com a letra A e em tratamento com a letra T.
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Dentre os irmdos do individuo 73, o individuo 85, que possuia o
diagndstico clinico possivel de HF, também apresentou a mutacdo
670G>A. Em outra irmd@ com o diagnostico clinico possivel de HF
(individuo 82), devido a falta de material genético, ndo foi possivel
sequenciar 0 exon 6 do LDLR visando identificar essa mutacéo,
entretanto, foi verificada a presenca da mutagdo 2177C>T no exon 10, a
qual tinha sido encontrada anteriormente em um dos primos (individuo
72).

Também devido a falta de material genético, ndo foi possivel
realizar a genotipagem no individuo 83, que possuia o diagndstico
clinico possivel de HF e casou-se com um primo gque nao participou do
estudo (individuo M). O rastreamento em cascata de seus filhos
(individuos 93 e 94) e netos (individuos 106 e 107) mostrou diagnostico
clinico ausente de HF e, por isso, eles ndo foram genotipados.

Um dos irmdos desta familia ndo participou do estudo.
Entretanto, trés filhas participaram (individuos 88, 89 e 90). O individuo
89 apresentou diagndstico clinico ausente de HF e, por isso, ndo foi
genotipado. Os individuos 88 e 90 apresentaram o diagndstico clinico
provavel de HF e ambos apresentaram a mutacdo 670G>A, ja
identificada anteriormente em outros membros da familia, confirmando,
assim, o diagndstico de HF. Assim como uma das tias (individuo 82), o
individuo 88 também apresentou a mutagdo 2177C>T.

Coincidentemente, o individuo 88 se casou com o individuo 87,
gue apresentava o diagnostico clinico de HF e teve a confirmacdo do
diagndstico apds a identificagdo da mutacdo 919G>A no exon 6 do
LDLR. A mesma mutacdo foi identificada no seu irméo, o individuo 80.
Os filhos do casal, individuos 103 e 104, apresentaram o diagndstico
clinico ausente de HF, mas devido ao historico familiar, optou-se por
buscar as mesmas mutacdes presentes na familia. As mutagdes 670G>A
(proveniente da familia materna) e 919G>A (proveniente da familia
paterna) foram identificadas no individuo 103, de apenas 10 anos de
idade, que confirmou o diagndstico de HF.

O filho do individuo 90 (individuo 105) apresentava diagndstico
clinico possivel de HF, porém, a genotipagem do LDLR néo confirmou
o diagnostico.

Os filhos do individuo 82 (individuos 91 e 92) apresentaram
diagndstico clinico ausente de HF e, por isso, ndo foram genotipados.
Também ndo foram genotipados os individuos 84, 95, 96, 97, 98, 101,
102 e 108 por apresentarem diagnostico clinico ausente de HF.



125

Um dos irmdos desta familia, e que ndo participou do estudo,
casou com uma prima (individuo 86), a qual possuia digndstico clinico
provavel de HF e apresentou a mutacdo 670G>A, confirmando o
diagndstico. Os filhos do casal, individuos 99 e 100, que apresentavam
diagnostico clinico possivel e ausente de HF, respectivarente, foram
genotipados e o individuo 100 apresentou a mutacdo 670G>A,
confirmando o diagnéstico de HF. Nao foi possivel realizar a
genotipagem do individuo 99 devido a falta de material genético.

Para finalizar o rastreamento em cascata, a figura 30 apresenta os
Gltimos membros da familia que participaram do estudo. Nesta figura
sdo apresentados outros trés filhos dos individuos F e G, bem como duas
irmds do individuo G e seus descendentes.
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Figura 30 Heredograma da familia 2D de Bom Despacho-MG.
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Os quadrados indicam individuos do sexo masculino e os circulos do sexo feminino. Os individuos falecidos estéo representados
com uma faixa diagonal. Os individuos com diagnostico clinico e/ou genético para HF estdo representados em preto e branco. A
numeragéo indica o codigo de cada individuo que participou do estudo. A idade, concentragdo de LDL-c e principais mutagdes
identificadas também estéo representadas nessa ordem. Os individuos com xantomas estdo indicados com a letra X, com arco
corneal com a letra A e em tratamento com a letra T. NR: N&o foi possivel realizar a genotipagem.
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Uma das filhas do casal F-G, individuo J, teve um casamento
consanguineo com o individo D (da familia A de Bom Despacho-MG).
Eles tém dois filhos, que ndo participaram do estudo, e dois netos
(individuos N e 117), que foram descritos. O individuo 117 apresentou
diagndstico clinico definitivo de HF e foi identificada a mutacdo
670G>A no exon 4 do LDLR.

O individuo K néo participou do estudo, mas duas de suas filhas
(individuos 86 e 113) e quatro netos (individuos 99, 100, 118 e 119)
participaram. Assim como a irmd, o individuo 113, que possuia o
diagndstico clinico provavel de HF, teve seu diagnostico confirmado
apo6s a identificacdo da mutagdo 670G>A. A mesma mutagdo foi
identificada na sua filha (individuo 119), que possuia diagndstico clinico
definitivo de HF. Uma das sobrinhas, individuo 118, possuia o
diagndstico clinico ausente de HF, porém, devido a idade de cinco anos,
optou-se por sequenciar o exon 4 do LDLR, e a presenca da mutacdo
670G>A confirmou o diagndstico de HF nesse individuo. Devido a falta
de material, ndo foi possivel a genotipagem do individuo 99, que
possuia diagnostico clinico possivel de HF. Seu irméo, o individuo 100,
também apresentou a mutacdo 670G>A.

Outro casamento consanguineo ocorreu entre os individuos L
(familia B de Bom Despacho) e E (familia A de Bom Despacho).
Ambos ndo participaram do estudo, mas uma filha do casal (individuo
114) e dois netos (individuos 120 e 121) participaram. Os trés possuiam
diagnostico clinico ausente de HF e, por isso, ndo foram genotipados.

Uma irma do individuo G ndo participou do estudo, mas duas
filhas (individuos 109 e 110) participaram. O individuo 109 apresentava
diagnostico clinico de HF ausente e, por isso, ndo foi genotipado. O
individuo 110 possuia o diagndstico clinico possivel de HF e a
genotipagem do LDLR permitiu a identificacdo da mutacdo 2177C>T,
confirmando o diagndstico. A mesma mutagdo confirmou o diagnéstico
de HF no individuo 115, que possuia diagnostico clinico provavel de
HF.

A segunda irmd do individuo G também ndo participou do
estudo, mas duas filhas (individuos 111 e 112) participaram. O
individuo 111 apresentou diagnostico clinico ausente de HF e néo foi
genotipado. O individuo 112 apresentou diagndstico clinico provavel e a
identificagdo da mutacdo 670G>A confirmou o diagndstico de HF nesse
individuo. Uma irma dos individuos 111 e 112 ndo participou do estudo,
mas a sua filha (individuo 116) e um neto (individuo 123) participaram.
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Ambos apresentaram diagndstico clinico provavel de HF e a
identificacdo da mutacdo 670G>A confirmou o diangostico.

Alguns individuos da familia de Bom Despacho-MG
apresentaram 0s polimorfismos silenciosos 1413A>G, 1959T>C e
1773C>T (Quadro 9), que ndo confirmam o diagnostico HF.

O Quadro 9 indica as diferengas entre os diagndsticos clinico e
genético, além das mutacdes encontradas em cada individuo da familia
de Bom Despacho-MG. Dentre os individuos genotipados, 44
apresentaram diagnostico clinico ausente de HF. Entretanto, cinco
desses individuos tiveram o diagndstico genético confirmado. Em trés
individuos com diagostico clinico ausente, ndo foi possivel realizar a
genotipagem devido a falta de material genético, mas ha indicativos de
gue o diagndstico clinico possa estar equivocado e recomenda-se
acompanhar os pacientes. Dentre 15 individuos com diagndstico clinico
possivel de HF, cinco ndo apresentaram mutacBes no LDLR; seis
tiveram o diagnéstico confirmado ap6s a genotipagem; dois individuos
ndo puderam ser sequenciados por falta de amostra de DNA e optou-se
por ndo sequenciar dois individuos, pois ndo havia fortes indicios de HF.
Todos os 18 individuos com o diagnoéstico clinico provavel de HF
tiveram o diagnostico confirmado ap6s a genotipagem do LDLR. Dentre
11 individuos com diagndstico clinico definitivo de HF, sete individuos
apresentaram mutagdes no LDLR indicativas de HF e quatro individuos
nao puderam ser genotipados por falta de amostra.
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Quadro 9 Diferencas entre o diagndstico clinico e genético, e mutagbes
encontradas em cada individuo de Bom Despacho-MG.

Diagnéstico | Diagnéstico Mutagdes
Individuo clinico genético
Provavel | Definitivo | 862G>A, 919G>A, 670G>A,
36 2232A>G
37 Definitivo NR -
Definitivo | Definitivo | 661G>A, 670G>A, 682G>A,
38 919G>A, 2232A>G
39 Ausente NR -
40 Possivel - -
41 Ausente - -
42 Ausente - -
43 Provavel | Definitivo | 670G>A, 919G>A, 2232A>G
44 Possivel Ausente 2232A>G
45 Ausente - -
46 Definitivo | Definitivo 862G>A, 919G>A?
Definitivo NR -
47
48 Definitivo NR -
49 Possivel - -
50 Defiitivo | Definitivo 919G>A, 2232A>G?
51 Possivel Ausente -
52 Provavel | Definitivo 670G>A, 2232A>GP
53 Ausente - -
Definitivo | Definitivo | 661G>A, 670G>A, 682G>A,
54 862G>A, 2232A>G
55 Provavel | Definitivo |919G>A, 862G>A, 2232A>G?
56 Ausente - -
57 Ausente - -
58 Possivel | Definitivo 670G>A, 2232A>G
59 Possivel Ausente -

NR: Nao foi realizada a genotipagem por falta de DNA. ®N4o foi sequenciado o
exon 4. "Ndo foi sequenciado o exon 6. °N4o foi sequenciado o exon 15.
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Quadro 9 Continuagéo

Diagnostico | Diagnostico Mutacdes
Individuo clinico genético
60 Ausente | Definitivo 670G>A
Provavel | Definitivo | 670G>A, 862G>A, 919G>A,

61 2232A>G
62 Possivel | Definitivo 919G>A?
63 Possivel | Definitivo 919G>, 2232A>G?
64 Ausente NR -
65 Definitivo | Definitivo | 670G>A, 919G>A, 2232A>G
66 Ausente NR -

67 Definitivo NR
68 Ausente - -
69 Ausente - -
70 Ausente - -
Provavel | Definitivo |661 G>A, 670G>A, 1413A>G,

71 1773C>T, 1959T>C
Provavel | Definitivo | 661G>A, 1959T>C, 2177C>T,
2232T>C
72 NR exon 10
73 Provavel | Definitivo 670G>A, 1959T>C

74 Ausente - -
75 Ausente - -
76 Ausente - -

77 Possivel Ausente 1959T>C

78 Provavel | Defintivo 670G>A, 2232T>C
79 Ausente - -

80 Ausente | Definitivo 919G>A, 2232A>G
81 Ausente - -

82 Possivel | Definitivo 2177C>TP

83 Possivel NR -

84 Ausente - -

NR: Néo foi realizada a genotipagem por falta de DNA. ®N&o foi sequenciado o
exon 4. °NAo foi sequenciado o exon 6. °N&o foi sequenciado o exon 15.
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Quadro 9 Continuacao

Diagnéstico | Diagnéstico Mutagdes
Individuo clinico genético
85 Possivel | Definitivo | 670G>A,1959T>C, 2232A>G
86 Provavel | Definitivo 670G>A,1959T>C,
87 Provavel | Definitivo 919G>A
88 Provavel | Definitivo | 670G>A, 2177C>T, 2232A>G
89 Ausente - -
90 Provavel | Definitivo 670G>A°
91 Ausente - -

92 Ausente - -

93 Ausente - -

94 Ausente - -

95 Ausente - -

96 Ausente - -

97 Ausente - -

08 Ausente - -

99 Possivel NR -

100 Ausente | Definitivo 670G>A, 2232A>G
101 Ausente - -

102 Ausente - -

103 Ausente | Definitivo | 670G>A, 919G>A, 2232A>G
104 Ausente - -

105 Possivel Ausente -

106 Ausente - -

107 Ausente - -

108 Ausente - -

109 Ausente - -

110 Possivel | Definitivo 1413A>G, 2177C>T
111 Ausente - -

NR: Néo foi realizada a genotipagem por falta de DNA. ®N&o foi sequenciado o
exon 4. °Nio foi sequenciado o exon 6. °N&o foi sequenciado o exon 15.
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Quadro 9 Continuagéo

Diagnostico | Diagnostico Mutacdes
Individuo clinico genético
112 Provavel | Definitivo | 670G>A, 1413A>G, 1959T>C
113 Provavel | Definitivo 670G>A, 2232G>AP
114 Ausente - -
Provavel | Definitivo 1959T>C, 2177C>T,
115 2232A>G
116 Provavel | Definitivo 670G>A, 919G>A
117 Definitivo | Definitivo 670G>A, 2232A>G
Ausente | Definitivo 670G>A, 2232A>GP
118 13 14 NR
119 Definitivo | Definitivo |670G>A, 1413A>G, 2232A>G
120 Ausente - -
121 Ausente - -
122 Ausente - -
Provavel | Definitivo 670G>A, 1413A>G,
123 1773C>T, 1959T>C

NR: Néo foi realizada a genotipagem por falta de DNA. ®N&o foi sequenciado o
exon 4. °Néo foi sequenciado o exon 6. °N&o foi sequenciado o exon 15.

5.2.2.1 Avaliagdo bioquimica e clinica dos pacientes de Bom
Despacho-MG

A Tabela 5 apresenta os valores séricos de glicose de jejum, de
funcéo hepética e renal e de marcador inflamatdrio dos 88 individuos
avaliados na familia de Bom Despacho-MG. Do total, seis individuos
(6,8%) apresentaram valores de glicose de jejum alterados, sendo que
apenas dois individuos tiveram suspeita de diabetes e esses ndo
possuiam diagnéstico de HF. Os outros quatro individuos
diagnosticados com glicemia de jejum alterada, tiveram o diagndstico de
HF confirmado.

Em relacdo & funcdo hepdtica, 21 (23,9%) individuos
apresentaram alteracdo na enzima AST, sendo que desses, nove (42,8%)
eram portadores de HF. A atividade da enzima ALT esteve elevada em
15 (%) individuos, sendo que cinco (33,3%) tiveram diagnostico de HF
confirmado. Trés (3,4%) individuos apresentaram concentracédo elevada
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de ureia, sendo que nenhum deles teve diagndstico definitivo de HF.
Nenhum individuo apresentou creatinina elevada. Inflamag&o subclinica
foi identificada em 63 (71,6%) individuos, sendo que 27 (42,8 %)
tiveram o diagndstico de HF confirmado. A concentracdo de Apo B foi
realizada em 80 (90,9%) individuos que apresentavam forte suspeita de
serem portadores de HF, sendo que 18 deles (22,5%) apresentaram
valores elevados, e todos apresentram posteriormente diagndstico
definitivo de HF. Da mesma forma, a Lp(a) foi quantificada em apenas
40 (45,4%) individuos, ndo sendo indentificadas alteracBes nas
concentragdes de Lp(a).
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Tabela 5 Caracteristicas bioguimicas séricas dos membros da familia de Bom Despacho-MG.
Idade Glicose AST ALT Ureia Creatinina® PCR-as  ApoB Lp (a)
Individuo (anos) (mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/L) (mg/dL) (mg/dL)

36 75 105° 27 21 39 1,23 6,4 2309 4

37 75 95 31 37 35 0,93 0,7 74,3 2,53
38 36 101° 19 21 27 0,73 7,0f 2339 4,29
39 32 1432 19 19 24 0,83 3,61 86,9 2,53
40 55 86 33 27 54¢ 1,13 9,97 150 20,6
41 54 93 22 28 26 0,63 0,3 97,5 5,79
42 39 76 32 41 32 0,83 0,6 65,8 2,53
43 39 83 16 21 32 0,63 4,3f 87,9 4,26
44 50 1832 25 34 28 0,83 1,6 163 2,53
45 49 112 21 15 38 0,83 0,7 7,7 2,53
46 52 90 24 33 26 0,73 0,45 1909 3,54
47 44 90 22 20 25 0,93 1,5f 2089 15,2
48 44 120° 57¢ 42 32 0,93 1,93f 122 10,5

3 Diabetes mellitus (>126 mg/dL); ® Pré-diabetes (100-126 mg/dL); ¢ AST elevada (10-47 de 4 a 6 anos e 11-39 em adultos); ¢
ALT elevada (24-49 4 a 11 anos e 11-45 em adultos); © ureia elevada (8-36 mg/dL entre 8 a 13 anos e 15-45 mg/dL em adultos); f
PCR-as acima do desejavel (> 1 mg/L); ¢ Apo B acima do desejavel (> 174 mg/dL em homens e > 142 mg/dL em mulheres;
Malores de cretinina corrigidos.
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Tabela 5 Continuacdo
Idade Glicose AST ALT Ureia Creatinina® PCR-as  ApoB Lp (a)
Individuo (anos) (mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/L) (mg/dL) (mg/L)

49 37 95 16 23 28 0,73 1,29f 96,1 19,6
50 33 84 24 17 30 0,63 1,32 128 3,4
51 47 99 19 25 25 0,73 1,01 111 3,72
52 34 106° 23 25 29 1,03 0,5 2108 6,51
53 34 76 16 20 14 0,33 10,7f 115 3,57
54 7 82 34 20 29 0,43 1,38f 1839 31
55 9 87 25 21 25 0,33 3,12 2159 4,62
56 28 83 22 22 28 0,93 1,14f 85,9 20,4
57 31 70 15 14 25 0,63 4,05 79,2 2,53
58 9 88 28 20 24 0,33 0,17 133 2,53
59 18 79 36 27 29 0,73 0,64 69,8 2,53
60 14 92 34 27 13 0,53 0,17 67,3 3,76
61 22 66 42° 52 39 0,83 0,39 1928 2,53

3 Diabetes mellitus (>126 mg/dL); ® Pré-diabetes (100-126 mg/dL); ¢ AST elevada (10-47 de 4 a 6 anos e 11-39 em adultos); ¢
ALT elevada (24-49 4 a 11 anos e 11-45 em adultos); © ureia elevada (8-36 mg/dL entre 8 a 13 anos e 15-45 mg/dL em adultos); f
PCR-as acima do desejavel (> 1 mg/L); ¢ Apo B acima do desejavel (> 174 mg/dL em homens e > 142 mg/dL em mulheres;
Malores de cretinina corrigidos.
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Tabela 5 Continuacdo
Idade Glicose AST ALT Ureia Creatinina® PCR-as  ApoB Lp (a)
Individuo  (anos) (mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/L) (mg/dL) (mg/dL)

62 24 76 14 15 37 0,43 1,32f 1599 3,33
63 13 80 18 14 16 0,53 0,17 1469 8,32
64 7 88 32 17 30 0,23 0,96 94 3,36
65 10 81 37 23 31 0,13 0,17 2179 9
66 14 80 47°¢ 29 23 0,73 1,7 89,3 2,53
67 77 91 30 37 27 0,63 15,9f 109 2,53
68 59 81 30 35 37 0,53 3,22 79,9 -
69 50 84 31 33 27 0,43 32,3f 64,7 -
70 41 76 24 21 25 0,23 2,01f 102 -
71 53 82 33 34 28 0,33 2,797 2329 -
72 55 84 25 32 39 0,63 0,75 103 -
73 54 66 40 40 29 0,33 1,21° 153¢ 10,1
74 19 54 30 36 29 0,53 8,77 53,3 -
75 24 79 18 18 30 0,43 16,9f 78 -

2 Diabetes mellitus (>126 mg/dL); ° Pré-diabetes (100-126 mg/dL); ¢ AST elevada (10-47 de 4 a 6 anos e 11-39 em
adultos); 9 ALT elevada (24-49 4 a 11 anos e 11-45 em adultos); ¢ ureia elevada (8-36 mg/dL entre 8 a 13 anos e 15-45 mg/dL em
adultos);  PCR-as acima do desejével (> 1 mg/L); 9 Apo B acima do desejavel (> 174 mg/dL em homens e > 142 mg/dL em
mulheres; "Valores de cretinina corrigidos.
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Tabela 5 Continuacao
Idade Glicose AST ALT Ureia Creatinina® PCR-as  ApoB Lp (a)
Individuo  (anos) (mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/L) (mg/dL) (mg/dL)

76 19 74 20 31 22 0,33 0,43 78,9 -
77 23 78 32 21 29 023 0,69 79,2 11,3
78 23 69 29 20 19 0,23 4,62 1499 2,53
79 27 73 42° 734 30 0,73 9,43 118 -
80 33 65 57¢ 77¢ 23 0,53 3,31f 152 -
81 28 69 30 14 21 0,23 6,56 73,4 -
82 49 79 66° 69¢ 35 0,33 6,17 128 2,53
83 57 79 50° 56¢ 42 0,53 1,69f 123 -
84 43 78 23 19 31 0,33 3,91f 85,3 -
85 60 69 39 44 29 0,33 3,05 146 -
86 42 57 82¢ 41 22 0,32 40,51 1728 2,53
87 43 56 60° 70¢ 29 063 4,17f 118 -
88 35 71 21 21 32 0,43 3,21° 1748 4,28
89 22 59 39 29 22 0,13 6,95 106 -

3 Diabetes mellitus (>126 mg/dL); ® Pré-diabetes (100-126 mg/dL); ¢ AST elevada (10-47 de 4 a 6 anos e 11-39 em adultos); ¢
ALT elevada (24-49 4 a 11 anos e 11-45 em adultos); © ureia elevada (8-36 mg/dL entre 8 a 13 anos e 15-45 mg/dL em adultos); f
PCR-as acima do desejavel (> 1 mg/L); ¢ Apo B acima do desejavel (> 174 mg/dL em homens e > 142 mg/dL em mulheres;
"Valores de cretinina corrigidos
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Tabela 5 Continuacao
Idade Glicose AST ALT Ureia Creatinina® PCR-as  ApoB Lp (a)
Individuo  (anos) (mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/L) (mg/dL) (mg/dL)

90 32 88 34 43¢ 33 0,73 15,1f 141 -
91 24 74 49° 45¢ 24 0,13 2,78 - -
92 21 62 85¢  111¢ 34 0,13 2,21° 113 -
93 37 80 45° 30 21 0,33 5,33 65,2 -
94 36 67 47°¢ 474 29 0,63 9,19 97,5 -
95 22 78 20 19 23 0,63 4,16 - -
96 41 83 60° 83¢ 31 0,63 4,64 108 -
97 23 70 21 24 26 0,43 2,53 88,4 -
98 21 74 27 42 27 0,63 0,8 95,1 -
99 15 83 22 22 18 0,33 0,26 - -
100 11 69 42¢ 29 37 0,23 22,9 99,2 2,53
101 28 76 41° 609 21 0,43 7,23 97,2 -
102 32 58 41° 489 29 0,83 4,24f 144 -
103 10 76 28 23 21 0,23 1,26 101 -

2 Diabetes mellitus (>126 mg/dL); P Pré-diabetes (100-126 mg/dL); ¢ AST elevada (10-47 de 4 a 6 anos e 11-39 em
adultos); ¢ ALT elevada (24-49 4 a 11 anos e 11-45 em adultos); ¢ ureia elevada (8-36 mg/dL entre 8 a 13 anos e 15-45 mg/dL em
adultos); f PCR-as acima do desejavel (> 1 mg/L); ¢ Apo B acima do desejavel (> 174 mg/dL em homens e > 142 mg/dL em
mulheres; "Valores de cretinina corrigidos.



Tabela 5 Continuacao

Individuo
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117

Idade Glicose AST ALT Ureia Creatinina® PCR-as  ApoB Lp (a)
(anos) (mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/L) (mg/dL) (mg/dL)

18 52 46° 41 27 0,33 2,8f 70,5 -
12 77 30 19 21 0,33 0,61 60,1
16 66 34 18 23 0,23 23f 0,84
14 68 30 22 24 0,43 1,19 - -

8 75 36 22 27 0,13 0,23 68,4 -
61 72 20 16 61° 1,03 20,4f 90 -
62 77 21 22 38 0,73 2,751 86,5 -
82 77 25 21 708 0,93 3,89f 29,7 -
73 96 33 24 29 0,23 5,15f 1949 -
36 67 19 18 31 0,43 2,92f 1769 2,78
52 96 23 31 28 0,53 28,3 - -
45 68 34 54¢ 30 0,43 5,22f 119 -
45 80 16 18 25 0,33 0,4 107 -
25 63 43¢ 27 28 0,43 0,2 61,2 -

139

2 Diabetes mellitus (>126 mg/dL); ° Pré-diabetes (100-126 mg/dL); ¢ AST elevada (10-47 de 4 a 6 anos e 11-39 em
adultos); 9 ALT elevada (24-49 4 a 11 anos e 11-45 em adultos); ¢ ureia elevada (8-36 mg/dL entre 8 a 13 anos e 15-45 mg/dL em
adultos); f PCR-as acima do desejavel (> 1 mg/L); ¢ Apo B acima do desejavel (> 174 mg/dL em homens e > 142 mg/dL em

mulheres; "Valores de cretinina corrigidos.
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Tabela 5 Continuacdo
Idade Glicose AST ALT Ureia Creatinina® PCR-as  ApoB Lp (a)
Individuo  (anos) (mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/L) (mg/dL) (mg/dL)

118 5 74 88¢ 32 29 0,17 0,17 125

119 6 58 23 20 29 0,23 8,03 127 -
120 28 98 37 59¢ 38 0,83 4,29 - -
121 22 81 45°¢ 65¢ 31 0,73 3,02 - -
122 24 73 35 23 23 0,23 5,81f 48,9 -
123 31 75 29 23 34 0,73 0,51 136 -

2 Diabetes mellitus (>126 mg/dL); ® Pré-diabetes (100-126 mg/dL); ¢ AST elevada (10-47 de 4 a 6 anos e 11-39 em
adultos); ¢ ALT elevada (24-49 4 a 11 anos e 11-45 em adultos); ¢ ureia elevada (8-36 mg/dL entre 8 a 13 anos e 15-45 mg/dL em
adultos); f PCR-as acima do desejavel (> 1 mg/L); ¢ Apo B acima do desejavel (> 174 mg/dL em homens e > 142 mg/dL em
mulheres; "Valores de cretinina corrigidos.
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A obesidade foi identificada em 17 (19,3%) individuos, sendo
gue desses, sete (41,2%) confirmaram o diagndstico de HF. O sobrepeso
foi observado em 23 (26,1%) individuos, dois quais seis (26,1%) eram
portadores de HF (Tabela 6). A obesidade abdominal também foi
identificada em 35 (39,8%) individuos, sendo 11 (31,4%) desses com
diagndstico de HF confirmado (Tabela 6). Hipertensdo arterial foi
identificada em 11 individuos (12,5%), sendo que sete (63,6%) tiveram
o diagndstico de HF confirmado. Esteatose foi verificada em 14 (15,9%)
individuos, sete (50,0%) deles com HF confirmada. Placas
aterosclerdticas foram identificadas em 17 individuos (19,3%), sendo
sete (41,2%) com presenca de placas em ambas as artérias carétidas e 12
(70,6%) tiveram diagndstico confirmado de HF.
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Tabela 6 Caracteristicas clinicas dos individuos estudados da familia de Bom Despacho-MG.

Idade [IMC PS PD Placa Obstrucdo Obstrugdo

Individuo (anos) (kg/m?) CC (cm) (mmHg) (mmHg) Esteatose Ateroscl. da CD (%) da CE (%)
36 75 30,6° 103,2¢ 1554 90 N&o Sim 71,6 74,7
37 75 23,7 78,7 1459 100 Nao Sim 7,5 21,3
38 36 32,5° 98,3° 145 80 Né&o Né&o 0 0
39 32 24,9 73,2 105 70 Né&o N&o 0 0
40 55 25,52 94,2¢ 1754 105 Né&o Né&o 0 0
41 54 19,4 66,8 130 80 N&o N&o 0 0
42 39 29,78 93,8° 115 80 Né&o Né&o 0 0
43 39 24,4 76,8 130 75 Né&o Né&o 0 0
44 50 28,62 91,7¢ 1504 90 Né&o Né&o 0 29,8
45 49 29,12 97,7¢ 1504 100 Né&o Sim 0 15,6
46 52 22,7 78,4 120 75 Né&o Sim 35,9 24,2
47 44 22,7 78,6 125 70 Nao Sim 49,4 31,3
48 44 27,52 90,9 140 87,5 Sim Sim 24,6 20,9
49 37 28,32 96,1¢ 135 80 N&o Né&o 0 0
50 33 20,7 67 120 75 Né&o Sim 16,9 0

IMC: indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; OS: presséo sistolica; PD: pressao diast6lica; CD: Carétida
Direita; CE: Cardtida Esquerda. ® Sobrepeso (IMC entre 25-29,99); ® Obesidade (IMC > 30), ¢ Obesidade abdominal (CC > 94 em
homens e > 80 em mulheres); ¢ Hipertenso.
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51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

Idade IMC PS PD Placa  Obstrucdo Obstrucéo

Individuo (anos) (kg/m?) CC (cm) (mmHg) (mmHg) Esteatose Ateroscl. daCD (%) da CE (%)
47 24,3 77 110 70 Né&o Né&o 0 0
34 22,4 81,4 1404 90 Né&o Sim 27,6 28,6
34 22,4 75,4 110 75 Né&o Né&o 0 0
7 16,6 55,5 100 40 Né&o Né&o 0 0
9 22,5 65,4 95 55 Né&o Né&o 0 0
28 23,1 78,5 135 85 Né&o Né&o 0 0
31 19,3 62,8 115 75 Né&o Né&o 0 0
9 18,1 60,8 115 70 Né&o Né&o 0 0
18 20,2 74,9 115 75 Né&o Né&o 0 0
14 18,1 61,7 117% 70 Néo Nao 0 0
22 22,7 77,9 125 70 Né&o Né&o 0 0
24 20,0 64,9 115 70 Né&o Né&o 0 0
13 15,4 59,5 100 60 Néo Nao 0 0
7 14,0 51,3 95 55 Né&o Né&o 0 0
10 16,8 445 105 65 Néo Nao 0 0

65

IMC: indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; OS: pressdo sistélica; PD: pressao diastolica; CD: Car6tida
Direita; CE: Cardtida Esquerda. ® Sobrepeso (IMC entre 25-29,99); ® Obesidade (IMC > 30), ¢ Obesidade abdominal (CC > 94 em

homens e > 80 em mulheres); ¢ Hipertenso.
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Tabela 6 Continuacao

Idade [IMC PS PD Placa Obstrucdo Obstrugdo

Individuo (anos) (kg/m?) CC (cm) (mmHg) (mmHg) Esteatose Ateroscl. da CD (%) da CE (%)
66 14 16,4 63,8 120 75 N&o Né&o 0 0
67 77 24,5 86,5° 1474 78 Sim Sim 30 0
68 59 27,42 93,5 125 70 Né&o Né&o 0 0
69 50 33,22 109,6¢ 122 85 N&o Né&o 0 0
70 41 26,92 86,8° 100 70 Né&o Né&o 0 0
71 53 21,5 72,9 1554 107 N&o Né&o 0 0
72 55 26,82 80,5 125 80 Né&o Né&o 0 0
73 54 28,72 88,0 1404 80 Sim Sim 0 26
74 19 18,6 71,2 107 70 Né&o Né&o 0 0
75 24 24,6 78,8 102 62 Né&o Né&o 0 0
76 19 19,8 65,5 105 50 Né&o Né&o 0 0
77 23 24,5 80,5¢ 111 71 Né&o Né&o 0 0
78 23 19,8 65,7 110 70 Néo Néo 0 0
79 27 26,8° 110,4¢ 1404 97 Sim Né&o 0 0
80 33 26,52 91,1 127 82 Sim Né&o 0 0

IMC: indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; OS: pressdo sistélica; PD: pressao diastolica; CD: Cardtida
Direita; CE: Cardtida Esquerda. ® Sobrepeso (IMC entre 25-29,99); ® Obesidade (IMC > 30), ¢ Obesidade abdominal (CC > 94 em
homens e > 80 em mulheres); ¢ Hipertenso.
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81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

Obstrugdo Obstrugéo

0
0

[EEN
o

O OO O O O o o o

0
0
0
0
22
0
10

Idade IMC PS PD Placa
Individuo (anos) (kg/m?) CC (cm) (mmHg) (mmHg) Esteatose Ateroscl. da CD (%) da CE (%)
28 28,12 85,4¢ 116 76,5 N&o Né&o
49 38,0° 100,5¢ 125 80 Né&o Né&o
57 27,72 87,2¢ 135 80 Sim Sim
43 35,6° 101,7¢ 127,5 92,5 Né&o Né&o
60 26,72 95,6°¢ 120 80 Né&o Sim
42 27,82 83,9¢ 132,5 82,5 Né&o Né&o
43 33,4° 100,4¢ 120 80 Sim Sim
35 33,2° 91,8° 110 72,5 Né&o Né&o
22 31,8° 94,3¢ 1125 60 Né&o Né&o
32 37,7° 104,2¢ 135 80 Sim Nao
24 26,72 81,9¢ 100 70 Né&o Né&o
21 34,20 100,7¢ 120 87,5 Sim Sim
37 37,1b 109,2¢ 127,5 82,5 Sim Nao
36 27,92 97,5¢ 116 74 Né&o Né&o
22 21,1 68,0 121 62 Né&o Né&o

95

0

IMC: indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; OS: pressdo sistélica; PD: pressao diastolica; CD: Cardtida
Direita; CE: Cardtida Esquerda. ® Sobrepeso (IMC entre 25-29,99); ® Obesidade (IMC > 30), ¢ Obesidade abdominal (CC > 94 em
homens e > 80 em mulheres); ¢ Hipertenso.
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Tabela 6 Continuacdo

Idade IMC PS PD Placa  Obstrugdo Obstrucéo

Individuo (anos) (kg/m?) CC (cm) (mmHg) (mmHg) Esteatose Ateroscl. da CD (%) daCE (%)
96 41 31,3 100,1¢ 129 80 Sim Né&o 0 0
97 23 24,2 75,8 115 75 Né&o Né&o 0 0
98 21 28,52 91,1 125 88 Né&o Né&o 0 0
99 15 22,2 72,5 127,5 75 Néo Nao 0 0
100 11 15,0 58,5 90 50 Né&o Né&o 0 0
101 28 37,5 105,3¢ 135 82 Sim Né&o 0 0
102 32 34,5° 105,3¢ 123 78 Sim Né&o 0 0
103 10 24,9 76,4 90 50 Né&o Né&o 0 0
104 18 35,0° 97,2¢ 120 66 Néo Né&o 0 0
105 12 21,5 74,8 100 45 Néo Nao 0 0
106 16 24,5 76,5 100 60 Néo Né&o 0 0
107 14 26,32 83,1 121 65 Néo Nao 0 0
108 8 15,6 56,8 100 64 Néo Né&o 0 0
109 61 34,8° 112,6° 127,5 80 Néo Sim 0 32
110 62 31,3° 103,9° 130 80 Néo Né&o 0 0

IMC: indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; OS: pressdo sistélica; PD: pressao diastolica; CD: Cardtida
Direita; CE: Cardtida Esquerda. ® Sobrepeso (IMC entre 25-29,99); ® Obesidade (IMC > 30), ¢ Obesidade abdominal (CC > 94 em
homens e > 80 em mulheres); ¢ Hipertenso.
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111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

Idade IMC PS PD Placa  Obstrucdo Obstrucéo

Individuo (anos) (kg/m? CC(cm) (mmHg) (mmHg) Esteatose Ateroscl. da CD (%) daCE (%)
82 18,5 77,0 130 72 Né&o Sim 0 28
73 19,3 77,5 132,5 67 Né&o Sim 12 0
36 18,4 66,4 95 60 Né&o Né&o 0 0
52 23,9 79,5 95 70 Né&o Né&o 0 0
45 37,5 119,2¢ 145 100 Sim Né&o 0 0
45 19,2 65,0 100 60 Né&o Né&o 0 0
25 22,5 76,8 120 82 Né&o Né&o 0 0
5 16,7 53,5 90 50 Né&o Né&o 0 0
6 16,3 56,1 90 50 Nao Né&o 0 0
28 28,9° 96,5¢ 136 91 Né&o Né&o 0 0
22 29,42 96,4°¢ 110 77 Nao Né&o 0 0
24 21,3 87,5 52 Nao Nao 0 0
31 17,8 68,3 110 65 Né&o Né&o 0 0

123

IMC: indice de massa corporal; CC: Circunferéncia da cintura; OS: presséo sistolica; PD: pressao diast6lica; CD: Carétida
Direita; CE: Cardtida Esquerda. ® Sobrepeso (IMC entre 25-29,99); ® Obesidade (IMC > 30), ¢ Obesidade abdominal (CC > 94 em
homens e > 80 em mulheres); ¢ Hipertenso.
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Do total de individuos da familia de Bom Despacho-MG (n=88),
15 eram tabagistas (17,0%), sendo cinco (33,3%) com diagndstico
genético de HF. Observou-se que a maior parte dos membros da familia
tem em média 8,0 + 4,2 anos de educacdo formal. Dezoito individuos
(20,4%) realizavam atividade fisica minima, dentre eles seis (33,3%)
tém diagnostico de HF; 52 (59,1%) realizavam atividade fisica
moderada, 23 (44,2%) desses com HF diagnosticada e 18 individuos
(20,4%) eram ativos, 11 (61,1%) deles com diagnéstico de HF
confirmado (Apéndice V).

Nesta familia, dois (2,3%) individuos ndo realizaram avalia¢do
psicolégica. Sintomas de ansiedade foram identificados em 26 (30,2%)
individuos, sendo que 12 deles tiveram diagnostico genético de HF.
Tendéncia a ansiedade foi identificada em 23 individuos (26,7%), 13
deles com HF confirmada, e 37 (43,0%) individuos ndo apresentavam
sintomas de ansiedade, sendo que 13 desses tém HF. Sessenta e seis
(76,7%) individuos ndo apresentavam depressdo, sendo 28 com
diagndstico de HF. Tendéncia a depressao foi observada em 17 (19,7%)
individuos, oito deles com diagnostico de HF e trés individuos
apresentavam sintomas de depressdo, sendo que dois deles apresentaram
HF (Apéndice V).

5.2.3 Risco cardiovascular para pacientes com HF dos municipios de
Papanduva-SC e de Bom Despacho-MG

Apesar de os pacientes com HF se enquadrarem como em “alto
risco cardiovascular”, alguns fatores podem acentuar ainda mais o risco
desses pacientes e devem ser avaliados para garantir a otimizacdo do
tratamento.

De acordo com a | Diretriz Brasileira de Hipercoleserolemia
Familiar (SANTOS et al, 2012), dentre os 53 individuos com
diagndstico clinico e/ou genético definitivo de HF de Papanduva-SC e
de Bom Despacho-MG, 42 (79,2%) foram reclassificados como em
“muito alto risco cardiovascular”. Desses pacientes, 31 foram
reclassificados por apresentar pelo menos uma das seguintes
caracteristicas: DCV (3 pacientes; 7,1%), histérico familiar de doenca
coronariana prematura (27 pacientes; 64,3%) e/ou tabagismo (oito
pacientes; 19,0%).

Além disto, 11 (26,9%) pacientes foram reclassificados por
apresentar dois ou mais dos seguintes fatores de risco: idade indicativa
de maior risco (n = 25; 59,5%); sexo masculino (n = 25; 59,5%); LDL-c
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acima de 250 mg/dL (n = 10; 23,8%); HDL-c baixo (n = 21; 50,0%);
hipertensdo (n = 11; 26,2%) e SM (n = 5; 11,9%). Nenhum individuo
apresentou Lp(a) elevada e sete (29,4%) apresentaram sinais clinicos da
doenca. Assim, considerando a associagdo de fatores de risco, dentre 0s
11 individuos considerados em muito alto risco cardiovascular, um
individuo apresentou associagdo de seis fatores de risco; um individuo
apresentou quatro fatores de risco e nove individuos apresentaram dois
fatores. Sete individuos possuiam apenas um fator e quatro néo
possuiam nenhum fator de risco.

5.2.4 Mutagdes identificadas nos pacientes de Papanduva-SC e Bom
Despacho-MG

A genotipagem permitiu a confirmacdo do diagnéstico de HF em
53 (43,1%) individuos dos municipios de Papanduva-SC e Bom
Despacho-MG, sendo superior ao diagnosticado sem a genotipagem 18
(14,6%; p = 0,0001).

As principais caracteristicas das muta¢fes encontradas em todos os
individuos avaliados e as informagdes sobre analise in silico estdo
apresentadas no Quadro 10. A figura 31 apresenta a localizacdo
genbmica de cada mutacdo identificada. Foram identificadas 14
mutacfes no gene LDLR, sendo cinco no exon 4, quatro no exon 6, uma
nos exons 10, 12 e 13 e duas no exon 15.
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Quadro 10 Caracteristicas das mutac@es identificadas em pacientes de Papanduva-SC e Bom Despacho-MG.

Exon Variante Variante Predicdo Classificacdo  N° de pacientes
nucleotidica aminoacidica de acordo com a mutacéo
comaACMG  (Municipios)
PolyPhen2 Mutation Taster SIFT

4 632A>T 211His/Leu Provavelmente Causadora de Patogénica Patogénica 1(P)
Patogénica doenga 0(B)

4 661G>A 221Asp/Asn  Provavelmente Causadora de Patogénica Patogénica 0(P)
Patogénica doenga 3(B)

4 666C>A 222 Cys/Term NA Causadora de NA Patogénica 7(P)
doenca 0 (B)

4 670G>A 224Asp/Asn  Provavelmente Causadora de Tolerada Patogénica 0(P)
Patogénica doenca 25 (B)

4 682G>A 228Glu/Lys  Provavelmente Causadora de Patogénica Patogénica 0(P)
Patogénica doenca 2 (B)

6 862G>A 288 Glu/Lys  Provavelmente Causadora de Patogénica Patogénica 0P
Patogénica doenca 4 (B)

6 901G>A* 301Asp/Asn  Provavelmente Causadora de Patogénica Provavelmente 2(P)
Patogénica doenca patogénica 0(B)

6 919G>A 307Asp/Asn  Provavelmente Causadora de Patogénica Provavelmente 4(P)
Patogénica doenca patogénica 13 (B)

ACMG: American College of Medical Genetics. * Mutacéo ainda ndo descrita em banco de dados.
P = pacientes de Papanduva-SC (n = 35); B = pacientes de Bom Despacho-MG (n = 88).
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Quadro 10 Caracteristicas das mutac@es identificadas em pacientes de Papanduva-SC e Bom Despacho-MG.

Exon Variante Variante Predicdo Classificacdo  N° de pacientes
nucleotidica aminoacidica de acordo com a mutacéo
comaACMG  (Municipios)
PolyPhen2 Mutation Taster SIFT
6 928A>T* 310 Ile/Phe Benigna Polimorfismo Tolerada Provavelmente 1(P)
patogénica 0(B)
10 1413A>G 471Arg/Arg NA Polimorfismo Tolerada Benigna 6 (P)
5 (B)
12 1773C>T 591Asn/Asn NA Polimorfismo Tolerada Benigna 5(P)
2 (B)
13 1959T>C 653 Val/Val NA Polimorfismo Tolerada Benigna 0(P)
9(B)
15 2177C>T 726 Thr/lle Benigna Polimorfismo Patogénica Provavelmente 0(P)
patogénica 5(B)
15 2232A>G 744 Arg/Arg NA Polimorfismo Tolerada Benigna 1(P)
24 (B)

ACMG: American College of Medical Genetics. * Mutacao ainda ndo descrita em banco de dados.
P = pacientes de Papanduva-SC (n = 35); B = pacientes de Bom Despacho-MG (n = 88).
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Figura 31 Representacdo esquematica da localizagdo das mutacfes encontradas em cada exon do LDLR de pacientes
de Papanduva-SC e Bom Despacho-MG.
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A parte hachurada corresponde a regido que ndo sera traduzida (5’UTR e 3’UTR).
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5.2.5 Comparacdo entre pacientes com e sem HF de Papanduva-SC
e Bom Despacho-MG

A Tabela 7 apresenta a comparacéo entre os parametros lipidicos,
glicémicos, inflamatorios e de funcdo hepética e renal dos individuos
com e sem HF. Conforme esperado, os 53 individuos diagnosticados
com HF nas familias de Papanduva-SC e Bom Despacho-MG
apresentaram a media de CT significativamente maior que aqueles sem
o diagnostico de HF (p < 0,0001), o que culminou igualmente com
prevaléncia significativamente maior de individuos com CT elevado (p
= 0,0001). A concentracdo de LDL-c também esteve significativamente
mais elevada nos portadores de HF (p < 0.0001), sendo que apenas
individuos com HF apresentaram valores de LDL-c acima de 250
mg/dL. A prevaléncia de LDL-c 6timo ou limitrofe foi maior nos
individuos sem HF (p = 0,016 e 0,0004, respectivamente). Os individuos
com HF apresentaram ainda concentracbes mais elevadas de sd-LDL-c
(p = 0,0001) e triglicerideos (p = 0,048). A concentracdo de ndo-HDL-c
foi significativamente maior nos individuos com HF (p <00001), dessa
forma, a prevaléncia de ndo-HDL-c muito alto também foi maior nestes
individuos (p = 0,0001). Além disto, os individuos sem HF tiveram
maiores prevaléncisa de ndo-HDL-c 6timo ou desejavel (p = 0,0001 e
0,031, respectivamente). Apesar de as concentragdes de HDL-c estarem
significativamente diminuidas nos individuos com HF (p = 0,040), isso
ndo influenciou na diferenga de prevaléncias de HDL-c baixo (p =
0,085). Nao houve diferengas nas prevaléncias de hipertrigliceridemia e
hiperglicemia, e indicadores de funcdo hepética, renal e de inflamagéo
subclinica alterados entre individuos com e sem HF.
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Tabela 7 Caracteristicas bioguimicas dos membros estudados das familias de Papanduva-SC e de Bom Despacho-

MG de acordo com a presenca ou hdo de HF.

Parametro

Col. Total (mg/dL)

Col. Total Alto (> 240 mg/dL)

Col. Total Limitrofe (200-239 mg/dL)
HDL-c (mg/dL)

HDL-c baixo (< 40 mg/dL)
N&o-HDL-c (mg/dL)

N&o-HDL-c étimo (< 130 mg/dL)
N&o-HDL-c desejavel (130-159 mg/dL)
Nao-HDL-c alto (160-189 mg/dL)
N&o-HDL-c muito alto (=190 mg/dL)
LDL-c (mg/dL)

LDL-c (=330 mg/dL)

LDL-c (250-329 mg/dL)

LDL-c (190-249 mg/dL)

LDL-c (155-189 mg/dL)

LDL-c (130-154 mg/dL)

LDL-c (100-129 mg/dL)

LDL-c (< 100 mg/dL)

sd-LDL-c (mg/dL)

Geral Com HF Sem HF p

(n=123) (n =53; 43,1%) (n =70; 56,9%0)
2249773 278,9 £ 84,2 184,0+ 36 <0,0001
37 (30,1%) 33 (62,3%) 4 (5,7%) 0,0001
26 (21,1%) 10 (18,9%) 16 (22,8%) 0,659
49,6 + 13,6 46,7+12,6 51,8+14,1 0,040
29 (23,6%) 17 (32,1%) 12 (17,1%) 0,085
175,3+80,2 232,1+£87,9 132,2 + 34,7 <0,0001
40 (32,5%) 5 (9,4%) 35 (50%) 0,0001
28 (22,8%) 7 (13,2%) 21 (30%) 0,031
17 (13,8%) 7 (13,2%) 10 (14,3%) 1,000
38 (30,9%) 34 (64,1%) 4 (5,7%) 0,0001
1172+ 74,6 219,1+£79,9 124,0+ 32,8 <0,0001

4 (3,2%) 4 (7,5%) 0% 0,032
16 (13,0%) 16 (30,2%) 0% 0,0001
15 (12,2%) 12 (22,6%) 3 (4,3%) 0,004
17 (13,8%) 9 (17%) 8 (10,9%) 0,434
22 (17,9%) 4 (7,5%) 18 (25,7%) 0,009
28 (22,8%) 4 (7,5%) 24 (34,3%) 0,0004
21 (17,1%) 4 (7,5%) 17 (24,3%) 0,016
103,7 £69,7 147,1 £78,7 70,8 £37,1 <0,0001




Tabela 7 Continuacdo
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Parametro

Triglicerideos (mg/dL)

TG Limitrofe (150-200 mg/dL)
TG Alto (201-499 mg/dL)

TG muito alto (> 500 mg/dL)
Glicose (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

AST (U/L)

ALT (U/L)

Uréia (mg/dL)

PCR-as (mg/L)

Geral Com HF Sem HF p
(n=123) (n =53; 43,1%) (n =70; 56,9%0)

100,1+ 55,3 111,4 +58,1 91,6 +51,9 0,048
12 (9,7%) 7 (13,2%) 5 (7,1%) 0,359
8 (6,5%) 5 (9,4%) 3 (4,3%) 0,288

0 0 0 -
83,3+17,6 82,2+ 13,6 84,1+20,1 0,540
0,609 + 0,288 0,586 + 0,292 0,626 + 0,285 0,453
30,9+148 31,6 £15,7 30,4+14,1 0,661
30,1+18,7 29,4+ 149 30,6 +£21,2 0,723
28,7+81 28,8+6,3 28,7+9,2 0,919
41+70 3,83+6,7 44+772 0,652
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De forma geral, ndo foram observadas diferencas de peso,
obesidade abdominal, hipertensdo e esteatose entre individuos com e
sem HF de Papanduva-SC e Bom Despacho-MG (Tabela 8). O
percentual de individuos com xantomas, arco corneal e placas
aterosclerdtica foi significativamente maior nos individuos com HF
guando comparados aos individuos sem HF (p = 0,0001; 0,0009 e 0,014,
respectivamente). Ressalta-se que nenhum individuo sem HF apresentou
Xantomas ou arco corneal.

Cerca de 50% dos individuos com HF utilizava medicacédo
hipolipemiante, versus 5,7% dos individuos sem HF (p = 0,0001). O
percentual de individuos com  conhecimento  sobre ter
hipercolesterolemia também era significativamente maior nos
individuos com HF (p = 0,0001). Os individuos sem HF tinham em
média 7,8 + 4,1 anos de educacdo formal, versus 6,3 + 4,2 anos dos
portadores de HF (p = 0,048). N&o houve diferencas nas prevaléncias
relacionadas com sedentarismo, ansiedade ou depressao (Tabela 9).

A avaliacdo nutricional dos individuos que participaram deste
estudo, dos municipios de Papanduva-SC e Bom Despacho-MG, néo
apresentou diferencas significativas nos padrGes alimentares dos
pacientes diagnosticados com e sem HF. A Tabela 10 apresenta as
médias dos principais parametros nutricionais avaliados.
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Tabela 8 Caracteristicas clinicas dos membros estudados das familias de Papanduva-SC e de Bom Despacho-MG de
acordo com a presenca ou nao de HF.

Parametros Geral (n=123) ComHF (n=53; 43,1%) Sem HF (n = 70; 56,9%0) p
Idade (anos) 35,6 +19,7 39,1+21.4 33,0+20,1 0,089
Sobrepeso 27 (21,9%) 9 (17%) 18 (25,7%) 0,278
Obesidade 19 (15,4%) 8 (15,1%) 11 (15,7%) 1,000
CC normal 83 (68,6%) 38 (71,7%) 45 (66,2%) 0,439
CC derisco 22 (18,2%) 8 (15,1%) 14 (20,6%) 0,635
CC de alto risco 16 (13,2%) 7 (13,2%) 9 (13,2%) 1,000
Pré-hipertenséo 4 (3,2%) 2 (3,8%) 2 (2,8%) 1,000
Hipertenséo 50 (40,6%) 22 (41,5%) 28 (40,0%) 1,000
Xantomas 20 (16,3%) 20 (37,7%) 0 (0%) 0,0001
Arco corneal 8 (6,5%) 8 (15,1%) 0 (0%) 0,0009
Placa aterosclerética 34 (27,6%) 21 (39,6%) 13 (18,6%) 0,014
Esteatose 16 (13,2%) 8 (15,4%) 8 (11,6%) 0,595

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo e nimero e percentual. CC: circunferéncia da cintura.
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Tabela 9 Caracteristicas gerais dos membros estudados das familias de Papanduva-SC e de Bom Despacho-MG de
acordo com a presenca ou nao de HF.

Parametro Geral Com HF Sem HF p
(n=123) (n =53; 43,1%) (n =70; 56,9%)
Medicacao hipolipemiante 31 (25,3%) 27 (50,9%) 4 (5,7%) 0,0001
Conhecimento sobre hipercolesterolemia 55 (44,7%) 36 (67,9%) 19 (27,1%) 0,0001
Tabagistas 34 (27,6%) 13 (24,5%) 21 (30,0%) 0,546
Educacéo formal (anos) 72+42 6,3+4,2 78+4,1 0,048
Sedentérios 25 (20,3%) 9 (17,0%) 16 (22,8%) 0,500
Fisicamente ativos 23 (18,7%) 12 (22,6%) 11 (15,7%) 0,357
Ansiedade 48 (39,0%) 19 (35,8%) 29 (41,4%) 0,578
Tendéncia a ansiedade 27 (21,9%) 14 (26,4%) 13 (18,6%) 0,379
Depressdo 12 (9,7%) 6 (11,3%) 6 (8,6%) 0,760

Tendéncia a depressdo 24 (19,5%) 10 (18,9%) 14 (20%) 1,000




Tabela 10 Avaliacdo nutricional dos individuos de Papanduva-SC e de Bom Despacho-MG que participaram do

estudo.

Parametro Geral Com HF Sem HF p
(n=123) (n=53;43,1%) (n=70;56,9%)
Calorias totais (kcal) 2222,5 +2699,9 2475,3 £ 3916,3 2024,2 £1112,7 0,341
Proteinas Totais (g) 119,5 +487,7 185,3+ 7394 94,0 £ 69,4 0,305
Gorduras Totais (g) 58,8+ 754 61,9 + 34,24 56,4 + 43,7 0,285
Colesterol (mg) 209,3 +364,5 2240+ 2249 333,7£439,7 0,100
AGS (g) 19,9+ 17,7 18,7 + 18,8 20,9 +£16,9 0,493
AGPI (g) 17,3+ 39,6 21,7 £ 58,6 139+11,0 0,278
AGMI (g) 21,9+23,6 21,6 +28,5 22,2+19,1 0,935
AGS (%) 36,0+9,9 349+79 36,8+11,2 0,280
AGPI (%) 27,4+119 28,7+12,1 26,4+11,8 0,292
AGMI (%) 36,6 +8,5 36,4+7,0 36,7+9,5 0,821
Fibras (g) 98+75 13,0+£8,1 12,1+£7,0 0,457
Proteinas Totais (%) 18,7+8,0 17,0+9,1 18970 0,234
Carboidratos (%) 51,0+ 13,8 52,7+ 13,2 495+141 0,135
Gorduras (%) 30,2+ 11,2 30,3+9,8 316+12,2 0,673

AGS: Acidos graxos saturados; AGPI:

Acidos graxos poliinsaturados; AGMI: Acidos graxos monoinsaturados
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6 DISCUSSAO
6.1 DIFICULDADES NO DIAGNOSTICO DE HF

Muitas dificuldades no diagnostico preciso de HF podem ocorrer
com a utilizacdo de critérios tradicionais, como pardmetros clinicos e
bioguimicos (VAN AALST COHEN, 2006; IACOCCA; HEGELE,
2017). Além disto, as caracteristicas clinicas, especialmente os achados
fisicos, assumiram menos importancia diagndstica nos Gltimos tempos.
As mudancas no estilo de vida — incluindo dieta e exercicio fisico,
juntamente com o uso generalizado de terapias hipolipemiantes —,
alteraram a apresentacdo “classica" de HF. Os achados fisicos de
xantomas e arco corneal, que tem peso nos critérios de diagnostico, sdo
encontrados muito menos frequentemente hoje do que hd 20 anos
(IACOCCA; HEGELE, 2017). Potencialmente, as melhorias na dieta,
estilo de vida e uso de medicamentos também retardaram ou atenuaram
o0 desenvolvimento de DCV em portadores de HF. Assim, o historico
familiar, que também exerce influéncia no diagnéstico, pode ndo ser
confiavel ou ndo identifichvel em certas familias (IACOCCA;
HEGELE, 2017). Dessa forma, um diagndstico "definitivo" de HF por
critérios atuais esta cada vez mais dependente da identificacdo de uma
variante de DNA causal. Nesse sentido, h4 necessidade de ferramentas
de diagnéstico simples, como a andlise genética de toda a regido
codificadora do gene LDLR, o gene mais frequentemente relacionado
com a HF (VAN AALST COHEN, 2006; IACOCCA; HEGELE, 2017).
A crescente proeminéncia do diagnostico molecular também tem
implicacBes para o desenvolvimento de medicamentos. Em relacdo a
triagem genética, considerada padrdo ouro, a grande dificuldade para
gue seja realizada em grande escala, estd na necessidade de um
laboratério de genética molecular de alta qualidade e com pessoal
qualificado em andlise e interpretacdo dos resultados de DNA
(SANTOS; FRAUCHES; CHACRA, 2015; MEHTA et al, 2016).

Neste estudo, descrevemos um método simples e rapido para o
diagnostico de HF através da genotipagem do LDLR. A estratégia de
genotipagem descrita apresenta sensibilidade para a identificacdo das
mutacOes causadoras de HF, o que possibilita o diagnéstico molecular e
pode contribuir com o aumento da identificacio do espectro de
mutacdes do LDLR. O método possui especificidade, pois permite a
amplificacdo dos seguimentos de DNA pretendidos, sem a presenca de
subprodutos que podem interferir na analise. O presente método possui
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viabilidade de execucéo, pois utiliza técnicas simples e disponiveis em
laboratérios de pesquisa e de menor porte, incluindo em paises em
desenvolvimento. O método permite a genotipagem do LDLR utilizando
apenas 200 uL de sangue total. Além disto, apesar de melhores
resultados terem sido obtidos com sangue, € possivel a utilizacdo de
amostras da mucosa bucal coletadas através de swab, o que facilita a
execugdo do teste em criancas, em locais distantes dos centros de
pesquisa e com dificuldade de refrigeracdo ou transporte de amostras de
sangue.

Além da dificuldade em relacdo ao método de diagnostico, clinico
ou genético, ocorre também dificuldade em triar e/ou rastrear 0s
individuos com a doenca. Nenhum pais implementou ainda um
programa de triagem universal, e este continua a ser um tema
controverso devido a problemas de custo e recursos, questbes de
interpretacdo e possiveis prejuizos para a populagdo pelo alto niamero de
"falsos positivos™ identificados (LANGSLET; OSE, 2013). Entretanto,
ha evidéncias favorecendo uma triagem geral da populacdo devido as
baixas taxas de deteccdo de programas seletivos de triagem
(LANGSLET; OSE, 2013).

A analise de segregacdo familiar utilizando procedimentos
clinicos, bioquimicos e moleculares é uma préatica preventiva comum no
estudo de pacientes com doencas hereditarias para identificar outro
membro familiar afetado, facilitar o tratamento, quando for possivel, e
fornecer aconselhamento genético. Um grupo de doengas hereditérias,
no qual a HF esta incluida, preenche os requisitos para ser incorporado
em programas de rastreio de larga escala, também chamado de
rastreamento em cascata (VACA et al, 2011). Especialistas concordam
gue o rastreio em cascata deve ser implementado, entretanto, ndo ha
consenso sobre o tipo de programa de triagem em cascata mais
adequado. Os programas atuais sdo avaliados criticamente para verificar
a eficécia, taxas de falso positivo/negativo, cobertura e custo-efetividade
(SANTOS; FRAUCHES; CHACRA, 2015).

Os programas de rastreamento em cascata custo-efetivos precisam
de investimento em infra-estrutura. Mesmo o programa mais basico
requer pessoal treinado e capacitado para identificar casos indices,
realizar rastreamento familiar, realizar testes, avaliar e analisar 0s
resultados. Isso impede que muitas clinicas e hospitais conduzam o
rastreamento em cascata, pois 0 corpo técnico ja esta sobrecarregado e
pessoal adicional deve ser contratado especificamente para essa tarefa
(SANTOS; FRAUCHES; CHACRA, 2015). Infelizmente, devido a
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extensa infra-estrutura necessaria para uma triagem genética em cascata,
existem apenas alguns desses programas nos paises desenvolvidos e
apenas dois na América do Sul, sendo um no Uruguai e outro no Brasil
(SANTOS; FRAUCHES; CHACRA, 2015; MEHTA et al, 2016).

Ambas as abordagens de rastreio, genéticas ou fenotipicas,
requerem experiéncia e conhecimento para realizar desde o contato
telefonico até aconselhamento as familias. Além disto, um banco de
dados de HF é necessario para permitir a documentagdo de arvores
genealdgicas, status de triagem e resultados dos casos indices e
membros da familia (SANTOS; FRAUCHES; CHACRA, 2015).

Em nosso estudo, que ndo faz parte de um programa nacional de
rastreio, realizamos o0 rastreamento em cascata envolvendo,
inicialmente, 210 individuos de duas familias distintas, em diferentes
municipios brasileiros, Papanduva-SC e Bom Despacho-MG. Todos os
individuos que participaram do estudo foram contatados pelas equipes
dos servigos de saude da regido onde vivem ou, pelos préprios parentes
gue ja estavam participando do estudo. Muitos parentes ndo foram
contatados por residirem em regides distantes, ndo poderem comparecer
nos dias previstos para as coletas e entrevistas. Outros parentes optaram
por ndo participar do estudo por falta de informacgéo sobre a severidade
da doenca ou medo do resultado.

Além da dificuldade em contatar os parentes, foram excluidos do
estudo 87 individuos que ndo cumpriram todos 0s requisitos necessarios,
sendo a falta de preenchimento de questionarios para o conhecimento de
historico clinico, familiar e estruturagdo do heredograma (70
individuos), o principal motivo da exclusdo desses individuos. E
possivel que, se houvesse uma equipe com mais profissionais capazes de
realizar a busca ativa desses individuos, o nimero de excluidos seria
menor.

A identificacdo inicial de casos indice é essencial para qualquer
tipo de programa de rastreio em cascata. Enquanto casos indice podem
ser identificados em hospitais e clinicas, ainda é limitado alcancar a
populacdo como um todo. H& certa perda na triagem de membros da
familia que se encontram fora da &rea de triagem. Assim, quanto maior a
area selecionada, maior a chance de sucesso (HARDCASTLE et al,
2014; SANTOS; FRAUCHES; CHACRA, 2015). O método escolhido
para contato (direto, através de contato telefénico ou cartas das clinicas;
ou indireto, mediado por pacientes que transmitem cartas/informagdes
das clinicas) mostrou afetar drasticamente o sucesso dos programas de
triagem em cascata, com taxas de "sem resposta” de até 60% com o
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contato indireto e 10% com contato direto (MARKS et al, 2006;
HALLOWELL et al, 2011; HARDCASTLE et al, 2014; SANTOS;
FRAUCHES; CHACRA, 2015). O tipo de contato levanta uma série de
dilemas éticos. Por exemplo, maximizar a utilidade do rastreamento em
cascata, em vez de respeitar a privacidade dos probandos e parentes e
prevenir danos psicolégicos, prejudicando o direito dos familiares de
ndo conhecer informacgdes (HALLOWELL et al, 2011; HARDCASTLE
et al, 2014). Além disto, o contato direto é dependente de o caso indice
revelar detalhes de contato da familia, 0 que pode levantar questdes
sobre confidencialidade para alguns individuos. Finalmente, o contato
indireto pode ser uma opgdo mais econdmica, pois economiza
treinamento e emprego de pessoal especializado para rastrear e contatar
parentes (HALLOWELL et al, 2011; HARDCASTLE et al, 2014).

6.2 RASTREAMENTO EM CASCATA DE FAMILIAS
BRASILEIRAS

No presente estudo, apresentamos os resultados do rastreamento
em cascata envolvendo 123 individuos de duas familias brasileiras. Para
a saude publica, o rastreamento em cascata ajuda a reduzir os eventos
e/ou mortes cardiovasculares através da identificacdo precoce de
criangas, adolescentes e jovens adultos que poderiam ser beneficiados
por tratamento, bem como membros da familia que desconhecem
possuir altos valores de LDL-c, pois permanecem assintomaticos
(SANTOS; FRAUCHES; CHACRA, 2015). O fato de a HF ser uma
doenca comum, assintomatica, que apresenta resultados adversos
importantes e é tratavel, sugere que o rastreio na infancia seria
apropriado (WATTS, 2016).

Na familia de Papanduva-SC, dos 35 participantes avaliados,
apenas sete apresentavam diagnostico clinico definitivo de HF. Dois
individuos apresentavam diagndstico provavel e 15 participantes tinham
diagndstico possivel. Sendo assim, apenas 11 individuos tiveram o risco
de HF descartado. Na familia de Bom Despacho-MG, dos 88
participantes, apenas 11 apresentaram diagnéstico clinico definitivo.
Diagnoéstico provavel foi observado em 18 individuos e possivel em 15.
Dessa forma, fica evidenciada a dificuldade em diagnosticar a HF
apenas envolvendo os sinais e sintomas clinicos e histérico familiar. O
método utilizado para realizar a genotipagem e identificar mutacdes
relacionadas com a doenga permitiu a confirmag&o do diagnostico de HF
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em 53 (43,1%) individuos, sendo, conforme esperado, superior ao
diagnosticado sem a genotipagem 18 (14,6%; p = 0,0001).

6.2.1 Rastreamento em cascata em Papanduva-SC

Na familia de Papanduva-SC, 35 membros foram avaliados, sendo
0 individuo mais jovem com 5 anos e 0 mais idoso com 89 anos. Quase
metade dos participantes (45,7%) revelaram ter histérico familiar de
DCV prematura e 74,3% relataram ter parentes com colesterol total
elevado; o conhecimento da presenca de sinais clinicos de HF em
parentes foi relatado por 60% dos participantes. Essas informagdes
foram extremamente Uteis para a confirmagdo do diagndstico,
entretanto, podem causar viés pois depende do conhecimento prévio
sobre seu historico familiar, que nem sempre existe e, desta forma, pode
gerar resultados falso positivo ou negativo. Por exemplo, os individuos
4 e 5 sdo irmaos e, assim, deveriam reportar as mesmas informacGes
sobre histérico familiar. Ocorre que todas as respostas de quatro
perguntas sobre o histérico familiar foram diferentes para os dois
individuos. Da mesma forma, os irmdos 8, 10, 11, 12, 13, 15 e 16,
apesar de apresentarem respostas semelhantes, ainda responderam
algumas questdes sobre histdrico familiar de forma diferente.

Nessa familia, apenas um individuo relatou ter DAC prematura e
nenhum teve doenca arterial cerebral ou periférica prematura. Por outro
lado, alguns individuos com HF confirmada apresentavam idade
elevada, como 77 e 89 anos, 0 que diverge do esperado para esses
pacientes. Os habitos de vida, bem como a possivel presenca de outras
mutacGes que favorecem o metabolismo de lipideos, podem estar
envolvidos com a longevidade desses pacientes.

A analise do perfil lipidico dessa familia mostrou que metade dos
individuos apresentavam CT e LDL-c elevado, o que aumenta a suspeita
de HF na familia. Apesar do percentual elevado, apenas 28,6%
apresentavam concentracdes séricas de LDL-c superior a 190 mg/dL, o
que seria sugestivo de HF. Esses percentuais divergem, embora nédo
significativamente (p = 0,611), dos 37,1% de pacientes diagnosticados
com HF apds a genotipagem, indicando novamente a fragilidade do
diagndstico quando apenas as caracteristicas bioquimicas e familiares
sdo consideradas. A baixa prevaléncia de hipertrigliceridemia na familia
(14,3%) pode ser indicativo de que a dieta, particularmente aquela rica
em carboidratos, ndo tem papel fundamental na dislipidemia desses
individuos. Além disto, como serd discutido adiante, ndo foram
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observadas diferencas significativas entre os parametros alimentares dos
individuos com e sem HF.

Curiosamente, nesta familia de Papanduva-SC, apenas oito
(22,8%) individuos reportaram ter realizado previamente a andlise
bioquimica sérica do perfil lipidico, sendo que sete apresentavam
dislipidemia e quatro a tratavam. Durante o estudo, outros oito
individuos foram diagnosticados com dislipidemia. A falta de
conhecimento sobre a condicdo e tratamento adequado e precoce
implica mais riscos para esses pacientes. Considerando o potencial
controle da progressdo da aterosclerose, especialmente em pacientes
jovens, o ftratamento precoce pode impactar substancialmente na
prevencdo de DCV e na reducdo da morbidade e mortalidade, entretanto,
depende do diagndstico (HARADA-SHIBA et al, 2012; BRAUTBAR,
2015).

O caso indice da familia de Papanduva-SC (individuo 8) tinha
conhecimento sobre ter dislipidemia e estava em tratamento com
hipolipemiante, apesar disso, ainda apresentava concentragdes de LDL-c
de 281 mg/dL e cerca de 58% das particulas de LDL eram pequenas e
densa, 0 que aumenta sua aterogenicidade. A paciente apresentava
blogueio de cerca de 30% na artéria carotida esquerda e comorbidades
como hipertensdo arterial. A realizacdo da genotipagem permitiu a
identificacdo das mutacGes 666C>A; 1413A>G e 1773C>T, que foram
pesquisadas nos parentes. Para otimizar o custo-beneficio do
rastreamento, os individuos que ndo tinham lagos consanguineos com o
caso indice e/ou ndo apresentavam nenhum indicio clinico de possuir
HF ndo foram genotipados. Da mesma forma, optou-se por genotipar
individuos jovens que apresentavam algum indicio de HF, mas que
devido a idade poderiam ndo estar apresentando ainda sinais clinicos.

A presenca da mutacdo 666C>A confirmou o diagnéstico de HF na
filha do caso indice (#21), em dois irmaos (#12 e #15), dois tios (#4 e
#5) e um primo (#18).

Trocas na primeira posicdo do codon tendem a especificar
amiodcidos similares (sendo o mesmo). Codons com pirimidinas na 22
posicdo codificam, em geral, aminoacidos hidrofébicos (Phe; Leu; lle;
Val; Ala; Pro). Codons com purinas na 22 posicdo codificam, em geral,
aminoacidos polares (Asn; Gln; Cys; Tyr) ou carregados (Asp; Glu;
Lys; Arg). A substituicdo de um aminoacido hidrofébico por um
polar/carregado ou vice-versa, pode alterar a conformacdo da proteina
afetando sua funcdo. Em geral, qualquer mudanc¢a desse tipo no sitio
ativo de uma enzima provoca um decréscimo em sua atividade
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enzimatica. Por outro lado, mutacGes pontuais na terceira posi¢do do
codon sdo fenotipicamente silenciosas, ou seja, 0 cddon mutado
especifica 0 mesmo aminoacido que o tipo selvagem (VOET; VOET,
2013).

A mutacdo 666C>A, encontrada no exon 4, corresponde a
substituicdo do nucleotideo C pelo A na posicdo 666 do LDLR,
modificando o cédon TGC, correspondente ao aminoacido cisteina na
posicdo 222 da cadeia proteica, pelo codon TGA, que traduz um codon
de terminagdo. A cisteina exerce importante papel na formacdo das
pontes dissulfeto no LDL-R e sua presenca define a conformacgéo e
funcionalidade do receptor (TATISHCHEVA et al, 2001). Essa mutacgao
foi descrita pela primeira vez na Holanda e culmina com a producéo de
um peptideo truncado, ou seja, a proteina, que é o receptor de LDL, ndo
é sintetizada corretamente (LOMBARDI et al, 2000). A mutacéo ja foi
identificada em individuos japoneses (MIYAKE et al, 2009) e poloneses
(CHMARA et al, 2010). No presente estudo, a familia na qual a
mutacdo foi identificada reporta ter origem polonesa e ucraniana. As
ferramentas de predigdo utilizadas para a andlise in silico indicaram que
esta mutacdo é patogénica e apresenta baixa prevaléncia de 8,42°¢ (<
1:100.000). Conforme descrito por Lombardi et al (2000), essa mutagédo
pode ser identificada por andlise com a enzima de restricdo Pstl e
primers especificos que introduzem um sitio de restricdo que, para o
rastreamento em cascata, facilita e diminui ainda mais os custos e o
tempo de andlise. O exon 4, onde essa mutacao se encontra, corresponde
a regido do LDLR com maior nimero de mutacdes e codifica uma parte
importante do dominio de ligacdo da proteina LDLR. Portanto, as
mutacles nesse exon, com frequéncia, causam disfuncdo do LDL-R
(TATISHCHEVA et al, 2001). A realizacdo da analise in silico e o
conhecimento das caracteristicas de cada mutacdo é importante para
entender a patogenicidade ou ndo da mutacdo, além de permitir a
escolha do tratamento adequado a fim de garantir o sucesso da terapia
medicamentosa.

Além disto, no presente estudo foram identificados dois
polimorfismos com alta prevaléncia em todo o mundo: 1413A>G e
1773C>T. O polimosfismo 1413A>G também foi identificado nos tios e
irmédos do caso indice (individuos 4, 5, 10, 12 e 15). Da mesma forma, o
1773C>T foi identificado nos irméos e num primo (individuos 11, 12,
15 e 18) do caso indice.

No exon 10, o polimorfismo 1413A>G corresponde a substituicdo
do nucleotideo A por G na posicao 1413 do LDLR, modificando o cddon
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AGA na posicdo 471 da cadeia proteica pelo cédon AGG, porém,
ambos codificam o aminoécido arginina. Esse polimorfismo silencioso
foi identificado pela primeira vez em caucasianos do sul da Africa
(WARNICH et al, 1992) e, posteriormente, na Rdssia em 2001
(TATISHCHEVA et al, 2001). O alelo possui uma prevaléncia de mais
de 50%, sendo, portanto, benigno (TATISHCHEVA et al, 2001).

No exon 12, o polimorfismo 1773C>T corresponde a substituicdo
do nucleotideo C por T na posi¢do 1773 do LDLR, modificando o cédon
AAC na posi¢do 591 da cadeia proteica pelo cddon AAT, ambos
codificam o aminoécido asparagina. Apesar de ser também um
polimorfismo silencioso, concentra¢bes mais elevadas de LDL-c foram
descritas nos portadores do polimorfismo quando comparadas aquelas
de individuos sem o polimorfismo (BORIGHT et al, 1998). O
polimorfismo j& foi identificado na Russia (ZAKHAROVA et al, 2001)
e no Marrocos (MESSAL et al, 2003).

Os polimorfismos 1413A>G e 1773C>T ndo culminam com
mudancas de aminoacidos. Assim, sdo denominados polimorfismo do
tipo silencioso e, a principio, ndo se espera que afetem a sintese proteica
do receptor de LDL. No entanto, embora raras, ja foram detectadas
alteragdes silenciosas capazes de alterar o fendtipo, na medida em que,
apesar de ndo ocorrer alteragdo no aminoacido expresso naquela
posi¢do, originou-se alteracdo no local de “splicing”, alterando a
proteina sintetizada (BOURBON et al, 2007; ZHU et al, 2007;
DEFESCHE et al, 2008). Zhu e colaboradores (2007) demonstraram que
o0 polimorfismo 1773C>T pode modular a eficiéncia do splicing do exon
12 do LDLR in vitro e esta associado com a diminuicdo do splicing in
vivo e bem como com aumento do CT e LDL-c, que pode chegar a 10%
em mulheres na pré-menopausa. Embora pouco modesto por si s@, esse
aumento pode modular a suceptibilidade a doenca aterosclerotica,
especialmente em combinacdo com outros fatores moduladores do
colesterol (ZHU et al, 2007).

Além de poder afetar o splicing, as mutacGes neutras podem ser
biomarcadores genéticos adequados, uma vez que podem rastrear sua
heranga nas geragdes sucessivas, promovendo, portanto, possibilidades
de estudar a ligacdo entre si e/ou em associacdo com mutacdes
conhecidas (TATISHCHEVA et al, 2001). No presente estudo, esses
polimorfismos silenciosos foram acompanhados por mutacdes que
alteraram a proteina, por isso, é dificil afirmar se estdo envolvidos com a
HF. De qualquer forma, a andlise in silico das mutacGes 1413A>G e
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1773C>T as classificou como benignas e com prevaléncias de 62,6% e
37,8%, respectivamente.

Curiosamente, o polimorfismo 1773C>T foi associado com o
aumento das concentracdes do fator de coagulacdo VIII. Mesmo apds
um modelo de regressdo ajustado para os principais determinantes da
variabilidade do Fator VIII (sexo, idade, IMC, tabagismo, hipertenséo,
diabetes, LDL-c, HDL-c, TG, TFG estimada e PCR-as), a presenca do
alelo T permaneceu como um preditor significativo de Fator VIII
(MARTINELLI et al, 2010). Por outro lado, ndo foi encontrada
associacdo significativa com as varidveis lipidicas, tanto na populagéo
estudada quanto nos individuos sem terapia hipolipemiante. Consistente
com as altas concentragdes de Fator VIII, os portadores do alelo T
estavam mais representados dentre os pacientes com DAC no estudo.
Assim, esse polimorfismo pode estar relacionado com DCV
independentemente dos lipideos plasmaticos (MARTINELLI et al,
2010).

Uma irmd do caso indice com possivel diagnostico clinico de HF
(individuo 10) apresentou apenas a mutacdo 1413A>G. Considerando
gue essa € uma mutacao silenciosa e que a paciente apresentou placas
aterosclerdticas, outros exons do LDLR foram genotipados e a mutagdo
919G>A foi encontrada. A mutacdo 919G>A confirmou o diagnostico
de HF nesse individuo e foi também encontrada nos tios e num irméo do
caso indice (individuos 4, 5 e 15). A mutacdo 919G>A corresponde a
substituicdo do nucleotideo G pelo A na posicdo 919 do LDLR,
modificando o cdédon GAT, correspondente ao aspartato, para AAT,
correspondente a asparagina, na posicdo 307 da cadeia proteica. A
andlise in silico apresentou essa mutagdo como sendo “provavelmente
patogénica”. Ela foi descrita pela primeira vez na Republica Tcheca
(DUSKOVA et al, 2011).

Durante o sequenciamento do exon 6, também foi identificada a
mutacdo 901G>A nos individuos 4 e 5. A mutacdo 901G>A, culmina
com a substituicdo do cédon GAC por AAC e, assim, modificando o
aminoacido aspartato por asparagina na posicdo 301 da cadeia proteica.
A posicdo 301 é o primeiro residuo de uma sequéncia consenso
altamente conservada de aminoacidos carregados negativamente e,
assim, a substituicdo de um aminoacido negativamente carregado por
um neutro pode afetar a conformacéo do receptor (MAVROIDIS et al,
1997). A andlise utilizando as ferramentas de predi¢do classificaram
essa mutacdo como patogénica, entretanto, ela néo foi descrita em outras
populacdes até 0 momento. Como no presente estudo a mutagdo foi
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identificada em apenas dois individuos, os quais também possuem
outras mutacgdes, ainda ndo é possivel determinar com precisdo quais sao
os efeitos de cada mutagdo no fendtipo do individuo. Assim, estudos
funcionais com fibroblastos para avaliar a capacidade de transporte de
LDL ou estudos populacionais sdo necessarios para demonstrar
definitivamente a patogenicidade do conjunto de mutagdes. Na mesma
posicdo ja foram descritas previamente mutacdes patogénicas
envolvendo os aminoécidos alanina (D301A) no Reino Unido (WEBB
et al, 1996), glicina na Grécia (MAVROIDIS et al, 1997) e tirosina
(D301Y) no Japéo (YU et al, 2002).

Nesta familia de Papanduva-SC a presenca de um casamento
consanguineo entre os individuos 16 e 17 aumenta a chance de seus
descendentes serem portadores homozigdticos de HF. Entretanto, esses
individuos e seus descendentes ndo apresentaram o diagnostico de HF.

O segundo caso indice da familia de Papanduva-SC (individuo 6)
apresentava 284 mg/dL de LDL-c e utilizava uma dose diaria de 40 mg
de sinvastatina. A paciente é hipertensa, tem sobrepeso e obesidade
abdominal e apresentava cerca de 33% de obstrucdo da artéria carotida
esquerda. Além disto, é portadora de sindrome metabolica, o que
aumenta seu risco cardiovascular devido a associacdo de fatores de
risco. Ela apresentava sinais clinicos de HF, como xantomas e arco
corneal. A genotipagem permitiu a identificacdo da mutagdo 632A>T,
gue confirma o diagndstico de HF. Essa mutacdo néo foi identificada em
nenhum parente. A mutacdo 632A>T, no exon 4, é responséavel pela
substitui¢do do nucleotideo A pela Timina (T) na posi¢ao 632 do LDLR,
modificando o c6don CAC, correspondente ao aminoacido histidina na
posicdo 211 da cadeia proteica, para o coédon CTC, que traduz o
aminodcido leucina. A substituicio de um aminoacido com
caracteristicas basicas por um aminoacido apolar, pode impactar na
conformacdo do LDL-R. As ferramentas de predicdo indicaram que essa
€ uma mutacdo patogénica, porém, ndao foram encontradas informagdes
referentes a prevaléncia. A mutacdo 632A>T foi reportada pela primeira
vez em criancas e adolescentes na Austria em 2007 (WIDHALM et al,
2007).

A mae do caso indice (individuo 2) possuia o diagndstico clinico
definitivo de HF, porém, apenas a mutacdo silenciosa 2232A>G foi
encontrada no LDLR. A variante 2232A>G corresponde a substitui¢do
do nucleotideo A pelo G na posigdo 2232 do LDLR, modificando o
cédon CGA por CGG na posicdo 744 da cadeia proteica. Ambos os
cdédons codificam o aminoécido arginina e, dessa forma, ndo é esperado



171

nenhum efeito no receptor de LDL. As ferramentas de predigdo
confirmaram se tratar de uma mutacdo benigna e de elevada prevaléncia
mundial (0,776 ou 77,6%).

Mutag8es genéticas podem néo ser encontradas em até 20-70% dos
individuos com diagnostico clinico positivo de HF. Pela analise do
desempenho dos trés principais critérios diagnosticos verificou-se que
os critérios DLCN identificaram 62% de individuos mutantes positivos;
Simon Broome identificou 52%; e os critérios MEDPED apenas 23%
(MEHTA et al, 2016). Nesse mesmo estudo, foi verificado que o LDL-c
> 170 mg/dL apresentou melhor sensibilidade e especificidade (99,5% e
97,5% respectivamente) para identificar os casos (MEHTA et al, 2016).

Um resultado negativo pode significar que as altas concentragdes
de colesterol do paciente ndo séo devidos a HF. O diagndstico clinico da
HF tem um forte obstaculo na distingdo entre pacientes com e sem HF,
pois existe uma ampla sobreposicdo entre os valores de colesterol dos
individuos (VAN AALST-COHEN et al, 2006; HARADA-SHIBA et al,
2012; HILGART; MERCER; THIRLAWAY, 2012; LANGSLET; OSE,
2013; NORDESTGAARD et al, 2013). De fato, o fen6tipo entre um
paciente com HF heterozig6tica e um paciente com colesterol elevado
devido ao estilo de vida é, na maioria das vezes, indistinguivel ap6s uma
determinada idade, pois a concentracdo de colesterol aumenta
naturalmente ao longo do tempo (STARR et al, 2008; SANTOS;
FRAUCHES; CHACRA, 2015). Quanto mais idoso o paciente &, torna-
se progressivamente mais dificil distinguir HF de ndo-HF, causando
maior nimero de falsos positivos (STARR et al, 2008; SANTOS;
FRAUCHES; CHACRA, 2015). As flutuacGes da concentracdo de
LDL-c durante a adolescéncia também sdo motivo de preocupacdo para
0s programas de triagem que utilizam apenas concentracbes de
colesterol, tendo em vista que as concentragfes nos meninos caem
durante a puberdade e aumentam a medida que a idade adulta se
aproxima, enquanto nas meninas, os valores de colesterol tendem a
aumentar na puberdade (DANIELS et al, 2008).

A falta de precisdo do teste de triagem também pode levar a
ineficiéncia do rastreio de HF. Se o teste for impreciso por causa de
baixa sensibilidade, baixa especificidade, ou ambos, as propor¢des de
"falso-positivo™ e "falso negativo” serdo altas, levando ao tratamento
desnecessario ou ndo realizado, respectivamente (VAN AALST-
COHEN et al, 2006; HILGART; MERCER; THIRLAWAY, 2012;
SANTOS; FRAUCHES; CHACRA, 2015).
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Quando o paciente apresentar fendtipo de HF mas ndo for
encontrada nenhuma mutacdo no LDLR é recomendada a andlise de
outros genes ja reconhecidos por estarem relacionados com a HF, como
0s genes APOB e PCSK9. O grande nimero de pacientes com HF
aparentemente monogénica, mas sem variantes atualmente conhecidas,
também sugere que outros genes, que ainda ndo foram identificados,
podem causar HF (BRAENNE et al, 2016). Além disto, analises de
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) podem ser
Uteis para a identificacdo de delecdes ou duplicacBes no gene, que ndo
sdo captadas pelo sequenciamento com o método de Sanger. A técnica
MLPA é baseada na analise dos picos que se referem ao nimero de
copias de paciente comparadas a amostra controle. Sdo utilizados pares
de sondas de tamanhos diferentes especificamente posicionadas nos
genes de forma uniforme, permitindo a amplificacdo somente das
sondas que se ligaram as regides alvo. Como o processo de amplificacdo
é exponencial, perdas ou ganhos de material genético serdo suficientes
para gerar um sinal diferente dagueles obtidos em amostras controle
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2009). No caso do individuo 2, por
exemplo, a analise por Next Generation Sequence (NGS) também néo
resultou na identificacio de nenhuma mutacdo. Independente da
presenca de mutacdo, o fen6tipo da paciente #2 é bastante severo e ela
deve ser tratada com a finalidade de reduzir seu risco cardiovascular.

Um estudo com individuos com resultados genéticos negativos
indicou que muitos participantes esperavam que o teste genético para
HF detectasse alguma mutacdo por causa de seu histérico familiar de
DCV e relataram sentir-se "aliviados" e/ou "desapontados™” em resposta
ao resultado negativo. Muitos participantes permaneceram incertos
sobre a verdadeira causa de seu colesterol elevado (HILGART;
MERCER; THIRLAWAY, 2012). A falta de um diagndstico preciso
pareceu dificultar que os participantes tivessem expectativas claras sobre
sua propria salde e cuidados com a saide de seus filhos (HILGART;
MERCER; THIRLAWAY, 2012). A maioria dos participantes
interpretou o resultado do teste genético negativo para HF como
significando que sua condigdo ndo era genética, e também expressou
incerteza sobre a causa de sua condicdo. No entanto, em resposta a essa
incerteza, alguns individuos se engajaram no processo de explorar
causas alternativas ao aumento do colesterol (HILGART; MERCER;
THIRLAWAY, 2012). Alguns participantes ainda atribuiram seu
colesterol elevado a genética ou a uma combinacdo de fatores genéticos
e de estilo de vida. Aqueles que estavam fortemente cientes de sua
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historia familiar estavam especialmente convencidos de haver algum
tipo de elo para explicar sua historia pessoal e familiar de colesterol
elevado e DCV. Ao identificar fatores causais que contribuiram para a
sua concentracdo elevada de colesterol, alguns participantes
conseguiram encontrar sentido na sua condicdo e risco de DCV,
independentemente do resultado inconclusivo do teste genético
(HILGART; MERCER; THIRLAWAY, 2012).

Em nosso estudo, curiosamente, o filho do caso indice 8 (individuo
22) e sobrinho do caso indice 6, que apresentava o diagndstico clinico
de HF, ndo apresentou nenhuma das mutagdes presentes na familia, mas
apresentou as mutacdes 862G>A (E288K) e 928A>T (I310F), que
também confirmam o diagnéstico de HF. A identificacdo dessas
mutacles foi algo inesperado considerando os achados na familia.
Destaca-se que em nosso estudo ndo foi realizado nenhum tipo de teste
para confirmacdo de paternidade e, portanto, esse fator ndo serd
discutido.

A mutacdo 862G>A, encontrada no exon 6, corresponde a troca do
nucleotideo G do cédon GAA pelo nucleotideo A (AAA), levando a
substituicdo do aminoacido &cido glutdmico na posicdo 288 da cadeia
proteica pelo aminoacido lisina. Essa mutacdo foi descrita pela primeira
vez na Alemanha (EBHARDT et al, 1999) e, posteriormente, também
na Holanda (FOUCHIER et al, 2001), Nova Zelandia (BUNN et al,
2002), Portugal (BOURBON et al, 2008), Espanha (ETXEBARRIA et
al, 2012) e Italia (BERTOLINI et al, 2013). A analise in silico indicou
que essa é uma mutacdo patogénica e possui prevaléncia de 3,296 (<
1:10.000). A patogenicidade da mutacdo foi confirmada por estudos
com fibroblastos e microscopia confocal e de intensidade de
fluorescéncia, as quais demonstraram que, apesar de a expressdo do
receptor da LDL néo estar reduzida, ha diminuicdo da ligacdo com a
LDL, bem como também diminuicdo na internalizacdo do complexo
receptor-ApoB-LDL (ETXEBARRIA et al, 2012).

Ainda no exon 6, a mutacdo 928A>T corresponde a substituicdo do
nucleotideo A por T na posicdo 928, levando a alteracdo do codon ATC
para TTC e consequente substituicdo do aminoécido isoleucina por
fenilalanina na posicdo 310 da cadeia proteica. Apesar de culminar com
a troca de aminoacidos, ambos apolares, as ferramentas de predicdo
indicaram que essa é uma mutacdo benigna. Entretanto, a muta¢do néo
foi descrita previamente, o que dificulta obter um diagndstico preciso
pelas ferramentas existentes. Estudos de co-segregacéo in vivo e estudos
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funcionais em fibroblastos sdo necessarios para confirmar a
patogenicidade da variante.

Na familia de Papanduva-SC, foi observada uma variedade de
mutacfes no LDLR, bem como uma variedade de fenétipos. A presenca
concomitante de diferentes mutacdes dificulta a comparacdo entre 0s
fendtipos. Alguns individuos, como o #13 e o #21, que possuem
diagnostico definitivo de HF, ndo apresentaram concentragfes de LDL-c
acentuadamente elevadas, que seria 0 esperado para portadores dessa
doenca. Além disto, também foi observada longevidade em alguns
individuos com o diagndstico de HF, como os individuos #4 e #5, que
aos 77 e 89 anos, respectivamente, apesar de apresentarem
concentragcbes elevadas de LDL-c, nunca tiveram eventos
cardiovasculares. Por outro lado, foi observado elevado percentual de
obstrucdo da artéria car6tida em individuos sem o diagnostico clinico
e/ou genético e com concentragdes de LDL-c moderadamente elevadas.
Outra diferenca identificada nos participantes de nosso estudo, é que
individuos com a mesma mutacdo, por exemplo os individuos #8, #12 e
#18 (666C>A), apesar de apresentarem concentracdes semelhantes de
LDL-c no momento da avaliacdo, apresentavam diferentes graus de
obstrucdo das cardtidas, sendo que o individuo #18 ndo apresentou
obstrugdo. Além disto, o individuo #8 apresentava xantomas visiveis e
palpaveis, enquanto o #12 e o #18, ndo. O individuo #8 estava em
tratamento com hipolipemiante oral e supfe-se que suas concentragdes
basais de LDL-c seriam superiores. Além do individuo #8, observou-se
gue outros individuos, mesmo em tratamento com hipolipemiantes orais,
permaneciam com concentracfes de LDL-c consideravelmente elevadas,
como nos casos dos individuos #15 (319 mg/dL) e #22 (410 mg/dL).

As associacdes entre o gendtipo e o fendtipo na HF sdo
extremamente importantes porque permitem uma estimativa clinica da
gravidade produzida pela mutacgéo e sua resposta ao tratamento e, assim,
abrem espaco para o diagndstico precoce de pacientes e seus parentes,
aconselhamento familiar e manejo ideal. Entretanto, existe uma
variabilidade muito grande no fenétipo clinico da HF, o que esta
parcialmente relacionado ao gene. Por exemplo, as concentracdes de
LDL-c nos portadores de mutacdo com ganho de funcéo na PCSK9 sdo
geralmente maiores em comparagdo aos portadores de mutagdes no
LDLR e APOB; por outro lado, mutagdes no gene LDLR causam, em
geral, fenétipo mais grave do que mutagBes na APOB, LDLRAP1 ou
com perda de funcdo da PCSK9. A variabilidade fenotipica também se
deve ao tipo de defeito genético, como por exemplo, mutacdes nonsense
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e missense, e outros fendmenos ndo completamente compreendidos
(FAHED et al, 2011; SJOUKE et al, 2016; IACOCCA; HEGELE, 2017;
HARTGERS et al, 2018). Em estudo envolvendo individuos portadores
de HF homozig6tica, observou-se que aqueles que ndo apresentavam
mutacdes no LDLR tinham fendtipo mais suave, refletido por
concentrages de LDL-c significativamente mais baixas. A prevaléncia
de doengas cardiacas e vasculares também foi menor nos individuos ndo
portadores da mutacdo no LDLR, mas ndo foi estatisticamente
significativa (FAHED et al, 2011). Os pacientes sem muta¢do no LDLR
também tiveram frequéncia significativamente menor de arco corneal,
que foi mais marcante do que a diferenca em xantomas, xantelasmas e
doencas cardiacas e vasculares. Essa diferenca marcante na frequéncia
do arco corneal pode ser simplesmente devido as concentragdes mais
baixas de LDL-c. No entanto, como ndo foi observada a mesma
diferenca nos demais indicadores clinicos, suspeita-se de uma
associacdo genética das mutacdes do LDLR com o arco corneal
(FAHED et al, 2011).

Houve grandes esforgos para determinar diferencas no fenotipo
entre pacientes portadores de mutacbes em diferentes loci do gene
LDLR; no entanto, a maioria desses foi mal sucedida (FAHED et al,
2011). Assim como no presente estudo, outros pesquisadores/autores
também observaram variabilidade clinica e bioquimica mesmo entre
individuos com a mesma mutacdo e na mesma familia. A variabilidade
pode ser devida a fatores ambientais e genéticos, como o genétipo de
numerosos polimorfismos em muitos locais que, individualmente,
modificam discretamente os valores sanguineos de CT e LDL-c
(VACA, 2011; BRAENNE et al, 2016).

Como o diagnostico da HF heterozigética € mais complicado que a
homozigdtica, e por ser muito mais prevalente em todo o mundo, a
maioria dos estudos envolve populacbes heterozigotas. Estudos
familiares em populagdes com HF homozig6tica poderiam produzir, no
entanto, melhor compreensao da doenca e permitir melhores associacGes
gendtipo-fendtipo (FAHED et al, 2011).

Em geral, a presenca de uma Unica mutacdo é identificada e
suficiente para confirmar o diagndstico genético de HF. E interessante
destacar que, nesta familia de Papanduva-SC, os individuos 4 e¢ 5
apresentaram trés variantes patogénicas, uma no exon 4 e duas no exon
6. Da mesma forma, o individuo 15 apresentou duas variantes
envolvendo os exons 4 e 6 e o individuo 22 apresentou duas variantes no
exon 6. A presenga de mutagdes distintas no mesmo gene caracteriza o
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individuo como heterozigoto composto, enquanto a presenca de
mutacbes em genes diferentes caracteriza um duplo heterozigoto
(SJOUKE et al, 2016; HARTGERS et al, 2018). Com excec¢do do
individuo 5, os outros trés individuos caracterizados no estudo como
heterozigotos compostos apresentaram concentraces de LDL-c maiores
que 300 mg/dL, valor superior a média da familia (257 mg/dL).

Os heterozigotos compostos ou duplo heterozigotos, em geral,
apresentam um fendtipo intermedidrio entre os heterozigotos e os
homozigotos (SJOUKE et al, 2016; AL-ALLAF et al, 2017
HARTGERS et al, 2018). Embora as consequéncias clinicas de
mutacOes heterozigotas e homozigotas em um dos genes que causam a
HF sejam descritas frequentemente, pouco se sabe sobre os fenétipos de
portadores duplos heterozigotos ou heterozigotos compostos. A grande
sobreposi¢do de fenotipos dentro do espectro de portadores de mutacdo
relacionadas & HF pode explicar a subnotificagdo dos heterozigotos
duplos ou compostos e sugere que este diagnostico é facilmente perdido
(SJOUKE et al, 2016). Existem relatos de que pacientes homozigotos ou
heterozigotos compostos para mutacbes no LDLR ou heterozigotos
duplos para LDLR e mutagdes no gene APOB tém valores mais altos de
LDL-c, xantomatose mais extensa e DAC prematura mais grave do que
heterozigotos simples (AL-ALLAF et al, 2017; HARTGERS et al,
2018). A questdo que permanece em discussdao é se um diagndstico
genético “em dobro” tém relevancia clinica quando os pacientes ja sdo
diagnosticados fenotipicamente e adequadamente tratados com terapia
hipolipemiante (SJOUKE et al, 2016). No entanto, ¢ de importancia
clinica perceber que essa populacio deve ser educada diferentemente em
relacdo a heranca, uma vez que a heranga de dois disturbios
monogénicos combinados difere daqueles de um dnico distarbio
monogénico, pois quatro gendtipos diferentes podem ser identificados
nos pais e filhos de um portador de mutacdo dupla (SJOUKE et al,
2016). Desta forma, a informacdo pode ser Gtil no aconselhamento
genético familiar em relacdo a prole de casamentos consanguineos.

6.2.2 Rastreamento em cascata em Bom Despacho-MG

Na familia de Bom Despacho-MG, 88 individuos foram avaliados,
sendo o individuo mais jovem com 5 anos e 0 mais idoso com 82 anos.

Mais da metade dos participantes (60,2%) revelaram ter historico
familiar de DCV prematura e quase todos (93,2%) relataram ter parentes
com CT elevado. Apesar da alta prevaléncia de dislipidemia na familia,
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a maioria dos participantes desconhecia a presenca de sinais clinicos de
HF em parentes, fato que foi relatado por apenas 9,1% dos participantes.
Assim como na familia de Papanduva-SC, foi observado que o0s
individuos desta familia de Bom Despacho-MG apresentaram respostas
distintas sobre seu histdrico familiar. A falta de conhecimento e a falta
de sinais clinicos dificultam o diagnéstico de HF quando a genotipagem
ndo é realizada.

A anélise do perfil lipidico desta familia de Bom Despacho-MG
mostrou que 52,3% dos individuos apresentavam CT elevado, enquanto
0 LDL-c esteve elevado em 65,9%. Apesar disso, apenas 30,7%
apresentavam concentragdes séricas de LDL-c sugestivas de HF. Esses
percentuais divergem dos 45,4% de pacientes diagnosticados com HF
apo6s a genotipagem, embora sem diferenca significativa (p = 0,062).
Apesar do alto indice de diagnostico de HF nessa familia, nenhum
individuo relatou ter DAC cerebral ou periférica prematura e, assim
como em Papanduva-SC, o0s pacientes atingiram uma idade
consideravelmente maior do que o esperado.

Nesta familia de Bom Despacho-MG, um percentual maior de
individuos (61,4%) reportou ter realizado previamente a analise
bioguimica do perfil lipidico. Apesar disso, 20 individuos que
apresentaram dislipidemia nunca haviam realizado a anlise sérica do
perfil lipidico, indicando desconhecimento sobre a gravidade da doenca
na familia. Cinco individuos que indicaram ter dislipidemia, mas
estavam em tratamento, ndo apresentaram valores alterados dos lipideos,
0 que, apesar de indicar que o tratamento esta sendo efetivo, também
dificulta o diagndstico de HF devido a auséncia de sinais e sintomas. Na
familia de Bom Despacho-MG, 34% dos individuos estavam em
tratamento com hipolipemiantes.

Em Bom Despacho-MG, um patriarca (individuo 36) foi o caso
indice, o que possibilitou o rastreamento de seus descendentes, bem
como de seus irmdos. O caso indice possui 75 anos de idade e, apesar de
estar em tratamento com hipolipemiante, apresentava concentracGes
séricas de 305 mg/dL de LDL-c, sendo que 93,4% corresponde a
particulas pequenas e densas. Apesar de nunca ter sofrido infarto ou
AVC, 71,6% da artéria carétida direita e 74,7% da artéria carétida
esquerda estavam obstruidas, indicando doenca aterosclerética avancada
e alto risco cardiovascular. O paciente apresentava, ainda, outras
comorbidades como hipertensdo, obesidade e obesidade abdominal.
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O caso indice possuia um diagnostico clinico provavel de HF, que
foi confirmado apds a genotipagem do LDLR, que permitiu a
identificacdo das mutagdes 670G>A, 862G>A, 919G>A e 2232A>C.

A mutacdo 670G>A, encontrada no exon 4, corresponde a troca do
nucleotideo G do cédon GAC pelo nucleotideo A (AAC), levando a
substituicdo do aminoacido aspartato na posicdo 224 da cadeia proteica
pelo aminodacido asparagina. A mutagao gera um receptor com menos de
2% de sua atividade normal e ja foi descrita anteriormente em
portugueses (HOBBS; BROWN; GOLDSTEIN, 1992) e canadenses
(WANG; BAN; HEGELE, 2005). Essa mutacdo &, provavelmente, a
mais importante identificada nesta familia de Bom Despacho-MG,
estando presente em 26 individuos genotipados, sendo eles os filhos e
netos do caso indice, e também em primos e sobrinhos de 2° e 3° graus
do caso indice.

A mutacdo 862G>A, também descrita em um individuo da familia
de Papanduva-SC, ndo teve prevaléncia tdo acentuada, sendo encontrada
apenas em uma filha e dois netos do caso indice.

A mutacdo 919G>A, também descrita anteriormente em alguns
membros da familia de Papanduva-SC, foi encontrada em 14 individuos
da familia de Bom Despacho-MG. Essa mutacdo também possui
importancia diagnéstica para os membros dessa familia pois, como ja
comentado, por apresentarem mutagdes em exons diferentes sdo
classificados como heterozigéticos compostos. Essa caracteristica pode
aumentar o risco cardiovascular dos portadores. E interessante notar que
essa mutacdo, além de estar presente nos membros com conexdo
sanguinea ao caso indice, também foi identificada nos individuos 30, 38,
80 e 87, 0 que pode indicar maior prevaléncia da mutagdo 919G>A em
familias brasileiras.

A mutacdo 2232A>G no exon 15, também descrita em um
individuo de Papanduva-SC, foi identificada em diversos individuos da
familia de Bom Despacho-MG, entretanto, por ser mutacgdo silenciosa,
ndo tem valor para diagnostico da HF.

Em Bom Despacho-MG, uma das filhas do caso indice (individuo
39), que ndo apresentou diagnostico clinico de HF, casou-se com o
individuo 38, que foi diagnosticado com a doenga e, além de apresentar
as mutacOes 670G>A e 919G>A, apresentou também as mutacdes
661G>A, 682G>A. Um dos filhos do casal (individuo 54) apresentou
trés mutacbes também encontradas no pai e uma no avd materno. E
importante ressaltar que a associacdo das mutacdes pode prejudicar
ainda mais o fendtipo do paciente e aumentar o seu risco cardiovascular.
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Além disto, a associacdo dificulta a determinacdo do papel de cada
mutacdo no fenotipo. Nesse caso, o individuo 54, assim como seu pai,
apresentou xantomas tendinosos, sinais caracteristicos de HF, apesar de
ambos apresentarem concentraces de LDL-c menores se comparadas a
irma (individuo 55) e ao av6 materno (individuo 36), que apresentavam
mutacles diferentes e maior concentracdo de LDL-c, porém ndo
apresentavam xantomas. Dessa forma, é razoavel supor que as mutagdes
presentes no individuo 38 estejam mais relacionadas com o surgimento
de xantomas, independente das concentragdes lipidicas.

A mutagdo 661G>A, encontrada no exon 4, culmina com a
substituicdo do codon GAC por AAC, modificando o aminoécido
aspartato por asparagina na posicao 221 da cadeia proteica. Desta forma,
ocorre a substituicdo de um aminoacido carregado negativamente e que
é importante para a atividade de ligacdo do ligante, por um aminoécido
fracamente bipolar. O codon 221 parece ser um ponto mutacional no
qual varias outras mutacdes patogénicas foram detectadas (EBHARDT
et al, 1999). A mutacdo ja foi identificada em ingleses (SUN; PATEL;
KNIGHT; SOUTAR, 1997) alemdes (EBHARDT et al, 1999), coreanos
(KIM et al, 2004), noruegueses (LEREN et al, 2004) e holandeses
(FOUCHIER; KASTELEIN; DEFESCHE, 2005).

A mutagdo 682G>A, também no exon 4, corresponde a troca do
cédon GAG por AAG, o que leva & substitui¢do do acido glutamico por
lisina na posi¢do 228 da cadeia proteica. Essa mutacdo origina a troca de
um aminoéacido basico por um aminodcido &cido, e essa mudanga
prejudica o transporte do receptor da LDL do reticulo endoplasmatico
para a superficie celular (LEITERSDORF et al, 1990). Essa variante foi
identificada pela primeira vez em franco-canadenses (LEITERSDORF
et al, 1990), mas também foi descrita em individuos de ascendéncia
italiana (HOBBS; BROWN; GOLDSTEIN, 1992; BERTOLINI, 2000),
mexicano-americana (HOBBS; BROWN; GOLDSTEIN, 1992), em
holandeses (PIMSTONE et al, 1997), chineses (PIMSTONE et al, 1998;
CHANG et al, 2003) e mexicanos (VACA et al, 2011). A mutacdo
682G>A resulta em uma proteina (LDL-R) com menos de 2% de
atividade normal em células cultivadas. MutacGes na extremidade 3' do
exon 4 do LDLR sdo causa comum de HF e alteracdes de base Unica
idénticas nessa regido curta, especialmente em dinucleotideos CG,
ocorrem em diferentes populaces. Assim, é pouco provavel que a
mutacdo tenha sido herdada de um ancestral comum (PIMSTONE et al,
1998).
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A mutacdo 1959T>C, encontrada no exon 13, corresponde a troca
do nucleotideo T do cédon GTT pelo nucleotideo C (GTC), ambos 0s
cédons codificam o aminoécido valina na posicdo 653 da cadeia
proteica. A mutacdo tem prevaléncia de 0,409 (40,9%) e ja foi descrita
no Marrocos (MESSAL et al, 2003), na Russia (KOMAROVA et al,
2013) e na Poldnia (SHARIFI et al, 2016).

No exon 15, a mutagdo 2177C>T corresponde a substituicdo do
nucleotideo C por T na posicdo 2177, levando a alteracdo do codon
ACC para ATC e consequente substituicdo do aminoacido treonina por
isoleucina na posicdo 726 da cadeia proteica. A mutacdo pode ser
identificada utilizando a enzima de restricdo Nsil. Apesar de a mutagéo
culminar com a troca de aminodcido, as ferramentas de predi¢do ndo séo
unanimes em prever sua patogenicidade. Entretanto, estudos com co-
segregacdo de individuos indicaram que é uma variante benigna, ou seja,
nao estaria relacionada com a HF (LOMBARDI et al, 1997; EBHARDT
et al, 1999). Além disto, a variante ja foi identificada em individuos
normocolesterolemicos (LOMBARDI et al, 1997). Por outro lado, na
presenca de outras mutacdes especificas (combo), a associacdo das
variantes pode ser patogénica (LOMBARDI et al, 1997; EBHARDT et
al, 1999; FAHED et al, 2011). Por exemplo, ha apenas 15-30% de
atividade do receptor de LDL quando a mutagdo 2177C>T esta
associada com a mutacdo 718G>A (E240K). Além disto, a presenca da
variante heterozigdtica C681X pode piorar o fendtipo clinico,
motivando o inicio precoce e aumentando a gravidade da doenca
(FAHED et al, 2011). A mutacdo foi descrita pela primeira vez em
franceses (HOBBS; BROWN; GOLDSTEIN, 1992; LOUX et al, 1992)
e, posteriormente, também em holandeses (LOMBARDI et al, 1995),
ingleses (DAY et al, 1997), alemdes (EBHARDT et al, 1999;
BRAENNE et al, 2016), noruegueses (LEREN et al, 2004), libaneses

(FAHED et al, 2011), mexicanos (VACA et al, 2011), italianos
(BERTOLINI et al, 2013) e poloneses (SHARIFI et al, 2016).

6.2.3 Mutacdes identificadas no Brasil e no mundo

A carga causada pela HF varia entre paises e grupos étnicos. As
principais informagdes existentes atualmente sobre a HF sdo
proveniente de estudos de coorte Europeus ou de paises com registros
nacionais. Na América Latina, a prevaléncia de HF é praticamente
desconhecida e ha falta de conscientizacdo publica em relacdo a HF
(MEHTA et al, 2016). Considerando a populacédo brasileira em torno de
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220 milhGes de habitantes, e a estimativa de prevaléncia de casos
heterozigotos de HF de 1/200 a 1/500 casos, existe a expectativa de
400.000 a 670.000 portadores de HF no pais, sendo menos de 1%
diagnosticados (JANNES et al, 2015).

Embora algumas das mutagdes aqui encontradas ja tenham sido
relatadas em outros paises, apenas uma das mutacdes (682G>A)
identificadas nas familias estudadas foi descrita em estudos realizados
no Brasil (JANNES et al, 2015; MOLFETTA et al, 2017). No entanto,
deve-se considerar que o Brasil € um pais multirracial e, assim, espera-
se que uma populacdo tdo heterogénea abrigue uma série de novas
mutacOes genéticas. Neste contexto, é importante notar que apenas
alguns estudos com HF no Brasil foram encontrados na literatura. Uma
recente revisdo sobre a HF na América Latina identificou apenas nove
estudos no Brasil, incluindo relatos de caso e estudos de coorte,
publicados entre 1992 e 2015 (MEHTA et al, 2016).

Os primeiros relatos de mutacgdes relacionadas com a HF no Brasil,
ocorreram na regido de S&o Paulo e reportaram origem libanesa, que
inicialmente era considerada a causa mais comum da doenca no Brasil
(JANNES et al, 2015). E provavel que, quanto maior o ndmero de
individuos triados em diferentes regides do pais, maior sera 0 nimero de
mutagBes identificadas. De acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), a populacdo do pais é composta
principalmente de descendentes de portugueses, africanos, espanhodis,
italianos, sirios, libaneses, alemaes e japoneses. Assim, mais estudos sdo
necessarios para comparar as mutagfes identificadas em nossa
populacdo com as desses paises e, entdo, entender a origem das
mutacOes (JANNES et al, 2015).

A delimitacdo das mutacdes no gene LDLR em uma populagéo
representa um pré-requisito para a implementacdo de testes genéticos
nacionais para HF. A estimativa de prevaléncia de mutacGes especificas,
bem como a compilacdo de uma base de dados de todas as mutagdes
causadoras de HF em um determinado pais, podem facilitar a selecdo da
abordagem de diagnéstico molecular mais apropriada (LOMBARDI et
al, 2000).

Com base nos resultados genéticos que confirmaram o diagndstico
de HF nos pacientes aqui descritos, ha necessidade de rastrear
geneticamente outras familias para o diagndstico precoce de HF,
possibilitando o tratamento adequado para prevenir a morbidade e
mortalidade por DCV prematura (WATTS et al, 2014; BRAUTBAR et
al, 2015).
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6.3 IMPACTOS DO DIAGNOSTICO DE HF

De fato, o impacto do diagndstico se estende além do paciente
afetado para varios parentes e em inimeras geracdes (BRAUTBAR et
al, 2015). Além da presenca ou auséncia de uma mutagdo no gene
LDLR, as diferencas no progndstico devido ao tipo de mutacdo também
podem influenciar a iniciacdo do tratamento hipolipemiante (VAN
AALST-COHEN et al, 2006). Definitivamente, existem situacdes nas
quais saber o genétipo pode afetar as decisdes de tratamento. Os
exemplos mais ébvios sdo os individuos HFHo, cujo curso de doenca e
necessidades de tratamento sdo dramaticamente diferentes daqueles com
HFHe. A confirmacdo de mutagBes que afetam ambos os alelos do
LDLR ou outro gene causador (homozigose simples ou heterozigose
composta) ou mutagdes dentro de dois genes diferentes (heterozigose
dupla) tem implicacGes para modalidades de tratamento especificas para
essas condicOes, como plasmaferese, mipomersen ou lomitapide. Além
disto, considerando que a PCSK9 se liga ao LDL-R e induz sua
degradacdo por endocitose impedindo a reciclagem para a superficie
celular, a inibicdo da PCSK9 com o anticorpo monoclonal reduz os
valores de LDL-c aumentando a quantidade de LDL-R na superficie dos
hepatdcitos, resultando em maior captacdo de particulas de LDL. Assim,
0 modo de acdo do anticorpo envolve LDLR, ApoB e PCSK9 (e
provavelmente outras proteinas, tais como o LDLRAP1, que interagem
com o LDLR), e mutacdes nos genes que codificam essas proteinas
poderiam afetar o efeito do tratamento (HARTGERS et al, 2018). A
pacientes com HFHo, dependendo do seu gendtipo: individuos com pelo
menos um alelo LDLR com funcéo residual prevista (ou seja, "defeito
do receptor") apresentaram reducéo de 25% de LDL-c com evolocumab,
enquanto individuos que apresentaram duas mutacdes LDLR nulas ndo
apresentaram resposta a esse tratamento (IACOCCA; HEGELE, 2017).

Além disto, conforme comentado anteriormente, nos pacientes
com HF, o tipo de mutagcdo prevé amplamente o grau de elevacdo de
LDL-c. Individuos com mutacGes heterozigéticas nos genes APOB ou
PCSK9, ou individuos com alta carga poligénica, em geral, podem ser
mais frequentemente gerenciados com estatina em monoterapia do que
individuos com mutacdes heterozigdticas de LDLR, que mais
frequentemente exigem terapia combinada. Além disto, dentre as
mutacles do LDLR, a elevagdo do LDL-c é maior nos individuos com
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mutacgdes de Copy Number Variation (CNV), nonsense e splicing do que
naqueles com mutagdes missense, indicando, novamente, a necessidade
de tratamento mais agressivo usando combinagfes ou novos tratamentos
bioldgicos, como inibidores da PCSK9 (IACOCCA; HEGELE, 2017). A
informacdo mutacional também pode ser importante para 0
aconselhamento genético. Um resultado de teste genético positivo pode
ter impacto positivo na atitude do paciente e do profissional de saude;
muitos pacientes acham a informacdo poderosa e motivadora,
especialmente porque muito pode ser feito para reduzir o
desenvolvimento de sinais clinicos e eventos cardiovasculares
(IACOCCA; HEGELE, 2017). Um estudo noruegués identificou em
seguimento de 6 meses apds o teste genético que 31,3% dos 146
familiares afetados relataram mudancas na dieta e 53,4% relataram
mudancas na terapia medicamentosa subsequente ao teste genético
(LEREN et al, 2004).

No contexto econdmico, o rastreio genético em cascata de parentes
de casos indice é mais facil e altamente custo-efetivo, uma vez que 50%
deles herdam a mutacdo (HOVINGH et al, 2013; NORDESTGAARD et
al, 2013; WATTS et al, 2014; WIEGMAN et al, 2015). Além disto, os
testes moleculares tém, praticamente, sensibilidade e especificidade de
100% para os parentes do primeiro grau do caso indice, enquanto o
diagnostico clinico de HF na pratica geral tem 46% de sensibilidade e
88% de especificidade (LEREN et al, 2008; WIEGMAN et al, 2015).

As avaliagOes econdmicas de salde mostraram que 0 custo por ano
de vida obtido para o rastreamento em cascata com base no DNA e na
terapia intensiva para HF é comparavel a outras estratégias de triagem,
como por exemplo, mamografia para cancer de mama (WONDERLING
et al, 2004; LEREN et al, 2008; ADEMI et al, 2013; PEARS et al,
2015; WIEGMAN et al, 2015). Na Holanda, 26 infartos do miocardio
foram evitados por cada 100 pessoas diagnosticadas e tratadas com
estatinas entre 18 e 60 anos. O custo anual de vida obtido (CAV) foi de
USD 8,700 (WONDERLING et al, 2004), enquanto o CAV para
prevencdo secundaria em individuos ndo portadores de FH foi estimado
em USD 13,300 (LEREN et al, 2008). Na Australia, para cada 100
pessoas testadas, houve ganho global de aproximadamente 25 anos de
vida e 29 anos de vida com qualidade ajustados (QALY), com indice de
custo-efetividade incrementado (ICE) em 4,155 AUD (USD 5,850) por
anos de vida salvos e AUD 3,565 (USD 5,093) por QALY ganhos
(ADEMI et al, 2013). Na Australia, uma intervencdo associada ao ICE
de 15,000 AUD por anos de vida ganho e AUD 45,000 para QALY ¢
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considerada rentavel (ADEMI et al, 2013). Um estudo do Reino Unido
estimou que o rastreamento em cascata baseado no DNA para identificar
e tratar parentes afetados tinha um ICE de £ 3,666 por QALY ganho,
bem abaixo do limiar da ICE para custo-efetividade (£ 20,000)
(NHERERA et al, 2011).

O principal responsavel pelo custo do rastreamento em cascata nao
é o teste de DNA, mas o tratamento (cerca de 80%) ao longo da vida Util
do parente identificado (MARANG-VAN DE MHEEN et al, 2002;
PEARS et al, 2015). Além disto, vale mencionar que a analise dos genes
associados a HF precisa ser realizada apenas uma vez na vida e o fato de
se procurar em parentes apenas a mutacao identificada no caso indice
reduz significativamente o custo da anélise (TADA et al, 2017).

6.4 PERSPECTIVAS PARA O DIAGNOSTICO DE HF

Durante os ultimos anos, métodos de alto rendimento baseados no
Next Generation Sequence (NGS) tornaram-se disponiveis para analises
de DNA (VANDROVCOVA et al, 2013; IACOCCA; HEGELE, 2017).
A maioria dos métodos NGS, independentemente da sua quimica de
sequenciamento, tem trés componentes principais: 1) fragmentacdo do
DNA de origem em milhdes de pequenos fragmentos aleatérios, que sdo
usadas para preparar bibliotecas de sequenciamento; 2) amplificacéo e
enriquecimento, geralmente imobilizando o DNA, o que agiliza centenas
de milhares de reagfes quimicas simultaneas e; 3) deteccdo dos sinais
dessa série macica de reacBes de sequenciamento (IACOCCA;
HEGELE, 2017). Dada a grande quantidade de dados gerados, é
fundamental ter um pipeline de bioinformatica integrado e validado, que
reine a leitura de milhdes de sequéncias de fragmentos pequenos
sobrepostos em uma série de grandes informagBes de sequéncia
contiguas. A sequéncia da amostra é entdo comparada com um banco de
dados de referéncia do genoma humano, gerando uma lista menor e
gerenciavel de variagbes na sequéncia. Utilizando novos critérios de
priorizagdo, variantes potencialmente patogénicas ou  causais
relacionadas ao fen6tipo de interesse (ou seja, HF) sdo retiradas dessa
lista e avaliadas, as vezes, manualmente (IACOCCA; HEGELE, 2017).
Estes métodos de NGS nédo s6 demonstraram sucesso na identificagéo de
novos genes relacionados a doenca, mas, ap6s a disponibilidade de
sequenciadores "de bancada" econ6micos, também se tornaram mais
facilmente aplicaveis ao sequenciamento direcionado para diagnostico.
A combinacdo de alto rendimento e a selecdo de alvos de DNA
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relativamente pequenos, permite que muitos genes e amostras sejam
processados simultaneamente, tornando-se uma solugdo atraente para o
processamento de grande nimero de amostra em um laboratério de
diagndstico de rotina. Além disto, o design flexivel desses ensaios
permite que a triagem molecular seja estendida a outros genes e
polimorfismos relevantes que ndo sdo cobertos por testes de rotina
(VANDROVCOVA et al, 2013; IACOCCA; HEGELE, 2017).
Acredita-se que no futuro essa tecnologia serd utilizada em laboratérios
de rotina, o que ira colaborar com o aumento no rastreamento de novos
casos da doenca e, consequentemente, com o aumento de individuos
tratados e com menor chance de eventos cardiovasculares. Enquanto os
custos e dificuldades de operagdo e pessoal qualificado impedem que a
técnica seja utilizada na rotina da maioria dos laboratérios, o
sequenciamento de Sanger continua sendo uma ferramenta viavel e com
resultados satisfatorios para o diagndstico de mutacoes.

6.5 RISCO CARDIOVASCULAR DE PACIENTES COM HF

A exposicdo as concentraces muito elevadas de LDL-c ao longo
da vida pode explicar o fato de que pacientes com HF apresentam alto
risco de DCV (KHERA et al, 2016; PANG, 2016; WONG et al, 2016;
PAQUETTE; BAASS, 2018). Em nosso estudo, conforme esperado, 0s
individuos diagnosticados com HF apresentaram concentracdes de CT,
LDL-c e ndo-HDL-c significativamente maior que aqueles sem o
diagnostico de HF (p < 0,0001), o que culminou com prevaléncia
significativamente maior de individuos com esses parametros elevados
(p = 0,0001). Observou-se ainda que, enquanto a maioria dos pacientes
com HF apresentava concentragdes de LDL-c acima de 155 mg/dL,
cerca de 85% dos pacientes sem HF apresentavam concentracoes
inferiores a esse valor. Além disto, apenas individuos com HF
apresentaram valores de LDL-c acima de 250 mg/dL.

Em relacdo a concentragdo de LDL-c e a presenca ou nao de
mutacBes relacionadas a HF, quando comparados a um grupo de
referéncia com LDL-c <130 mg/dL e sem mutagdo, os participantes com
LDL-c >190 mg/dL e sem mutagdo apresentaram risco 6 vezes maior
para DAC (OR 6,0; 1IC95% 5,2-6,9) enquanto aqueles com LDL-c >190
mg/dL e com mutag8o tiveram risco aumentado em 22 vezes (OR 22,3;
1IC95% 10,7-53,2) (KHERA et al, 2016). Apos ajuste para LDL-c, a
razdo de chance para DAC em portadores de alguma mutagdo
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relacionada a HF foi 4,2 [IC 95%; 1,9-10,4] e para individuos sem a
mutacéo foi 1,6 (1C 95%; 1,3-2,1) (KHERA et al, 2016).

Embora o risco cardiovascular em pacientes com HF seja
impulsionado principalmente pelo grau de elevacdo do LDL-c, o risco
de DAC na HF nédo se deve apenas ao LDL-c e a sua gravidade e
expressao clinica é variavel dentro da mesma familia, apesar de todos os
parentes carregarem o mesmo defeito genético (SHARIFI; RHAKIT;
HUMPHRIES; NAIR, 2016).

Apesar de os pacientes deste estudo ndo se reportarem portadores
de DCV, dentre os 53 individuos com diagndstico clinico e/ou
diagndstico genético definitivo de HF, 42 (79,2%) pacientes foram
reclassificados como em “muito alto risco cardiovascular”. A avaliagéo
ultrassonografica fornece evidéncias diretas de doenca vascular
prematura, mesmo na auséncia de sinais e sintomas da doenca. Nos
pacientes de Papanduva-SC, placas aterosclerdticas foram identificadas
em 15 individuos (42,8%), sendo nove (60,0%) com o diagnéstico de
HF confirmado. Em Bom Despacho-MG, 17 individuos (19,3%)
apresentaram placas ateroscleréticas, sendo 12 (70,6%) com diagndstico
de HF. Um estudo identificou que, dentre os pacientes com HF, os
individuos portadores de alelos nulos do LDL-R tiveram maiores
medidas da espessura da camada intima-média da car6tida (EIMC) do
gue aqueles com alelos defeituosos do LDL-R. A EIMC em pacientes
com HF pode ajudar a diferenciar pacientes com formas graves de HF,
com aterosclerose mais avangada e que estdo em maior risco de DCV
(SHARIFI; RHAKIT; HUMPHRIES; NAIR, 2016).

Em Papanduva-SC, 45,7% dos individuos relataram ter histérico
familiar de parentes de 1° grau portador de doenca vascular coronariana
prematura, enquanto em Bom Despacho, o nimero foi 60,2%. A histéria
familiar de um evento coronariano precoce em parentes de primeiro ou
segundo grau geralmente coloca o paciente em maior risco (SHARIFI;
RHAKIT; HUMPHRIES; NAIR, 2016).

Mesmo em pacientes com HF geneticamente confirmada, a idade
em gue ocorre a DCV varia de acordo com o ambiente, estilo de vida e
fatores genéticos que tém impacto na gravidade da doenga (PANG,
2016; WONG et al, 2016; PAQUETTE; BAASS, 2018). Embora nédo
haja davidas sobre a necessidade de inicio precoce da terapia em todos
os pacientes com HF, fatores de risco adicionais podem ajudar a
estratificar o risco de DCV em individuos com HF e poderia orientar a
intensidade do tratamento farmacol6gico (WONG et al, 2016;
PAQUETTE; BAASS, 2018).
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Em nosso estudo, ndo houve diferengas significativas nas
prevaléncias de HDL-c baixo, hipertrigliceridemia e hiperglicemia, e
indicadores de funcdo hepatica, renal e de inflamagdo subclinica
alterados entre individuos com e sem HF. Também ndo foi observada
diferenca de peso, obesidade abdominal, hipertensdo e esteatose entre
individuos com e sem HF. O risco de DAC na HF é aumentado pela
presenca de hipertensdo, diabetes, tabagismo, obesidade, insuficiéncia
renal e Lp (a) elevada (PANG, 2016; SHARIFI; RHAKIT;
HUMPHRIES; NAIR, 2016; WONG et al, 2016; PAQUETTE; BAASS,
2018). Entretanto, os fatores de risco de DCV bem estabelecidos na
populacdo geral podem nédo ter a mesma importancia na HF, devido a
chance de o risco ser subestimado e, além disto, vale notar que as
diretrizes atuais sobre o manejo dessa doenca ndo abordam
adequadamente a questdo da estratificacdo de risco (PANG, 2016;
SHARIFI; RHAKIT; HUMPHRIES; NAIR, 2016; PAQUETTE;
BAASS, 2018).

Apesar da dificuldade de estratificar o risco, a analise de regressédo
multivariada de pacientes com HF mostrou que o aumento da idade
(OR, 1,07; IC 95%, 1,06 - 1,09), IMC (OR, 1,05; IC 95%, 1,02 - 1,09),
diabetes tipo 2 (OR, 1,58; 1C95%, 0,95 - 2,61), hipertensdo arterial (OR,
1,83; 1C95%, 1,27 - 2,63), tabagismo (OR, 2,50; 1C95%, 1,82 - 3,44) e
Lp (a) superior a 50 mg/dL (OR, 2,14; 1C95%, 1,57 - 2,92) foram
independentemente associados a presenca de DCV. Como 0s pacientes e
controles pertenciam as mesmas familias, a histéria familiar de DCV
precoce ndo foi associada & presenca de DCV (ISLA et al, 2016).

Conforme esperado, o percentual de individuos com xantomas,
arco corneal e placas aterosclerética foi significativamente maior dentre
os individuos com HF quando comparados aos individuos sem HF (p =
0,0001; 0,0009 e 0,014, respectivamente). Ressalta-se que nenhum
individuo sem HF apresentou xantomas ou arco corneal. Por causa da
semelhanca lipidica e celular entre o0s xantomas e as placas
aterosclerdticas (constituidos principalmente por colageno e células
espumosas), € concebivel que os individuos com HF e xantomas possam
ter maior predisposicdo para a aterosclerose (CIVEIRA et al, 2005;
OOSTERVEER et al, 2009). De fato, a presenga de xantomas foi
associada a DAC prematura. Essa forte associacdo costuma estar
presente em todas as idades, mas foi mais pronunciada em mulheres em
qualquer idade e em homens com menos de 51 anos (CIVEIRA et al,
2005). Em outro estudo, foi observado que em pacientes com HF
geneticamente confirmada, os xantomas foram associados a risco 3,2



188

vezes maior de DCV (IC95% 2,12 - 4,82, p <0,01) (OOSTERVEER et
al, 2009).

Pacientes com diagnostico clinico definitivo de HF apresentaram
maior razdo de chance de mortalidade por DAC do que aqueles com
diagnostico clinico possivel de HF (2,94 e 2,05, respectivamente). Como
uma mutacdo pode ser encontrada em 80% dos pacientes com HF
definitiva, a maioria desse grupo tem uma causa monogénica. Por outro
lado, uma mutacdo sé pode ser detectada em apenas 25%-30% dos
pacientes com diagnostico clinico possivel de HF, significando que a
maioria desses pacientes de "menor risco" tem uma causa poligénica
(SHARIFI; RHAKIT; HUMPHRIES; NAIR, 2016).

Portadores de uma mutacdo no LDLR apresentam aumento de 10
vezes no risco de DAC prematura em comparagcdo com a populacdo
geral. Foi demonstrado que portadores de HF monogénica tém risco
maior de DCV do que os pacientes com hipercolesterolemia ndo familiar
com valores semelhantes de LDL-c ou aqueles com HF poligénica
(PAQUETTE; BAASS, 2018). Entretanto, nem todos os portadores de
HF monogénica desenvolverdo aterosclerose e, em ultima analise, terdo
eventos cardiovasculares (PAQUETTE; BAASS, 2018).

Em nosso estudo, analisamos apenas mutagfes no LDLR.
Entretanto, o tipo de mutagéo pode influenciar o risco cardiovascular do
portador de HF. Por exemplo, foi verificado que, apds ajuste para idade,
sexo, tabagismo e pressao arterial, em comparagdo com 0s pacientes em
que nenhuma mutacdo foi identificada, a razdo de chance de DAC em
pacientes com as muta¢fes nos genes LDLR, APOB ou PCSK9 foi de
1,84; 3,4 e 19,9, respectivamente, com diferenca significativa entre os
grupos (p = 0,003) (HUMPHRIES et al, 2006). Além disto, comparados
aqueles com uma causa monogénica de HF, a prevaléncia de DAC
naqueles com causa poligénica é menor (SHARIFI; RHAKIT;
HUMPHRIES; NAIR, 2016). E provavel que seja devido ao fato de que
0s individuos monogénicos apresentaram concentragbes de LDL-c
severamente elevados desde o nascimento, enquanto o grupo poligénico
desenvolveu concentragfes mais elevadas de LDL-c apenas com o
aumento da idade. Pode ser também que no grupo poligénico, outros
fatores de risco para DAC sejam menos prevalentes, como por exemplo,
concentracBes mais altas de Lp(a) ou mais baixas de HDL-c, ambos
importantes na determinagdo do risco de DCV (SHARIFI; RHAKIT;
HUMPHRIES; NAIR, 2016).

Dentre as mutacdes genéticas, aquelas que prejudicam gravemente
a fungéo do receptor da LDL (mutagdes no LDLR com alelo nulo) estéo
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associadas ao maior grau de DCV e inicio precoce. A mutacdo
especifica no gene PCSK9 com ganho de funcdo da proteina
(p.Asp374Tyr), mutacdo no gene da enzima lipase lipoproteica
(p.Asn291Ser) e a presenca de alelos E2 e E4 na apolipoproteina E sdo
conhecidos por aumentar o risco de doenga coronariana em pacientes
com HF, enquanto algumas variantes com perda de fun¢do da PCSKO9 e
mutages do gene APOB estdo associadas a menor risco cardiovascular
(SHARIFI; RHAKIT; HUMPHRIES; NAIR, 2016).

Em nosso estudo, a longevidade de alguns pacientes, inclusive sem
a ocorréncia de eventos cardiovasculares, surpreendeu. Entretanto, Raal
et al (2016) demonstraram que, quando pacientes homozigotos foram
estratificados de acordo com a funcionalidade do LDL-R, uma ampla
faixa de idade e valores de LDL-c foram observados independentemente
do status de mutacdo no LDLR. A idade média do primeiro evento
cardiovascular foi de 26 anos, mas variou de 6 a 63 anos, e dois tercos
dos individuos avaliados ndo apresentaram evidéncias clinicas de DCV
(RAAL; SJOUKE; HOVINGH; ISAAC, 2016).

Dentre os individuos que participaram do nosso estudo, o
conhecimento sobre ter hipercolesterolemia era significativamente maior
nos individuos com HF (p = 0,0001). Cerca de 50% dos individuos com
HF estava em tratamento com medicacdo hipolipemiante versus 5,7%
dos individuos sem HF (p = 0,0001). Apesar de o percentual
significativamente maior, observa-se que metade dos pacientes
portadores de HF ndo realizavam tratamento adequado, aumentando,
assim, as chances de apresentarem eventos cardiovasculares. De fato,
além de a HF ser causa frequentemente subdiagnosticada de DAC,
dentre os diagnosticados muitos sdo tratados inadequadamente. Além
disto, a incidéncia de DAC e expectativa de vida varia entre pacientes
com HF tratada e ndo tratada (BOS et al, 2017). Se ndo tratados, 50%
dos pacientes masculinos com HF e 20% dos pacientes femininos com
HF desenvolvem doenca cardiaca coronéria fatal aos 60 anos de idade.
Embora o tratamento com estatinas diminua mais da metade do risco de
eventos coronarianos em adultos com HF, pacientes com HF
assintomatica apresentam uma variabilidade significativa na extensao da
aterosclerose coronariana subclinica, apesar do uso de terapia agressiva
com estatina (BOS et al, 2017). Em portadores de HF com mesma
idade, género, IMC, pressdo arterial sistdlica e diastolica e fatores
genéticos que podem influenciar o risco de DAC, os valores plasmaticos
de HDL-c e a razdo CT/HDL sdo dois importantes fatores de risco
coronariano. Assim, o tratamento da HF deve concentrar-se ndo apenas
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na reducdo do CT e LDL-c, mas também no aumento dos valores do
HDL-c para a prevenc¢do de doencas coronarias (REAL et al, 2001).

A apo (a) é uma apolipoproteina altamente polimdrfica presente na
Lp(d) e uma caracteristica genética quantitativa que é herdada
independentemente das variantes genéticas que causam a HF (PANG,
2016). Assim, a Lp(a) é considerada fator de risco estabelecido para
DCV e, independentemente do LDL-c, sua concentragdo sérica tem sido
consistentemente relatada como significativamente maior em pacientes
com HF, especialmente naqueles com DAC precoce (NENSETER et al,
2011; PANG, 2016). Apesar disso, nenhum dos pacientes avaliados em
nosso estudo aparesentou concentracdes elevadas de Lp(a).

Ha evidéncias limitadas disponiveis no uso de novos
biomarcadores cardiacos, tais como PCR-as e citocinas inflamatérias na
estratificacdo de risco de pacientes assintomaticos com HF (SHARIFI;
RHAKIT; HUMPHRIES; NAIR, 2016). A grande variagdo na
incidéncia de DAC em portadores de HF sugere que ha outros fatores,
além de colesterol elevado, que podem desempenhar papel no
desenvolvimento de aterosclerose nesses individuos. Usando anélises
protedmicas, seis novos biomarcadores protéicos foram associados a
DAC em 60 pacientes com HF geneticamente confirmada: alfa-2-
glicoproteina rica em leucina, a cadeia pesada H3 do inibidor da
interalfa tripsina, componente C4-B do sistema complemento,
subcomponente Clg da subunidade B do sistema complemento,
antigeno de diferenciacdo de mondcitos (CD14) e glicoproteina rica em
histidina. No entanto, esses sdo estudos retrospectivos ou transversais
com pequeno tamanho de amostra. Assim, esses novos resultados
precisam ser validados em coortes maiores usando um projeto
prospectivo (BOS et al, 2017).

6.6 AVALIACAO ALIMENTAR

Dieta para diminuir colesterol e varias outras intervencdes
dietéticas tém sido sugeridas como abordagem para gerenciar de forma
isolada ou como adjuvante da terapia medicamentosa o tratamento da
HF em criangas e adultos (SHAFIQ et al, 2010; NEGELE et al, 2015).
Especialmente na infancia, é desejavel utilizar métodos dietéticos
redutores de lipidios, enquanto os farmacos devem ser aplicados apenas
apos ineficiéncia da terapia da dieta. Além disto, uma alteracdo precoce
dos hébitos alimentares no tratamento dos pacientes é extremamente
favoravel e pode retardar a necessidade de medicagdo para reduzir a
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concentracdo plasmatica dos lipideos para um momento posterior da
vida, minimizando, assim, os potenciais efeitos colaterais (NEGELE et
al, 2015).

Neste estudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre
individuos com e sem HF quando comparamos 0s principais parametros
dietéticos avaliados. Apesar disso, o0s individuos com HF apresentaram,
em média, consumo diario maior de calorias totais (22,3%) e proteinas
(97,1%). Por outro lado, embora igualmente ndo significativo, houve
menor consumo de colesterol e gordura saturada (32,9% e 10,5%,
respectivamente). Os pacientes com diagnostico de HF ou dislipidemias,
foram aconselhados a procurar orientagdo nutricional através da rede
basica de salde de seus municipios.

Para o tratamento dietético da HF, recomenda-se uma dieta para
reduzir as concentracGes séricas de colesterol com base nos seguintes
principios, os quais sdo seguidos no Reino Unido, EUA e noutros
paises: i. reducdo do consumo de acidos graxos saturados; ii. reducdo na
ingestdo de colesterol; iii. redu¢do no consumo total de gordura e; iv.
manipulacdo da ingestdo de carboidratos para substituir o déficit de
energia da dieta com baixo teor de gordura (SHAFIQ et al, 2010;
MALHOTRA et al, 2014; TORVIK et al, 2016). Essa recomendagéo
dietética é considerada monétona e pode ocasionar alguns problemas.
Por exemplo, a reducdo na ingestdo de gordura, se levada ao extremo,
poderia levar a deficiéncia de &cidos graxos essenciais e vitaminas
lipossollveis e redugdo no contetido energético total da dieta, que tem
implicacBes para a saciedade e crescimento de criangas, as quais tém
necessidades energéticas relativamente altas (SHAFIQ et al, 2010;
MALHOTRA et al, 2014). Um aumento no teor de carboidratos da dieta
pode levar ao aumento dos TG, que também ¢é fator de risco para DCV.
Além disto, o objetivo da dieta é diminuir a concentracdo total de
colesterol no sangue. No entanto, isso pode resultar ndo s6 numa
redugdo do LDL-c mas também do HDL-c. O HDL-c esta envolvido na
remocdo do colesterol dos tecidos periféricos, incluindo artérias e lesdes
aterosclerdticas e, portanto, qualquer intervencdo que diminua sua
concentracdo pode ter efeito prejudicial (SHAFIQ et al, 2010;
MALHOTRA et al, 2014). Em vista disso, Vvarias outras terapias
dietéticas foram consideradas para o tratamento da HF, incluindo: i.
manipulacdo de diferentes tipos de &cidos graxos, mantendo a ingestéo
normal de gordura total; ii. aumento da ingestdo de fibra solavel; iii.
aumento da ingestdo de antioxidantes e; iv. aumento da ingestdo de
certos componentes dietéticos (alho, cebola, proteina de soja, esterdis e
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estandis vegetais e &cidos graxos Oomega-3 (SHAFIQ et al, 2010;
MALHOTRA et al, 2014).

No entanto, nenhuma concluséo pode ser feita sobre a eficécia de
uma dieta para reduzir o colesterol sérico ou qualquer uma das outras
intervencbes dietéticas sugeridas para HF, devido a falta de dados
adequados (SHAFIQ et al, 2010; MALHOTRA et al, 2014). A pouca
guantidade de estudos disponiveis, curto tempo de duracdo das
intervencOes e diferentes tipos de conducdo dos estudos, torna dificil a
comparacdo dos diferentes tipos de tratamentos (MALHOTRA et al,
2014). Desta forma, grandes estudos paralelos, randomizados e
controlados sdo necessarios para investigar a eficicia das modificagdes
dietéticas em individuos com HF (SHAFIQ et al, 2010; MALHOTRA et
al, 2014). Entretanto, o0 que ja pode ser comprovado é que a adicdo de
esterois e estanois vegetais, especialmente em altas doses, tem eficacia
para diminuir significativamente o CT e LDL-c. As fibras, quando
acompanhadas do tratamento com fibratos, apresentaram melhores
resultados para diminuir o LDL-c do que os fibratos sozinhos
(MALHOTRA et al, 2014).

Nas Ultimas décadas, varios estudos documentaram um efeito
positivo nas concentracfes plasmaticas de colesterol pela ingestdo de
acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e poliinsaturados (AGPI) em
adultos hipercolesterolémicos. Portanto, ha interesse crescente em seu
uso como terapia alternativa em pacientes jovens com HF
heterozigdtica. Especialmente os acidos graxos dmega-3 podem ser de
grande importancia, devido aos seus efeitos bioldgicos na prevengdo de
DCV (NEGELE et al, 2015). Um estudo piloto envolvendo familias de
jovens com HF, demonstrou que, a utilizacdo de dleos vegetais de
qualidade, associada a diminuicdo dos &cidos graxos saturados e do teor
de colesterol na dieta, levou a reducdo significativa das concentracoes
de CT e LDL-c, que pode ser alcangada em 13 semanas de intervencao.
Essa dieta ndo resultou em mudanca significativa no HDL-c e apoAl
(NEGELE et al, 2015). Além disto, a utilizacdo de 6leo de canola parece
ter efeitos mais favoraveis em relacdo as subfracdes de lipoproteinas no
sangue e marcadores de risco em comparacdo com o 6leo de girassol
(NEGELE et al, 2015).

Um estudo com criancas e adolescentes com HF demonstrou que a
ingestdo de gordura saturada foi positivamente associada as
concentragdes plasmaticas de CT, LDL-c e Apo B. Nessas criangas, 0
perfil lipidico plasmatico foi melhorado ap6s aconselhamento dietético
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onde o foco estava na reducdo da ingestdo de gordura saturada e
colesterol (TORVIK et al, 2016).

Apesar da falta de comprovacdo cientifica especifica da
dietoterapia para a HF, de forma geral, a gordura saturada, a gordura
insaturada trans e a ingestdo de colesterol devem ser limitadas e uma
ingestdo regular de frutas e vegetais, grdos integrais, nozes, produtos
lacteos com pouca gordura e sem gordura, feijao, peixe e carnes magras
deve ser incentivada. O consumo de &lcool deve ser moderado. A
suplementacdo dietética com esterdis ou estandis de plantas pode ser
usada para diminuir gradativamente o LDL-c plasmatico (GIDDING et
al, 2015).

Pessoas com HF podem ser mais suscetiveis a consequéncias
psicoldgicas e nutricionais potencialmente prejudiciais para o seu
tratamento dietético. Por essa razdo, é decepcionante notar que poucos
estudos avaliam o estado nutricional e nenhum avaliou a qualidade de
vida dos pacientes portadores de HF (MALHOTRA et al, 2014).

6.7 AVALIACAO PSICOSSOCIAL

A preocupacdo em realizar a avaliacdo psicolégica nos pacientes
estudados ocorreu porque um disturbio genético pode ter interferéncias
psicologicas e psicossociais. Cada paciente confrontado com o
diagndstico de HF tem uma perspectiva Unica sobre todos 0s aspectos
médicos, diagndstico e tratamento ao longo da vida. Certos pacientes
podem ter seu convivio social afetado, incluindo estresse familiar e
vulnerabilidade emocional (GIDDING et al, 2015). Entretanto, em
nosso estudo, apds avaliacdo psicoldgica, ndo observamos diferencas
nas prevaléncias de depressdo e ansiedade quando comparamos 0S
individuos com e sem HF. Em Papanduva-SC, sintomas de ansiedade
foram identificados em 22 individuos, sendo que apenas sete sdo
portadores de HF. Tendéncia & ansiedade foi identificada em quatro
individuos, mas nenhum com HF confirmada. Nove individuos
apresentavam depressdo, sendo trés com diagnostico de HF. Tendéncia a
depressdo foi observada em sete individuos, trés com HF. Em Bom
Despacho-SC, sintomas de ansiedade foram identificados em 26
individuos, sendo que 12 tiveram diagnostico de HF. Tendéncia a
ansiedade foi identificada em 23 individuos, 13 com HF confirmada.
Tendéncia & depresséo foi observada em 17 individuos, oito deles com
diagndstico de HF e trés individuos apresentavam sintomas de
depressdo, dois deles portadores de HF. Cabe ressaltar que a avaliacéo
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psicolégica foi realizada no inicio do estudo, quando a maior parte dos
pacientes ainda desconhecia seu diagndstico e/ou a severidade da
doenca.

E comum que portadores de um distirbio genético as vezes
crescam pessimistas sobre si mesmos e menos otimistas sobre sua salide
futura apds a deteccdo do distlrbio, embora o humor em geral pareca
ndo ser afetado (MAARLE; STOUTHARD; BONSEL, 2003). Um
estudo com holandeses portadores de HF identificou que mulheres com
hipertensdo e/ou qualquer outra doenca cronica, e aqueles com maior
percepcdo do risco, mostraram mais ansiedade. Os individuos que
sentiram algum tipo de pressdo social para realizarem a triagem,
mostraram mais ansiedade e piores resultados na escala de depressao.
Além disto, na escala de depressdo, os participantes mais velhos e
aqueles com alguma doenca crbnica, obtiveram resultados piores.
Apesar disto, assim como em nosso estudo, as diferengas ndo foram
consideradas significativas quando comparados com os resultados de
individuos sem HF (MAARLE; STOUTHARD; BONSEL, 2003).

Da mesma forma, no estudo de Agard e colaboradores (2005), os
entrevistados ndo sentiram que sua infancia e adolescéncia foi
significativamente afetada pela consciéncia de que alguns de seus
parentes tinham historico de DCV precoce ou altas concentracdes de
colesterol. Outros entrevistados sequer refletiram sobre o fato de que
uma doenca hereditaria poderia ocorrer em suas familias antes de
receberem o diagndstico. Ao receber o diagndstico, alguns entrevistados
pensaram que isso significava que eles provavelmente morreriam em um
futuro relativamente préximo. No entanto, esse medo durou apenas por
um curto periodo de tempo. Ele desapareceu gradualmente,
principalmente como resultado de mais informacfes e/ou uma resposta
terapéutica positiva para a diminuicdo do colesterol. A grande maioria
dos entrevistados relatou que queria saber se estavam sofrendo de HF,
pois o conhecimento do diagndstico possibilitou o tratamento adequado.
O beneficio em termos de prevenir ou retardar as DCVs foi, em geral,
maior do que os diferentes tipos de inconveniéncias que podem resultar
do conhecimento desse disturbio genético (AGARD et al, 2005). Outro
estudo também demonstrou que invidivuos com diagnéstico genético
confirmado de HF ndo ficaram mais ansiosos apds receberem os
resultados dos testes e tiveram escores semelhantes de qualidade de vida
em longo prazo em comparagdo aqueles que sdo negativos para HF
(HILGART; MERCER; THIRLAWAY, 2012).
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No estudo de Gidding e colaboradores (2015), embora o processo
de diagnostico de HF possa ter criado preocupacdes com custos,
implicacdes de seguros, perda de privacidade e possivel discriminagéo,
0 rastreio em cascata e o diagnéstico de HF ndo levou a danos
psicoldgicos ou sociais em adultos ou criancas (GIDDING et al, 2015).
Para Gidding (2015), a orientacdo sobre tratamentos ajuda a garantir que
0s pacientes entendam os beneficios e riscos, a minimizar eventos
adversos e maximizar os beneficios, a aumentar a adesdo do tratamento,
a reduzir a ansiedade e melhorar a qualidade de vida. Assim, os
profissionais de salde precisam reconhecer a variacdo na percepgdo de
risco porque pode afetar a vulnerabilidade do paciente, a busca de salde
e a motivacdo para o tratamento (GIDDING et al, 2015). Além disto,
varias questdes psicoldgicas, incluindo tristeza, culpa, culpa do
sobrevivente, raiva e magoa, que alteram relacfes familiares podem
ocorrer e tudo isso pode precisar ser abordado (GIDDING et al, 2015).

Por outro lado, em estudo com adultos jovens, um certo impacto
emocional foi relatado, como por exemplo, através da preocupacdo com
opiniBes ou pressdo social dos colegas e a participacdo restrita em
atividades sociais quando essas estavam relacionadas com alimentacao.
Outros individuos endossaram sentimentos de vergonha decorrente da
crenga de que ter um distlrbio genético ou estar sob medicacao torna-se
"insalubre”, independente de ndo apresentar manifestacGes fisicas
(SLIWINSKI et al, 2016).

E consenso que a identificacdo do risco genético de criancas e
adolescentes pode protegé-los das consequéncias potencialmente fatais.
Por outro lado, conhecer o risco de um evento cardiaco pode provocar
sentimentos de ansiedade ou depressdo e afetar a auto-estima,
especialmente quando eles experimentaram tais eventos na familia.
Além disto, sua liberdade de movimento é limitada devido a restri¢oes
em atividades fisicas e pela regulamentacdo da dieta. Consequéncias
emocionais e funcionais podem afetar negativamente as relagbes sociais
(SMETS et al, 2008). Apesar disso, estudos que investigaram as
consequéncias para criancas, ndo mostraram efeitos prejudiciais
significativos no seu bem-estar psicologico (SMETS et al, 2008).
Usando um questionario padrdo de qualidade de vida relacionada a
salde, ndo foram identificados problemas com o bem-estar dessas
criancas: suas pontuagdes foram comparaveis aquelas de um amostra
controle (SMETS et al, 2008). Critérios como "Humor e emoces",

"Autonomia”, "Apoio social e colegas" e "Ambiente escolar" mostraram
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pontuacdes mais baixas para as criangas portadoras de HF, no entanto,
sem significancia estatistica (SMETS et al, 2008).

Curiosagmente, uma Unica opinido bastante distinta, foi
apresentada por Hopcroft (2007), que defende o impacto psicolégico
adverso de rastreamento de pais e filhos para HF. Ndo importa quéo boa
seja a comunicacao, o conhecimento da doenca exacerbara a neurose do
colesterol que grande parte da populacdo ja parece ter. Se houver
criancas envolvidas, a ansiedade serd ainda maior. Dizer aos pais que
seus filhos tém colesterol alto os preocupara, o que dificulta colocar as
coisas em perspectiva. Arrisca-se a sombrear a infancia porque os pais
véem sua progénie como ameacada ou fragil. 1sso serd agravado pelo
fato de que nenhuma agéo terapéutica imediata pode ser tomada. Os pais
sentirdo que seu filho é vulneravel e que nada pode ser feito a curto
prazo. Na melhor das hipdteses, isso 0s deixara desconfortaveis e na
pior das hipdteses, poderia arruinar sua paternidade.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Pacientes com HF geralmente apresentam risco aumentado de
DAC, consequentemente, o rastreio da HF dentro das familias esta em
curso em varios paises, especialmente na Europa. Entretanto, no Brasil,
0 grau de suspeicdo dos pacientes ainda é inferior a 1% dos casos
estimados.

Durante o desenvolvimento deste estudo, identificamos a falta da
descricdo de detalhes especificos das metodologias publicadas para o
diagndstico de casos indices, o que impedia a reproducdo do método e
dificultavam estudos nesta area. Além disto, identificamos que existe
apenas um pequeno numero de profissionais experientes para lidar com
o diagnostico de HF no Brasil. Essas poderiam ser algumas das razdes
pelas quais o Brasil tem baixo percentual de diagndstico de HF. Assim,
desenvolvemos um método simples e rdpido para a genotipagem do
LDLR, com base na reacdo em PCR e sequenciamento de Sanger,
métodos que utilizam equipamentos de baixo custo e facilmente
acessiveis em laboratorios de rotina e de pesquisa. O método é eficiente
e esperamos que sua divulgagdo permita ampliar os estudos sobre HF no
pais e suprir um déficit de profissionais capacitados para lidar com o
diagnosticos e acompanhamento genético dos pacientes portadores de
HF. Acreditamos que o custo do método pode diminuir ainda mais
guando implantado na rotina clinica.

Além disto, a identificacdo de novas mutag¢fes no Brasil ajudara a
aumentar o conhecimento sobre as bases genéticas da doenca no pais e,
consequentemente, pode ajudar a aumentar o nimero de diagnosticos
em pacientes brasileiros. A partir do momento em que se tem o
conhecimento sobre as mutacfes mais prevalentes no pais, é possivel
delinear a triagem de forma ainda mais especifica, 0 que aumenta o
custo-beneficio do rastreamento. Considerando que o tratamento é de
alto custo, o conhecimento da mutag&o especifica causadora da doenga é
de fundamental importancia para garantir o sucesso do tratamento.

O nosso estudo demonstrou a eficiéncia do rastreamente genético
em cascata e, por isso, hd a necessidade de triar geneticamente outras
familias brasileiras visando a continuagdo da ampliacdo dos
diagndsticos, proporcionando um tratamento adequado e reduzindo a
mortalidade precoce. Acreditamos que a metodologia apresentada
podera ajudar e incentivar o desenvolvimento de novos estudos nessa
area no pais para que no futuro, possamos ter um banco de dados
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nacional com as mutages aqui encontradas e um percentual maior de
portadores de HF diagnosticados.
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8 CONCLUSOES

- O método de genotipagem descrito foi tecnicamente efetivo e (til para
0 sequenciamento e identificacdo de mutagfes no LDLR e pode ser
usado para realizar o rastreamento genético em cascata para o
diagndstico de HF.

- O teste genético é altamente custo-efetivo e ha necessidade de rastrear
geneticamente outras familias suspeitas para o diagnostico precoce de
HF e tratamento adequado.

- O conhecimento da mutacdo causadora da doenca pode ajudar a
determinar o tratamento ideal do paciente. Tendo em vista que o
tratamento é de alto custo, sua otimizacdo é fundamental.

- Neste estudo, encontramos mutacBes que estdo sendo descritas pela
primeira vez no Brasil e no mundo, 0 que ajuda a obter mais
informacBes sobre bases moleculares da HF e também expande o
conhecimento sobre o espectro de mutagdes no LDLR.

- Considerando que a populagdo brasileira € altamente heterogéna, é
importante determinar o espectro geografico das mutagcbes no LDLR
para fornecer informacdes sobre o prognostico e o tratamento de cada
paciente.

- A maior parte dos individuos diagnosticados como portadores de HF
apresentou “muito alto risco” cardiovascular e precisam ser
adequadamento tratados para reduzir a morbimortalidade.
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APENDICE |

Termo de consentimento livre, esclarecido e revogavel

Vocé estd sendo convidado(a) a participar como voluntario(a)
da pesquisa “Rastreamento em cascata da hipercolesterolemia
familiar: Desenvolvimento de um método de genotipagem e
associacdo do genétipo com o fendtipo dos pacientes”. A
hipercolesterolemia familiar € uma doenca que passa de pai para filho,
provoca aumento muito grande do colesterol no sangue e, se a pessoa
ndo for tratada, podera provocar a morte em poucos anos por parada do
coragdo ou derrame. Por isto, a presente pesquisa tem como objetivo
identificar corretamente, o mais cedo possivel, os individuos que
possuem hipercolesterolemia familiar. Assim, apds os exames, se vocé
tiver a doenga poderda procurar um médico cardiologista de sua
confianca ou, entdo, vocé sera encaminhado por para acompanhamento
e tratamento médico adequado na Unidade Basica de Salde do seu
municipio. Desta forma, precisamos da sua concordancia para a coleta
de uma amostra de sangue (10 mL), ap6s jejum de 12-14 h, para as
andlises de laboratério. Também precisamos da sua aprovagdo para fazer
medidas do seu peso, altura, circunferéncia da cintura e pressao arterial
e precisamos que vocé responda um questionario sobre o seu estado de
salde e de seus familiares mais proximos, principalmente sobre se
alguém da familia ja teve parada do coracdo ou derrame. Para garantir o
seu bem-estar, se houver algum cansago ou desconforto ao responder o
guestionario, ele ndo precisara ser preenchido por completo, ou podera
ser preenchido em outro dia. Vocé ndo sera obrigado a responder o
guestionario, se assim desejar.

A coleta de sangue sera feita por profissional especializado, que
tem experiéncia em colher sangue. Porém, mesmo assim, a coleta de
sangue podera provocar um pouco de dor causada pela picada da agulha
e, as vezes, a formagdo de uma mancha rocha, que desaparecerd em
poucos dias. Para algumas pessoas, podera ocorrer um pequeno desmaio
devido ao nervosismo. Caso isto ocorra, vocé sera prontamente atendido
pelos profissionais no préprio local da coleta.

Esta pesquisa ndao oferece riscos maiores do que 0s
mencionados acima e ndo tem fins lucrativos. Os resultados do estudo
poderdo ser publicados em revistas ou eventos cientificos, sem que o seu
nome seja dito. A sua participacdo é voluntéria, ndo provocard nenhum
tipo de discriminacdo ou preconceito, ndo envolvera custo financeiro, e
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se vocé precisar gastar dinheiro com alguma coisa relacionada com a
pesquisa, vocé recebera todo o dinheiro de volta pelos pesquisadores
abaixo assinados. VVocé recebera uma copia deste termo de assentimento
e podera desistir da pesquisa em qualquer momento, sem necessidade de
justificativas. Se houver danos referentes a pesquisa, garantimos a
assisténcia total e a indenizacdo justa e necessaria. Ao final do estudo,
vocé recebera os resultados obtidos e, conforme o resultado, vocé sera
orientado a procurar um médico cardiologista de sua confianca para
iniciar o tratamento adequado.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da UFSC, situado no Prédio Reitoria Il, 4° andar,
sala 401 (Rua Desembargador Vitor Lima n° 222, Trindade,
Floriandpolis), e esta de acordo com a Resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude, para proteger os direitos dos seres humanos em
pesquisas

Eu, abaixo assinado, fui esclarecido sobre a pesquisa e
concordo em participar deste estudo. Afirmo que estou ciente da
pesquisa e da forma de coleta do material necessario e AUTORIZO a
utilizacdo de sangue e dos demais dados coletados, sem que haja
divulgacdo de meus dados pessoais. Se persistir alguma ddvida ou
quiser desistir do estudo, poderei fazé-lo pessoalmente com o0s
pesquisadores no Laborat6rio de Pesquisa em Lipideos, Antioxidantes e
Aterosclerose, localizado no 1° andar do Bloco K, Departamento de
Anélises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
de Santa Catarina (Rua Delfino Conti s/n, Trindade. CEP 88040-370,
Florianépolis-SC) ou através dos telefones (48) 3721-48.51 ou 9997-
69.66, sem justificativas.

Nome:
Endereco:
RG: Telefone:
Assinatura do voluntario:

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Edson Luiz da Silva
Telefones de contato: (48) 3721-4159; 3721-2778
Assinatura do Pesquisador
Pesquisador Assistente: Heloisa Pamplona Cunha
Telefone de contato: (48) 9997-6966

Assinatura do Pesquisador
Floriandpolis, / /2015.
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APENDICE 11
Termo de Assentimento

Vocé estd sendo convidado(a) a participar como voluntario(a)
da pesquisa “Rastreamento em cascata da hipercolesterolemia
familiar: Desenvolvimento de um método de genotipagem e
associacdo do genétipo com o fendtipo dos pacientes”. A
hipercolesterolemia familiar € uma doenca que passa de pai para filho,
provoca aumento muito grande do colesterol no sangue e, se a pessoa
nao for tratada, podera provocar a morte em poucos anos por parada do
coragdo ou derrame. Por isto, a presente pesquisa tem como objetivo
identificar corretamente, 0 mais cedo possivel, os individuos que
possuem hipercolesterolemia familiar. Assim, apds 0s exames, se vocé
tiver a doenga poderd procurar um médico cardiologista de sua
confianca ou, entdo, vocé sera encaminhado por para acompanhamento
e tratamento médico adequado na Unidade Basica de Salde do seu
municipio. Desta forma, precisamos da sua concordancia para a coleta
de uma amostra de sangue (10 mL), apds jejum de 12-14 h, para as
analises de laboratério. Também precisamos da sua aprovacgdo para fazer
medidas do seu peso, altura,-circunferéncia da cintura e pressdo arterial
e precisamos que vocé responda um questionario sobre o seu estado de
salde e de seus familiares mais proximos, principalmente sobre se
alguém da familia j& teve parada do coracdo ou derrame. Para garantir o
seu bem-estar, se houver algum cansago ou desconforto ao responder o
questionario, ele ndo precisara ser preenchido por completo, ou podera
ser preenchido em outro dia. Vocé ndo sera obrigado a responder o
questionario, se assim desejar.

A coleta de sangue sera feita por profissional especializado, que
tem experiéncia em colher sangue. Porém, mesmo assim, a coleta de
sangue podera provocar um pouco de dor causada pela picada da agulha
e, as vezes, a formacdo de uma mancha rocha, que desaparecerd em
poucos dias. Para algumas pessoas, podera ocorrer um pequeno desmaio
devido ao nervosismo. Caso isto ocorra, vocé serd prontamente atendido
pelos profissionais no préprio local da coleta.

Esta pesquisa ndo oferece riscos maiores do que o0s
mencionados acima e ndo tem fins lucrativos. Os resultados do estudo
poderdo ser publicados em revistas ou eventos cientificos, sem que o seu
nome seja dito. A sua participacdo é voluntaria, ndo provocara nenhum
tipo de discriminacéo ou preconceito, ndo envolverd custo financeiro, e
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se vocé precisar gastar dinheiro com alguma coisa relacionada
com a pesquisa, vocé receberd todo o dinheiro de volta pelos
pesquisadores abaixo assinados. VVocé recebera uma cépia deste termo
de assentimento e podera desistir da pesquisa em qualquer momento,
sem necessidade de justificativas. Se houver danos referentes a pesquisa,
garantimos a assisténcia total e a indenizacao justa e necessaria. Ao final
do estudo, vocé recebera os resultados obtidos e, conforme o resultado,
vocé sera orientado a procurar um médico cardiologista de sua confianca
para iniciar o tratamento adequado.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da UFSC, situado no Prédio Reitoria Il, 4° andar,
sala 401 (Rua Desembargador Vitor Lima n° 222, Trindade,
Floriandpolis), e esta de acordo com a Resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude, para proteger os direitos dos seres humanos em
pesquisas.

Eu, abaixo assinado, fui esclarecido sobre a pesquisa e
concordo em participar deste estudo. Afirmo que estou ciente da
pesquisa e da forma de coleta do material necessario e AUTORIZO a
utilizacdo de sangue e dos demais dados coletados, sem que haja
divulgacdo de meus dados pessoais. Se persistir alguma ddvida ou
quiser desistir do estudo, poderei fazé-lo pessoalmente com o0s
pesquisadores no Laborat6rio de Pesquisa em Lipideos, Antioxidantes e
Aterosclerose, localizado no 1° andar do Bloco K, Departamento de
Anélises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
de Santa Catarina (Rua Delfino Conti s/n, Trindade. CEP 88040-370,
Florianépolis-SC) ou através dos telefones (48) 3721-48.51 ou 9997-
69.66, sem justificativas.

Nome:

Endereco:
RG: Telefone:
Assinatura do responsével pelo voluntério:
RG do responsavel pelo voluntario:

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr Edson Luiz da Silva
Telefone de contato: (48) 3721-41.59; 3721-27.78
Assinatura do Pesquisador
Pesquisador Assistente: Heloisa Pamplona Cunha
Telefone de contato: (48) 9997-6966

Assinatura do Pesquisador
Florianépolis, / /2015.
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APENDICE 111

Questionarios de informacdes sobre o paciente

Nome:
Sexo: J Masculino L. Feminino
Data de Nascimento __/ /  ldade ____ anos
Endereco:

Telefone:
Responsavel pelas respostas | /Paciente [ ]Cuidador
Profissdo:

Qual foi o Gltimo anos da escola que completou?
Qual sua cor de pele? Branco | Negro| Amarelo | Pardo [
Nome da mée:

Idade da mae:

Profissdo da mée:

Qual foi o Gltimo anos da escola que ela completou?
Fumante? [1Sim [1N&o

Nome do pai:
Idade do pai:
Profissdo do pai:
Qual foi o Gltimo anos da escola que ele completou?
Fumante? [1Sim [IN&o

Vocé lembra de onde vieram seus avds ou bisavés? Quais paises?

Av6 materna

Avb materno

Av0 paterna

Av0 paterno

Bisavos paternos

Bisavds maternos

Horas de tela

Quantas horas, em média, passa assistindo TV ou horas
video por dia?
Quantas horas, em média, passa jogando videogame, horas
jogos no computador ou minigame por dia?
Quantas horas, em média, passa havegando na horas
internet por dia?
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Tabagismo

1. Quantos cigarros fumou na Gltima semana cigarros
(adolescentes e adultos)

2. Com guantos anos vocé fumou a primeira vez ? anos

Atividade fisica

As perguntas abaixo estdo relacionadas ao tempo que vocé gastou
fazendo atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as
atividades que vocé fez no trabalho, para ir de um lugar a outro, por
lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das suas atividades em
casa ou no jardim. Por favor responda cada questio mesmo que
considere que ndo seja ativo. Para responder as perguntas pense somente
nas atividades que vocé realizou por pelo menos 10 minutos continuos
de cada vez.

Para responder as questdes lembre que:

- Atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de grande
esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal;
geralmente suamos muito e ndo conseguimos conversar durante a
atividade.

- Atividades fisicas MODERADAS sdo aquelas que precisam de algum
esforgo fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal
moderadamente sua respira¢do ou batimentos do coragdo (POR FAVOR
NAO INCLUA CAMINHADA)

- Atividades fisicas LEVES séao aquelas que precisam de pouco esforco
fisico, e que geralmente ndo fazem as pessoas suarem em um dia de
temperatura amena

Quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por dias
pelo menos 10 minutos continuos em casa ou no
trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar ( ) Nenhum
para outro, por lazer ou como forma de exercicio?

Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 Horas:
minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou Minutos:
caminhando por dia?

Quantos dias da Gltima semana, vocé realizou dias
atividades MODERADAS por pelo menos 10 minutos
continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, ( ) Nenhum
nadar, dancar, fazer ginastica aerdbica leve, jogar volei
recreativo, carregar pesos leves, fazer servigos
domésticos na casa, quintal ou no jardim como varrer,
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aspirar, ou qualquer atividade que fez aumentar um
pouco sua respira¢do ou batimentos do coragéo.

Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas
por pelo menos 10 minutos continuos, quanto tempo no
total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

Horas:
Minutos:

Em quantos dias da tltima semana, vocé realizou
atividades VIGOROSAS por pelo menos 10 minutos
continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica
aerobica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta,
jogar basquete, fazer servicos domésticos pesados em
casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos
elevados ou qualquer atividade que fez aumentar
MUITO sua respiragdo ou batimentos do coragao.

dias

( ) Nenhum

Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas
por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no
total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

Horas:

Minutos:

Estas tltimas questdes sdo sobre o tempo que vocé€ permanece sentado
todo dia, no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu
tempo livre. Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado enquanto
descansa, fazendo licdo de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou
deitado assistindo TV. Nao inclua o tempo gasto sentando durante o

transporte em Onibus, trem, metrd ou carro.

Quanto tempo no total vocé gastou sentado durante Horas:
um dia de semana, em média? Minutos:
Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em | Horas:
um dia de final de semana? Minutos:
Pressao arterial

Pressdo arterial Sistélica Diastolica Hora

Medida inicial : hs

Vocé tem resultados de exames anteriores? Tem tratamentos

anteriores? Por favor, descreva.
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Vocé tem parentes com colesterol alto? Eles tomam ou tomavam
remédio? Ja tiveram algum ataque de coracdo? Com que idade?

Parentesco Remédio Doencga arterial Idade
coronariana
Presséo arterial
Pressdo arterial Sistdlica Diastolica Hora
Segunda medida : hs
Antropometria e exame clinico
Estatura: cm | Peso: Kg Cintura abdominal cm
Localizacdo de Palpavel Visivel
xantoma tendinoso
Sim Nio Sim Nio O
Sim [] N&o | Sim [] Néo /|
Sim [] Nido | Sim [] Néo /|
FC: bpm Arco corneano Sopro sistélico aortico
FR: rpm (menor que 45 anos) |Sim [ Né&o |
Sim | Nio ||
Tem indicacdo para teste ergométrico?
> 20 anos com alto risco Sim C Nio J

homens

mulheres

> 30 anos com risco baixo para

> 45 anos com risco baixo para

Tratamento

Orientacgdo alimentar:
Aconselhamento psicoldgico:

Medicacdes:

Exames adicionais:

Heredograma (com nomes, para localizagdo do individuo na familia)
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Presenca de esteatose  Néo [1Sim
hepética
Tipo 7 Macrovesicular [J Microvesicular
OMista
Localizagdo L Focal LI Difusa
Grau 1 simples

[0 II esteatose + inflamacdo
_I I esteatose + balonizagéo celular
1V esteatose + balonizacdo + fibrose

EMIC méxima mm
Presenca de placa elevada | N&o [] Sim
Presenca de obstrucdo %
coronariana
VOP m/s

Critérios

1 ponto: item 1 OU item 2 pontos

1. Alguma pessoa da familia teve enfarte ou] 7 Ndo T Nio sei [0 Mae

ataque do coragdo com menos de 55 anos de] 1 Pai [0 Irm&o [J Primo

idade (se homem) ou menos de 60 anos deJAvés | ITio | Filhos

idade (se mulher)?|] Netos [ Sobrinhos

Quem?

2. Algum parente adulto de 1° ou 2° INdo INdo sei [IMie

graus com colesterol total acima de JPai  UIrmdo [ /Primo

290 mg/dL? Avés  [JTio  [JFilhos
INetos [ Sobrinhos

2 pontos: item 3 OU item 4 pontos

3.Algum parente de 1° grau com xantomas | INdo  IN#o sei [[Mae

tendinosos e/ou arco corneano ? IPai [1 Irmdo [ Avls
Filho [ Netos

4. Algum parente de 1° grau com menos de | INdo [/N&o sei [IMae

16 anos com colesterol acima de 260 “1Pai Irmdo  T1Avés

mg/dL? “IFilhos Netos
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5. Vocé teve enfarte ou ataque do coracao

com menos de 55 anos de idade (se homem)

ou menos de 60 anos de idade (se mulher)?
2 pontos

pontos

6. Vocé teve derrame ou doenca arterial
periférica com menos de 55 anos de idade
(se homem) ou menos de 60 anos de idade
(se mulher)?

1 ponto

pontos

7. Xantoma tendinoso presente? 6 pontos

pontos

8. Arco corneano presente (menor que 45
anos)? 4 pontos

pontos

9. Nivel de LDL colesterol (mg/dL)
> 330 - 8 pontos
250 - 329 -5 pontos
190 — 249 — 3 pontos
155 — 189 — 1 ponto

pontos

10. Presenca de mutacdo funcional do gene
do receptor do LDL, ApoB100 ou
PCSK9? 8 pontos

pontos

Diagnostico: pontos

| Certeza (> 8 pontos)
7 Provavel (6-8 pontos)
possivel (3-5 pontos
| Ausente (0-2 pontos)

Critérios de alto risco para HF

Doenga cardiovascular ou | Infarto, derrame, Sim ' Nio [J

coronariana estabelecida | doenga arterial

periférica, cirurgia de
safena ou angioplastia
coronariana, dor no
peito, Estenose de
carétida > 50%,
aneurisma de aorta

Tabagista Sim Nao [
Diabetes mellitus Diagndstico definitivo | Sim Né&o [
ou tratamento para
diabetes
Historia familiar de Homens com < 45 Sim Néo [

insuficiéncia coronariana | anos




229

precoce em parentes de 1°
ou 2° graus

Mulheres com < 55
anos

2 ou mais fatores de risco | Tabela seguinte Sim N&o [
em hipercolesterolemia
familiar
Fatores de Risco em Hipercolesterolemia Familiar
Critério Parametro Presenca
Idade Mulher > 40 anos Sim (1 N&o
Homem > 30 anos
LDL-C > 250 mg/dL Sim [1 Néo
Sexo Masculino Sim (1 N&o
Tabagismo Tabagismo atual Sim (1 Néo
Historia de 1Co precoce | Parentes de 1° grau Sim (1 N&o
Masculino < 55 anos
Feminino < 65 anos
Sindrome metabdlica Circ abdominal > esperado | Sim [| Né&o
para idade ou IMC > 30 ou
Pgs + 2 dos seguintes
- TG >+ 150 mg/dL ou tto
-HDL
< 40 mg/dL homens
< 50 mg/dL mulheres
- HAS
>+ 130 mmHg ou Pgs
>+ 85 mmHg ou Pgs ou tto
- Glicemia plasmatica
Glicemia > 100 mg/dL
Diagndstico de DM tipo |1
HDL < 40 mg/dL em homens Sim (1 N&o
< 50 mg/dL em mulheres
HAS PA > 140/90 mmHg Sim [1 Néo
Lipoproteina(a) > 60 mg/dL Sim [| Né&o
Exame fisico Xantomas Sim (1 Néo
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APENDICE IV
Caracteristicas gerais dos membros da familia de Papanduva-SC
Anos de

Individuo | Fumante | estudo | Exercicio | Ansiedade | Depressao
1 Sim 3 Minimo Sim Sim
2 Néo 3 Minimo | Tendéncia Sim
3 Sim - Minimo - -
4 Sim 0 Moderado SSS SSS
5 Sim 4 Moderado Sim SSS
6 Né&o 4 Moderado Sim Tendéncia
7 Sim 4 Moderado Sim SSS
8 Sim 4 Minimo SSS SSS
9 Né&o 4 Moderado SSS SSS
10 Sim 2 Moderado SSS SSS
11 Sim 3 Minimo Sim Tendéncia
12 Sim 3 Minimo Sim SSS
13 Sim 2 Ativo Sim Sim
14 Sim - Minimo SSS SSS
15 Sim 2 Moderado Sim Sim
16 Sim 2 Moderado Sim SSS
17 Sim 3 Moderado Sim SSS
18 Nao 4 Moderado SSS SSS
19 Sim 12 Moderado SSS SSS
20 Sim 8 Moderado Sim SSS
21 Nao 10 Moderado Sim Sim
22 Néo 12 Moderado Sim Tendéncia
23 Né&o 8 Moderado Sim Sim
24 Néo 8 Ativo Sim SSS
25 Né&o 8 Minimo | Tendéncia SSS
26 Nao 12 Ativo Sim Tendéncia
27 Néo 3 Moderado Sim SSS
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28 Né&o 6 Moderado Sim Tendéncia
29 Néo 5 Moderado Sim Sim
30 Sim 4 Moderado SSS Tendéncia
31 Néo 5 Moderado Sim Sim
32 Sim 8 Ativo Tendéncia SSS
33 Sim 4 Moderado | Tendéncia SSS
34 Néo 7 Ativo Sim Sim
35 Né&o 0 Moderado Sim Tendéncia

CT: Colesterol Total; SSS: Sem sintomas significativos. * Apresentavam

dislipidemia.
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APENDICE V
Caracteristicas gerais dos membros da familia de Bom Despacho-MG
Anos de

Individuo | Fumante | estudo | Exercicio | Ansiedade | Depressao
36 Né&o 4 Moderado | Tendéncia SSS
37 Néo 4 Minimo Sim Tendéncia
38 Sim 7 Minimo | Tendéncia SSS
39 Né&o 10 Moderado Sim SSS
40 Sim 8 Minimo Sim Tendéncia
41 Né&o 12 Minimo Sim Sim
42 Néo 5 Moderado SSS SSS
43 Nao 12 Moderado Sim Tendéncia
44 Né&o 12 Moderado | Tendéncia SSS
45 Néo 8 Moderado Sim SSS
46 Nao 12 Moderado Sim SSS
47 Sim 12 Moderado Sim SSS
48 Nao Ativo Tendéncia SSS
49 Né&o Moderado SSS SSS
50 Nao 16 Minimo | Tendéncia SSS
51 Né&o 13 Minimo Sim SSS
52 Nao 9 Ativo Tendéncia SSS
53 Né&o 12 Minimo SSS SSS
54 Nao 2 Moderado | Tendéncia SSS
55 Né&o 3 Moderado | Tendéncia SSS
56 Nao 16 Ativo Tendéncia | Tendéncia
o7 Né&o 16 Moderado Sim SSS
58 Nao 4 Moderado - -
59 Nao 6 Moderado SSS Tendéncia
60 Nao 9 Moderado SSS SSS
61 Né&o 12 Moderado Sim SSS
62 Nao 16 Moderado SSS SSS
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63 Nao 8 Ativo SSS SSS

64 Néo 2 Moderado | Tendéncia SSS

65 Nao - Moderado - -

66 Nao 9 Ativo SSS SSS

67 Ndo 2 Minimo Sim Sim
68 Sim 4 Ativo Sim Tendéncia
69 Nao 4 Moderado | Tendéncia SSS

70 Nao 8 Moderado Sim Tendéncia
71 Nao 2 Ativo Sim Tendéncia
72 Néo 4 Moderado | Tendéncia | Tendéncia
73 Sim 4 Moderado Sim Sim

74 Sim 8 Minimo SSS SSS
75 Nao 12 Moderado | Tendéncia SSS

76 Nao 14 Moderado | Tendéncia SSS

77 Né&o 14 Moderado Sim SSS

78 Nao - Moderado Sim SSS

79 Sim 12 Moderado SSS SSS

80 Nao 10 Minimo Sim SSS

81 Nao 12 Moderado | Tendéncia SSS

82 Nao 8 Ativo Sim SSS

83 Sim 2 Minimo Sim Tendéncia
84 Sim 6 Moderado Sim Tendéncia
85 Sim 2 Moderado SSS SSS

86 Nao 8 Moderado | Tendéncia | Tendéncia
87 Né&o 4 Moderado SSS SSS

88 Nao 6 Moderado | Tendéncia SSS

89 Nao 12 Moderado SSS Tendéncia
90 Nao 14 Ativo SSS SSS

91 Nao 14 Minimo SSS SSS

92 Nao 8 Ativo SSS SSS

93 Nao 5 Moderado SSS SSS
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94 Sim 4 Ativo SSS SSS
95 Né&o 12 Ativo Sim SSS
96 Né&o 8 Minimo SSS SSS
97 Né&o 8 Minimo SSS SSS
98 Né&o 6 Minimo SSS SSS
99 N&o 11 Moderado SSS SSS
100 Nao 6 Ativo Tendéncia SSS
101 Né&o 16 Moderado Sim SSS
102 Sim 5 Ativo SSS SSS
103 Né&o 5 Ativo SSS SSS
104 Nao - Moderado SSS SSS
105 Nao - Moderado SSS SSS
106 Nao 4 Moderado SSS SSS
107 Nao 10 Moderado | Tendéncia SSS
108 Nao 3 Moderado SSS SSS
109 Nao 3 Moderado SSS SSS
110 Nao 2 Moderado SSS SSS
111 Nao 2 Moderado SSS SSS
112 Nao 3 Moderado SSS SSS
113 Nao 12 Moderado Sim Tendéncia
114 Sim 4 Moderado | Tendéncia SSS
115 Sim 6 Minimo SSS Tendéncia
116 Nao 4 Ativo Tendéncia SSS
117 Né&o 8 Ativo SSS SSS
118 Nao - Moderado SSS SSS
119 Nao 1 Moderado | Tendéncia | Tendéncia
120 Né&o 12 Minimo SSS SSS
121 Sim 9 Minimo | Tendéncia SSS
122 Nao 14 Moderado Sim Tendéncia
123 Né&o 3 Ativo SSS SSS

SSS: Sem sintomas significativos.
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ANEXO |

Parecer do Comité de ética em pesquisa com seres humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %fotil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Rastreamento em cascata da hipercolesterolemia familiar a partir do desenveolvimento
de um método de genctipagem e associacdo do genétipo com o fendtipo dos
pacientes.

Pesquisador: Edson Luiz da Silva

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que néo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 54585416.1.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Programa de Pos-Graduagéo em Farmacia

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.694.087

Apresentacéao do Projeto:

Trata-se do projeto de pesquisa de Edson Luiz da Silva, que objetiva padronizar um método para a
identificagéo de mutagdes causadoras de HF e, a partir dele, identificar pacientes com HF em diferentes
regides do Brasil, definir seu risco cardiovascular e associar o gendtipo com o fenétipo encontrado. A coleta
de amostras (sangue total, soro e swab bucal) sera realizada nas regides do pais onde se obtiver apoio das
Sociedades de Cardiologia, Endocrinologia e Pediatria, bem como dos profissionais responséaveis pelas
coletas. Com base em informacdes pessoais, pardmetros laboratoriais, histérico de tratamento e
genotipagem, sera feita a identificacdo dos casos indices com HF. Apds o sequenciamento dos genes
causadores de HF e, a partir das mutagdes encontradas, sera feita triagem dos parentes de 10, 20 € 30
graus dos casos indices. Sera realizada avaliagdo dos marcadores de risco para DCV, como colesteral total,
LDL-c, HDL-c, triglicerideos, glicose, LDL pequena e densa (sd-LDL), LDL oxidada (ox-LDL), AST, ALT,
ureia, creatinina, proteina C reativa de alta sensibilidade, APOB, APOA1, lipoproteina (a) (Lp(a)), através de
métodos laboratoriais. Também serdo realizadas as medidas antropométricas e a afericdo da presséo
arterial. Com a presente proposta, espera-se, criar uma rede de pesquisa sobre HF e, a

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401

Bairre: Trindade CEP: 88.040-400
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partir do método criado, aumentar o diagnostico dos pacientes brasileiros, propiciando o tratamento
adequado e diminuindo a mortalidade precoce. A amostragem sera composta por 200 participatens
suspeitos de terem HF.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Este estudo tem como objetivo central o desenvolvimento de um método para diagnostico da
hipercolesterolemia familiar através da genotipagem dos trés principais genes envolvidos com a doenca e a
realiza¢do do rastreamento genético em cascata a partir dos casos indices diagnosticados,associando as
mutacdes identificadas com o fenétipo dos individuos, evidenciando assim, a gravidade de cada mutagdo. O
estudo visa ainda, a identificac&o correta e precoce dos individuos com HF, para assim, direciona-los ao
acompanhamento e tratamento adequado.

Objetivo Secundario:

- Padronizar um método para extracéo de DNA de leucdcitos em amostras de sangue total e de células
epiteliais coletadas com swab bucal;

-Desenhar iniciadores especificos para a amplificacdo dos 18 exons do LDLR, 29 exons da APOB e 12
exons da proteina PCSKS;- Padronizar a amplificacdo dos fragmentos de DNA através da técnica de reacédo
em cadeia da polimerase (PCR);

- Purificar os fragmentos de DNA amplificados e sequencia-los para posterior comparacdo com o banco de
dados e identificacdo de mutacdes;- Triar, por meio do perfil lipidico sérico e dados clinicos, os individuos
com suspeita de hipercolesterolemia familiar (caso-indice);

- Realizar nos casos indices, a genotipagem para identificacdo de mutaces no gene LDLR;- Nos individuos
com suspeita de HF que néo forem encontradas mutagdes no LDLR, sequenciar os genes da ApoB e
PCSKY; - De acordo com as mutagdes identificadas, realizar o rastreamento genético em cascata nos
parentes de 1o, 20 e 30 graus dos acientesindices;

- Estratificar o risco cardiovascular de pacientes com diagndstico genético de HF através de afericéo das
medidas antropométricas (peso,altura e circunferéncia abdominal); afericdo da presséo arterial para
identificacéo de pré-hipertensdo ou hipertensédo graus | e |l; quantificacdo de parametros laboratoriais
(glicose, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triglicerideos, PCR-as, AST, ALT, ureia e creatinina,
insulina, Apo A, Apo B, Lp (a), ox-LDL);

- Associar o genoétipo com o fendtipo do paciente.

- Comparar os resultados hioguimicos entre os pacientes com e sem HF comprovada geneticamente.

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria ll, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairre: Trindade CEP: 38.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep_propesq@contato.ufsc.br

Pagina 02 de 05



237

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %foﬂl

Continuac&o do Parecer: 1,694 087

- Espera-se diagnosticar cerca de 20 casos-indices nos estados de Santa Catarina, Minas Gerais e Séo
Paulo, ou seja, 20 familias serdo triadas em cascata para a identificacdo de novos casos de
hipercolesterolemia familiar através da metodologia desenvolvida no laboratério.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos para os voluntarios se resumem a dor e desconforto durante a puncéo para coleta de
sangue.Todos os dados seréo sigilosos e mantidos por 5 anos, quando seréo liminados.Todos os cuidados
de biosseguranca para prevencéo e minimizacdo de riscos inerentes as atividades realizadas seréo tomados
durante todo o periode da pesquisa, visando protecéo a saude, preservacdo do ambiente e qualidade dos
resultados obtidos.

Beneficios:

A partir do diagndstico definitivo de HF, sera possivel fazer a estratificacdo do risco
cardiovascular,nutricional, de habitos de vida e psicoldgico destes pacientes e assim, providenciar
tratamento e acompanhamento adequado, diminuinde entéo, a morbidade e mortalidade destes pacientes.
Além disto, a partir da identificacdo dos casos indices, sera possivel fazer o rastreamento em cascata dos
familiares, facilitando o diagnéstico e

tratamento precoce da HF.

Comentarios e Consideracbes sobre a Pesquisa:
N&o tenho comentérios.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatodria:

O projeto de pesquisa, TCLE e TALE e folha de rosto estéo presentes. Ndo ha, porém, declaracGes das
instituicdes onde serdo coletados os dados.

Recomendacdes:

Néo tenho.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

O projeto sé tem a liberac&o para coletar dados nos dois locais para os quais foram apresentadas
declaraces de ciéncia e consentimento.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacdo
Informacgdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 17/07/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 682769.pdf 20:00:27
Qutros Respostas_pendencias.pdf 17/07/2016 |Heloisa Pamplona Aceito
19:57:49 | Cunha

Outros IPAQ.pdf 17/07/2016 |Heloisa Pamplona Aceito
19:56:22 [Cunha

QOutros Registro_alimentar.pdf 14/07/2016 |Edson Luiz da Silva Aceito
17:37:04

Qutros Questionario_geral.pdf 14/07/2016 |Edson Luiz da Silva Aceito
17:36:29

Or¢amento Orcamento.pdf 14/07/2016 |Edson Luiz da Silva Aceito
17:32:44

Projeto Detalhado / |Projeto_Hipercol_Familiar_2.pdf 14/07/2016 |Edson Luiz da Silva Aceito

Brochura 17:31:28

Investigador

TCLE/ Termos de | Termo_de_Assentimento_Hipercol.pdf 14/07/2016 |Edson Luiz da Silva Aceito

Assentimento / 17:27:44

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de | Termo_de_consentimento.pdf 14/07/2016 |Edson Luiz da Silva Aceito

Assentimento / 17:27:28

Justificativa de

Auséncia

Cronograma Cronograma_do_projeto.pdf 14/07/2016 |Edson Luiz da Silva Aceito
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ANEXO Il

Cddigo genético

Cadigo (1 letra) Cadigo (3 letras) Aminoécido
A Ala Alanina
R Arg Arginina
N Asn Asparagina
D Asp Aspartato
C Cys Cisteina
Q GlIn Glutamina
E Glu Acido glutamico
G Gly Glicina
H His Histidina
| lle Isoleucina
L Leu Leucina
K Lys Lisina
M Met Metionina
F Phe Fenilalanina
P Pro Prolina
S Ser Serina
T Thr Treonina
w Trp Triptofano
Y Tyr Tirosina
\ Val Valina




