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RESUMO

A Hipercolesterolemia Familiar (HF) é uma doenca genética de transmissao autossémica
dominante, sendo, porém uma doenca subdiagnosticada e subtratada. O objetivo desse
estudo foi avaliar os parametros do perfil lipidico, inflamatério e hemostatico em
portadores de HF comparando os individuos tratados (estatina + ezetimiba) com os ndo-
tratados. Neste estudo foram selecionamos casos-indices de HF atendidos no ambulatorio
de Endocrinologia da Prefeitura de Bom Despacho, com diagnéstico clinico definitivo,
provavel e possivel pelos critérios de Simon Broome e Dutch MEDPED e, subsequente foi
feito o rastreamento em cascata dos familiares com valores de colesterol presente na
lipoproteina de baxio peso molecular (LDLc) > 190 mg/dL em adultos e > 160 mg/dL em
criancas. O estudo incluiu 80 pacientes de 3 a 85 anos de idade, de ambos 0s sexos,
distribuidos em 02 grupos de tratados (T= 53) e ndo-tratados (NT= 27). O perfil lipidico,
colesterol total (CT), colesterol presente na lipoproteina de alto peso molecular (HDLc) e
triglicérides (TG), foi determinado pelo método Enzimatico Colorimétrico e, LDLc pela
equacdo de Friedwald, a proteina c reativa ultrassensivel (PCRus) pelo Teste Répido
Quantitativo, a proproteina convertase subtilisina/kexina 9 (PCSK9) por ELISA, e o teste
de geracgdo de trombina (GT) pelo método do Calibrated Automated Thrombogram (CAT).
As analises estatisticas foram realizadas pelo programa Minitab versdo 2017. Diferencas
significativas foram observadas quanto ao tratamento e sexo para o perfil lipidico, as
mulheres ndo-tradas apresentaram maiores niveis de CT, LDLc e Ndo-HDL e, quando
tratadas, maiores niveis de HDLc e TG que 0s homens. Quanto ao uso da terapia hormonal,
as mulheres em uso, apresentaram elevacdo significativa dos parametros de hemostasia e
da PCRus em relacdo as ndo usuarias. Na analise de comparacdo entre faixas etarias, 0s
individuos mais idosos se apresentaram mais hipercoagulaveis e com valores mais altos de
forma significativa para 0 TG e PCSK9. E, a PCSK9 se correlacionou positivamente com
os parametros do perfil lipidico e hemostasia nos grupos T e NT. Em sintese o uso da

terapia combinada mostrou-se superioridade na reducéo do perfil lipidico e hemostatico.

Palavras-chave:  Hipercolesterolemia  familiar. PCSK9. Inflamagdo. Terapia

farmacolodgica. Geracéo de trombina.



ABSTRACT

Familial Hypercholesterolemia (FH) is a genetic disorder from an autosomal dominant
inheritance, being, however, a kind of disease sub-diagnosed and mistreated. This paper
aim to assess the parameters of lipid profile, inflammatory and homeostasis with
individuals suffering from FH by comparing patients treated (statin + ezetimibe) and those
who were no treated though. For this study FH index-cases were selected from patients
who were seen by physician at the ambulatory of Endocrinology City-hall of Bom
Despacho City, with a clinical diagnostic, probable and possible by Simon Broome &
Dutch MEDPED. In addition, a familiar screening cascade was performed for value of
cholesterol present in the lipoprotein of low molecular weight (LDLc) > 190mg/dL in
adults and > 160 mg/dL in children. This study included 80 males and females individuals
from 03 to 85 years old, distributed into two treated groups (T=53) and not-treated
(NT=27). The lipid profile, total cholesterol (TC), cholesterol present in the lipoprotein of
high molecular weight (HDLc) and triglycerides (TG), which was determined by enzimatic
colorimetric method and, LDLc by Friedwald equation, the protein C reactive ultra-
sensitive (PCRus) by rapid quantitative test, the proprotein convertase subtilisina/kexina 9
(PCSK9) by ELISA, and the thrombin generation test (TG) by Calibrated Automated
Thrombogram method (CAT). Estatistic analyses were performed by Minitab program
version 2017. Significant differences were observed concerned to the treatment and gender
towards the lipid profile, the women in the group not-treated have shown high levels of
TC, LDLc and non-HDL and, for those women who were treated, higher levels of HDLc
and TG contrary to the men. By considering hormonal therapy treatment, the women have
presented increase significant homeostasis parameters and PCRus related those women
who were not taken hormonal therapy. By comparing age group, elderly individuals have
presented more hypercoagulated and presenting a higher significant values towards TG and
PCSK9. PCSK9 has correlated positively towards the lipid profile parameters and
homeostasis in the groups T as well as NT. In summary, the use of this combined therapy

has shown a superiority reduction of lipid profile and homeostasis.

Keywords: Familial hypercholesterolemia. PCSK9. Inflammation. Pharmacological

therapy. Thrombin generation.
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1- INTRODUCAO

A Hipercolesterolemia Familiar (HF) € uma doenca genética de transmissao autossémica
dominante, caracterizada por niveis elevados da fracdo de colesterol presente na lipoproteina
de baixo peso molecular (LDLc) na corrente sanguinea, tendo como consequéncia a doenga
coronariana aterosclerotica precoce nesses pacientes, podendo resultar em infarto agudo do
miocardio e angina de peito (NORDESTGAARD et al.,, 2013; TURGEON et al., 2016;
SHARIFI et al., 2016; SILVA et al., 2016).

O diagndstico clinico da HF em adultos é baseado em elevadas taxas do LDLc acima de
190 mg/dLe colesterol total (CT) acima de 310 mg/dL; em criancas e adolescentes ndo
tratados LDLc >160 mg/dL e CT > 230 mg/dL, associado ou nao a presenca de sinais fisicos
como xantomas tendinosos, que sdo depdsitos de gordura principalmente nos tenddes
extensores das maos, tenddo de aquiles e patelar, um certo grau de arco corneano como sinal
de deposito de colesterol na regido da iris dos olhos e, historia pessoal ou familiar de doenca
coronariana aterosclerdtica precoce (NORDESTGAARD et al., 2013; SHARIFI et al., 2015;
TURGEON et al., 2016; YOUNGBLOM et al., 2016).

A principal alteracdo no metabolismo lipidico tanto na infancia quanto na adolescéncia é a
HF, representada por lesdes aterosclerdticas caracterizadas por niveis elevados de CT e LDL.c,
histéria familiar de hipercolesterolemia com morte prematura decorrente de doenca

cardiovascular em parentes de primeiro grau (DIRISAMER et al., 2003).

A avaliacdo de marcadores laboratoriais envolvidos na patogénese e evolucdo da
aterosclerose coronariana, tais como: o perfil lipidico convencional incluindo CT, LDLc,
colesterol presente na lipoproteina de alto peso molecular (HDLc), triglicerideos (TG) e a
lipoproteina (a)[Lp(a)], fazem parte do acompanhamento da HF. A pro-proteina convertase
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9), a qual interfere no ciclo bioldgico do receptor de LDLc
(LDLR) favorecendo a sua degradacdo e a proteina C reativa ultrassensivel (PCRus),
marcador inflamatdrio, sdo marcadores que podem dimensionar o risco cardiovascular em
portadores de HF (LIMA et al., 2007; HORTON et al., 2007; SOUZA et al., 2008; URBAN
et al., 2013). A doenca aterosclerotica inicia silenciosamente na infancia, progride durante a
adolescéncia e inicio da idade adulta acarretando a doenga cardiovascular (DCV) em adultos
jovens (MCMAHAN et al., 2006). Por outro lado, em pacientes com doenga vascular arterial,

ja foram reportadas alteragdes dos parametros de geracdo de trombina (GT) que refletem a
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aterosclerose (e seus fatores de risco) e vinculando-se ao risco de aterotrombose recorrente
(coronariana ou acidente vascular cerebral) conforme revisado por Ten Cate (2012).
Reforcando esta afirmativa, Smid et al. (2013) reportaram que pacientes com infarto agudo
do miocéardio (IAM) apresentaram aumento de GT comparados aos controles. Ainda, em
consonancia com estudos prévios, pacientes com hipertensdo, conhecido fator de risco para
doencas cardiovasculares, apresentaram aumento do potencial de geracéo de trombina quando
comparados aos controles normais (ELIAS et al., 2019). Entretanto, os estudos com foco em
alteracbes hemostaticas e doencas cardiovasculares sdo limitados e carecem de estudos

adicionais.

Os portadores da doenca do sexo masculino, se nao tratados farmacologicamente, mais de
50% deles irdo apresentar um episddio coronariano antes dos 60 anos de idade (CTTC, 2010;
NORDESTGAARD et al., 2013). Com o tratamento, essas taxas diminuem chegando a
equivaler a incidéncia igual a uma populacdo normal. Em um estudo de meta-analise, foi
observado que com 0 uso das estatinas obteve-se melhor eficacia e seguranca na reducao do
LDLc de 2-3 nmol/L (36-54 mg/dL) com o tratamento farmacoldgico, reduzindo os riscos de
eventos cardiovasculares em 40-50% (Cholesterol Treatment Trialists’Collaboration 2010).

O tratamento farmacoldgico da HF baseia-se fundamentalmente na reducdo intensiva do
LDLc. A recomendagdo para tratamento de primeira linha seria o uso de estatinas de meia-
vida longa em doses mais elevadas (Rosuvastatina, Atorvastatina). As estatinas sdo drogas
gue atuam inibindo a 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A redutase (HMG-CoAredutase) a
etapa limitante da sintese do colesterol intracelular (VAUGHAN et al., 2004). Em resposta a
reducdo de colesterol livre nos hepatocitos, é produzida a ativacdo da via sterol regulatory
element-binding protein 2 (SREBP 2) que aumentam a transcri¢ao e a expressdo do gene do
receptor de LDLc e um aumento da quantidade de receptores funcionais no hepatdcito
(VAUGHAN et al., 2004).

A ezetimiba é outro farmaco que atua inibindo a absorcdo de colesterol na borda em
escova do intestino delgado, através da interagdo com a proteina transportadora intestinal de
esterois Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1-L1), promovendo com isso a reducdo do aporte de
colesterol do intestino para o figado, e portanto, a carga de colesterol dos quilomicrons (GE et
al., 2008; DAVIS et al., 2011). O uso dessas duas classes de medicamentos esta aprovado em
criancas portadoras de HF (CASTRO & OLIVEIRA, 2009; SBC, 2012). Como tratamento
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adicional, inclui os sequestrantes de acidos biliares, acido nicotinico, que ndo fardo parte deste
estudo devido a baixa efetividade na pratica clinica (CASTRO & OLIVEIRA, 2009). Cumpre
ressaltar ainda a dificuldade de encontra-los no mercado brasileiro (sequestrantes de acidos
biliares) e seus efeitos adversos gastrointestinais muito intensos em criangas no caso do acido
nicotinico, como miopatia, hiperuricemia e insuficiéncia hepatica fulminante (CASTRO &
OLIVEIRA, 2009).

Embora a triagem de individuos com risco de doenca arterial coronariana (DAC) por
meio de dosagens de lipideos e lipoproteinas, fatores de risco modificveis, ja seja realizada
na préatica clinica, estudos adicionais envolvendo novos biomarcadores podem trazer insights
no que se refere a predicdo de maior risco de DAC. O advento de novos marcadores de risco
de DAC pode ser vantajoso do ponto de vista social, epidemiolégico e econémico. Neste
contexto, o presente estudo espera contribuir para um melhor entendimento sobre as
alteracdes lipidicas, particularmente da PCSK9, e do potencial de geracdo de trombina,

parametros ainda pouco explorados, e a relacdo destes com a HF.
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2 - FUNDAMENTO TEORICO
2.1 - Lipideos e Metabolismo

O colesterol da dieta, apds sofrer acdo dos &cidos biliares formando micelas, é absorvido
nos enterdcitos da por¢do do jejuno médio e ileo terminal do intestino delgado na presenca da
proteina transportadora do colesterol, a NPC1-L1, situada na por¢do apical da membrana na
borda em escova dessas células. Os TG dietéticos sdo digeridos no duodeno e absorvidos no
ileo proximal por meio da acéo das lipases pancreéticas e intestinais e, na presenca de acidos
biliares, eles sdo hidrolisados em glicerol, monoglicérides e acidos graxos. Apds a absorcao,
os lipideos sdo agrupados novamente nas células epiteliais intestinais por meio da proteina de
transferéncia microssémica (MTP) no reticulo endoplasmatico dos enterdcitos. A combinacéo
de triglicérides, colesterol, fosfolipideos e apolipoproteina B-48 (apo-B48) formam os
quilomicrons. Os quilomicrons sdo rapidamente captados através dos receptores hepaticos, 0s
quais reconhecem a apo-B48 e a apolipoproteina E (apo-E), onde serdo utilizados para a
formacdo do colesterol presente na lipoproteina de muito baixo peso molecular (VLDLc)
(BAYNES & DOMINICZAK, 2005; TIETZ, 2008; SBC, 2017) Figura 01.

Com a lipdlise progressiva, 0 VLDLc se transforma em colesterol presente na lipoproteina
de peso molecular intermediario (IDLc) e subsequente em LDLc. Os TG presentes no VLDLc
e LDLc sédo posteriormente removidos pela proteina de transferéncia de ésteres de colesterol
(CETP) que troca pelos ésteres de colesteril do HDLc. Embora quase todas as células
expressem receptores para LDLc, a maior parte do LDLc retorna para o figado através do
LDLR, que reconhece a apolipoproteina B100 (apo-B100) presente no LDLc (BAYNES &
DOMINICZAK, 2005; TIETZ, 2008; SBC, 2017) Figura 01.
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Figura 01- Metabolismo dos lipideos
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Figura 01 - Ciclos de transporte de lipides no plasma. As lipoproteinas participam de trés ciclos basicos de transporte de lipides
no plasma: (1) ciclo exégeno, no qual as gorduras sao absorvidas no intestino e chegam ao plasma, sob a forma de quilomicrons,
e, apos degradacéo pela lipase lipoproteica (LPL), séo direcionadas ao figado ou tecidos periféricos; (2) ciclo endégeno, em que
os lipideos hepaticos se direcionam aos tecidos periféricos; a VLDL é secretada pelo figado e, por agdo da LPL, transforma-se em
IDL e, posteriormente, em LDL, a qual carreia os lipides, principalmente o colesterol, para os tecidos periféricos; (3) transporte
reverso do colesterol, os lipideos, principalmente o colesterol dos tecidos, retorna ao figado; as HDL nascentes captam colesterol
ndo esterificado dos tecidos periféricos pela acdo da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), formando as HDL maduras; por
meio da CETP, ocorre também a transferéncia de ésteres de colesterol da HDL para outras lipoproteinas, como as VLDL. AGL:
acidos graxos livres; HPL: lipase hepéatica. Fonte: Segundo Atualizagdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencédo da

Aterosclerose, 2017.

2.2- Estrutura e papel fisiologico da PCSK9 no metabolismo do LDLc

A PCSK9 foi descoberta no ano de 2003, pelo pesquisador Seidah e, tendo sido
inicialmente nomeada NARC-1. Tal proteina pertence a familia proproteina convertase, sendo
0 nono membro da mesma, por tal motivo foi nomeada como PCSK9 (SEIDAH et al., 2003;
HORTON et al., 2007; URBAN et al., 2013; CORRAL, 2014 ). A PCSK9 é um zimogénio de
692 aminoacidos dos quais os residuos de 1 a 30 constituem o peptideo sinal. O restante dela
é dividido em trés dominios: o pré-dominio (N-terminal), o dominio catalitico e um dominio
C-terminal rico em histidina e cisteina. O dominio catalitico € mediado por interacdo direta
com o fator de crescimento epidermal (EGF). O dominio C-terminal € necessario pela sua
capacidade de induzir a degradacdo do LDLR. O papel do dominio C-terminal é fortemente
apoiado por dados usando um anticorpo monoclonal dirigido contra o dominio C-terminal,

que inibe a capacidade da PCSK9 de degradar o LDLR nas células e, diminui o LDLc
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plasméatico em macacos Cynomolgus (NI et al., 2010; SCHIELE et al., 2014; SCHULZ &
SCHUTLER, 2017). Sua sintese ocorre em muitos tecidos, mas principalmente no figado e
intestino delgado (ABIFADEL et al., 2003; HORTON et al., 2007; LAMBERT et al., 2012;
URBAN et al., 2013; LEREN, 2014) Figura 02.

Figura 02— Representagdo da estrutura da PCSK9
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Figura 02- Estrutura da protéina PCSK9. A PCSK9 compreende de um peptideo sinal (SP) com 1-30 aminoécidos, um pro-
dominio (aminoacidos de 31-152), dominio catalitico (amino&cidos de 153-421) e um dominio C-terminal (aminoacidos de
422-692). O peso molecular da pr6-PCSK9 é 75 kDa, e da forma madura de 62 kDa. Apés a clivagem autocatalitica no
reticulo endoplasmético, o pré-dominio é separado do de 62 kDa, a PCSK9 proteina madura, e, ambos séo secretados apds a
formacéo do complexo pro-seguimento PCSK9. SP- peptideo sinal. PCSK9- proproteina convertase subtilisina/Kexina tipo9.
Fonte: Segundo Journal of Atherosclerosis and Thrombosis, 2017.

O mecanismo pelo qual a PCSK9 reduz a atividade do LDLR foi elucidado por Lagace e
cols. em 2006, quando demonstraram que a PCSK9 circulante se liga ao LDLR e ao LDLc
para ser internalizado pela célula. Normalmente, o LDLR liga-se ao LDLc removendo-o da
circulacdo mediando a sua endocitose através de fossetas revestidas com clatrina. O pH baixo
dos endossomos faz com que o LDLR se dissocie do LDLc e retorne para a superficie celular
enquanto a particula de LDLc é degradada nos lisossomos e, o colesterol é utilizado pela
célula. Quando o LDLR se liga ao LDLc com a participacdo da PCSK9, também é endocitado
pelo mesmo mecanismo dependente de clatrina, porém a ligacdo da PCSK9 e LDLR em meio
acido é mais forte e, entdo, ocorre a degradagdo lisossomal de todo o complexo (LDLc +
LDLR + PCSK9) (STEIN & RAAL, 2014; MCKENNEY & FAHA, 2015; SCHULZ &
SCHLUTER, 2017) Figura 03.
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Figura 03 — Mecanismo de a¢do da PCSK9 no LDLR
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Figura 03 - Mecanismo da participacdo da PCSK9 no LDLR. A PCSK9 circulante que se liga ao LDLR e sofre
endocitose e degradagdo lisossomal do receptor. Enquanto, se a PCSK9 nao ligar ao LDLR, este sofre endocitose,
é reciclado e retorna a superficie das células para novas captagoes de LDLc.Fonte: Segundo Caltag Medsystems,

PCSKO9 — Target for the next blockbooster drug, 2014.

A PCSKO9 ¢ codificada pelo gene PCSKO9, localizada no cromossomo 1p32.3, com 22-Kb
de comprimento e 12 exons. A transcricdo dessa pro-proteina € modulada pelo fator de
transcricdo SREBP2, sendo o mesmo fator de transcri¢do para LDLR, demonstrando a auto-
regulagdo na homeostase do colesterol intracelular, prevenindo a captagdo excessiva de
colesterol pelo LDLR (URBAN et al., 2013) Figura 04.

Figura 04- Esquema de auto-regulagéo de colesterol intracelular
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Figura 04- Esquema de auto-regulagdo da homeostase do colesterol intracelular. O baixo nivel de colesterol intracelular ativa a via
SREBP-2 mediando a expressdo de LDLR, ocasionando o aumento da captacdo hepética de LDLc. Concomitantemente, SREBP-2
induz a expresséo da PCSK9, aumentando a degradagdo hepéatica de LDLR, prevenindo entéo a captagdo excessiva de colesterol para

preservar a homeostase. Fonte:Modificado segundo Journal of the American College Cardiology, 2013.
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2.3 — Hipercolesterolemia Familiar

A HF é uma das causas genéticas mais comuns que pode levar a DAC devido aos altos
niveis de LDLc circulante, os quais levam ao rdpido desenvolvimento de aterosclerose
precoce. Na pratica, a HF esta sendo diagnosticada no momento em que o individuo, na idade
adulta jovem, apresenta algum evento cardiovascular. Os pacientes com HF requerem
tratamento farmacoldgico criterioso, as vezes com associa¢do de multiplas drogas para reduzir
os niveis de LDLc (NORDESTGAARD et al., 2013; TURGEON et al., 2016).

A prevaléncia mundial da forma heterozigotica é estimada numa proporcao 1:200 a 1:500
individuos e a forma homozigdtica, que € a mais rara, encontra-se numa prevaléncia em torno
de 1:300.000 a 1:1.000.000, sendo esta a forma mais grave da doenca (GOLDSTEIN et al.,
2001; AUSTIN et al., 2004; NORDESTGAARD et al., 2013). No Brasil, estima-se que
existam entre 402.000 a 607.000 casos de HF e que menos de 1% sdo diagnosticados e
tratados apropriadamente (JANNES et al., 2015; SILVA et al., 2016).

As mutacdes genéticas conhecidas até o0 momento que podem causar a HF sdo: 1) mutacao
no gene que codifica 0 LDLR nos hepatdcitos (MOLTUSKI et al., 1989). Mais de 1.800
mutacdes sdo descritas neste receptor, representando 85-90% dos casos de HF em todo mundo
(LEIGH, 2008; COOPER, 2011); 2) mutacdo no gene que codifica a apoB-100, neste caso o
LDLR nédo reconhece a apoB-100 como ligante e, o LDLc néo € endocitado, aumentando seus
niveis na corrente sanguinea (SORIA et al., 1989; WHITFIELD et al., 2004) e; 3) mutacdo
com ganho de func¢do da familia do gene da pré-proteina convertase, cujo produto é a PCSKO.
Esta codifica a proteina convertase reguladora de apoptose neural 1 (NARC1) e, participa do
catabolismo do LDLR e, com isso, ocorre uma degradacdo acelerada do receptor, impedindo
0 catabolismo adequado do LDLc (SEIDAH et al., 2003; ABIFADEL et al., 2003; URBAN et
al., 2013; CORRAL, 2014). Independente das mutacdes genéticas que dificultam o
metabolismo do LDLc (LDLR, apo-B e PCSKJ9), o fenétipo clinico serda sempre de valores
elevados da fracdo LDLc (PEREIRA et al., 2012).

2.3.1 - Diagnostico da HF

O diagnostico clinico da HF e baseado em sinais clinicos de depdsito de colesterol
extravascular, como a presenca de xantomas tendinosos e/ou arco corneano (Figuras 05 e 06).
Contudo, também é dosado o perfil lipidico, a anamnese do paciente como o histdrico familiar

positivo para DCV prematura e ainda, a presenca de niveis elevados de colesterol em
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familiares. Os testes genéticos sao utilizados para confirmagdo do diagndstico, tendo em vista
que a presenca dos sinais clinicos, apesar de levantar grande suspeita de HF, muitas vezes nao
resulta em um diagnostico correto (BOUHAIRIE & GOLDBERG, 2015).

Figura 05— Xantoma tendinoso em tenddo de aquiles — Fonte:
Harrison — Principios de Medicina Interna, 192 Ed, 2016.

Figura 06- Arco corneano. Fonte: SBC 2012

Existem trés critérios diagnésticos clinicos para HF: o Dutch Lipid Clinic Network
(DLCN), US Make Early Diagnosis Prevent Early Death Program (US MEDPED) e o Simon
Broome Register Group (SB), em que o escore é calculado a partir de dados especificos
considerando as caracteristicas clinicas do paciente. Embora ndo esteja disponivel até o
momento uma validacdo para a classificacdo da HF na populacdo brasileira, € recomendada
pela | Diretriz Brasileira de HF, a Dutch MEDPED (juncdo do critério DLCN e US
MEDPED) com inclusdo dos critérios de Simon Broome Register Group. O escore DLCN
leva em consideracdo o histdrico familiar ou pessoal de DAC prematura, sinais fisicos e,
niveis elevados de LDLc e, sugere ainda analise genética se a pontuacdo for > 5. O
diagnostico definitivo de HF é dado quando o escore for > 8 (SBC, 2012; CATAPANO et al.,
2017). Os critérios de diagndsticos para a HF, baseados nos critérios da Dutch MEDPED

foram os seguidos neste estudo, conforme tabela 01, abaixo.
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Tabela 01: Critérios diagndsticos para a HF, baseado nos critérios da Dutch Lipid Clinic
Network (DLCN)

Parametro Pontos

Histdria familiar

- Parente de 1° grau portador de doenca vascular/coronaria prematura
(homem < 55 anos, mulher < 60 anos)OU
- Parente adulto de 1° ou 2° grau com colesterol total > 290 mg/dL* 1

- Parente de 1° grau portador de xantoma tendinoso e/ou arco corneano OU
- Parente de 1° grau < de 16 anos com colesterol total > 260 mg/dL* 2

Historia clinica

- Paciente portador de doenca arterial coronaria prematura

(homem < 55 anos, mulher < 60 anos) 2
- Paciente portador de doenca arterial cerebral ou periférica prematura
(homem < 55 anos, mulher < 60 anos) 1
Exame fisico

Xantoma tendinoso 6

Arco corneano< 45 anos

Nivel de LDLc (mg/dL)

> 330 mg/dL

250 - 329 mg/dL

190 - 249 mg/dL

| Ww| o1

155 - 189 mg/dL

Andlise do DNA

Presenca de mutacdo funcional do gene do receptor de LDLc, da apo-B100 ou da PCSK9* 8

Diagnostico de HF

certeza se 8

provavel se 6-8

possivel se 3-5

* Modificado do Dutch MEDPED, adotando critério presente na proposta do SimonBroome Register Group.
2.3.2 - Rastreamento em cascata

A estratégia de melhor custo-efetivo para o diagnostico de HF € o rastreamento em cascata,
o0 qual consiste em rastrear as mutagcdes em parentes de primeiro grau de individuos em que a
mutacdo causal para HF tenha sido identificada. Os individuos diagnosticados como portadores
de HF por meio de teste genético sdo chamados de casos-indice, sendo, a partir deles rastreados
0s parentes de primeiro grau e, subsequentemente, 0os demais parentes (segundo e terceiro
graus), com abordagem genética combinada a analise de exames do perfil lipidico dos
familiares suspeitos, exame fisico com pesquisa de sinais clinicos da HF (xantomas, arco
corneano). Como primeira abordagem pode-se também realizar o teste genético no qual se
busca a mesma alteracdo do caso-indice (LEREN et al., 2004; KLOSE et al., 2014).
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2.3.3 - Metabolismo da LDLc na HF

A LDLc é a fracdo do colesterol que se apresenta mais elevada na HF. Sendo composta
por ésteres de colesterol e, uma parte proteica, apo-B100, que corresponde a 25% de sua
massa, sendo reconhecida por receptores celulares. As LDLc sédo resultantes da degradacéo da
VLDLc, ricas em triglicérides, na superficie dos capilares as quais sofrem lipdlise continua
pela acéo da lipase lipoproteica (PEREIRA et al., 2012).

Brown & Goldstein (1976) descreveram ainda nesta década, a existéncia da endocitose
da LDLc mediada por receptor e, os defeitos que resultavam na deficiéncia da funcdo dos
receptores, a hipercolesterolemia. Mutagdes genéticas afetam o LDLR, resultando em

diminuicdo da endocitose desta lipoproteina e, associacdo com HF (CIVEIRA et al., 2004).

Em condi¢bes de baixa funcdo do LDLR hepatico, a sintese de novo do colesterol é
aumentada por ativagdo da via SREBP-2 para compensar a baixa captacdo de LDLc. Esta
situacdo resulta em um aumento concomitante na secrecdo da PCSK9, como evidéncia pelos
elevados niveis de PCSK9 em individuos com HF (RAAL et al., 2013; LAGACE, 2014).

2.3.4 - Mutacdo no LDLR

O gene que codifica o receptor humano para LDLc compreende aproximadamente 45 mil
pares de bases de DNA e localiza-se no cromossomo 19. Moltuski et al. (1989) detectaram
pela primeira vez uma mutagdo no braco curto do cromossoma 19, sendo determinado como
gene de defeito, nos receptores de LDLc dos hepatdcitos. Mais de 1.800 mutacdes desse
receptor foram descritas, o que representa 85-90 % dos casos de HF em todo mundo (LEIGH,
2008; COOPER, 2011; DNA DIAGNOSTICK VOON FAMILIAIRE
HYPERCHOLESTEROLEMIA, 2011). A HF é mais comumente atribuivel a mutacdes no
gene LDLR, resultando em reducédo da sua funcgéo (parcial ou completa) com incapacidade de
remocdo do LDLc circulante. O receptor pode ser negativo ou defeituoso, dependendo do
impacto da mutacdo sobre a proteina resultante. O receptor negativo expressa pouca ou
nenhuma funcdo. O receptor defeituoso expressa isoformas de LDLR, com afinidade reduzida
ao LDLc na superficie dos hepatocitos (HOBBS et al., 1990; HOBBS et al., 1992; CIVEIRA
et al., 2004).
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2.3.5- Mutacdo na apo-B

O gene da apo-B possui 42 Kb e é formado por 29 éxons e 28 introns originando duas
isoformas de proteinas: uma pequena, denominada de apo-B48, e, uma maior denominada
apo-B100. A apo-B48 é produzida no intestino e faz parte dos quilomicrons. A apo-B100 é
sintetizada no figado e, constitui a apolipoproteina das vérias lipoproteinas,VLDLc, IDLc e
LDLc. O segundo defeito descrito, que provoca a HF, foi relacionado ao gene que codifica a
apo-B100. A mutagdo no gene da apo-B modifica a estrutura da apo-B100. Com isso, 0
LDLR néo reconhece a apo-B100 como ligante e, o LDLc ndo é captado, acumulando na
corrente sanguinea, levando a um fendtipo de HF muito semelhante ao produzido por
mutacdes em outros genes, referida como defeito familiar da apo-B (FDB, Familial Defective
apoB). Somente uma mutacdo da apo-B foi descrita até entdo, a Arg3500GIn que representa
5-10% das causas de HF (WHITFIELD et al., 2004).

2.3.6- Mutacdo da PCSK9

O terceiro defeito a ser descrito para a HF é a mutacdo do gene que codifica a expressao
da PCSK-9, com ganho de funcdo, também conhecido como HF-3 e, representa 1% das
causas de HF. Mutacbes no gene que codifica a proteina PCSK9 com ganho de funcéo,
participam do catabolismo do LDLR, ocasionando uma degradacdo acelerada do receptor,
impedindo a captacdo adequada do LDLc da corrente sanguinea (SEIDAH et.al, 2003;
ABIFADEL et al., 2003, URBAN et al., 2013; AWAN et al., 2014).

A partir desta descoberta, muitas outras alteracdes genéticas de ganho de funcdo foram
identificadas, 20 diferentes mutacdes ja foram descritas e, além de numerosas mutacdes de
perda de funcdo, as quais foram relacionadas com baixas concentra¢@es plasmaticas de LDLc.
Assim, pode-se estabelecer uma relacdo entre a participacdo da PCSK9 na metabolizacédo dos
lipideos, aumentando ou diminuindo a degradacdo do LDLR dependendo do nivel de
colesterol intracelular. Baixos niveis de LDLc intracelular em reposta ao tratamento com
estatinas ativa a via do SREBP-2, resultando em co-expressdo do LDLR e da PSCK9
(ABIFADEL et al., 2003; SEIDAH et al., 2003; URBAN et al., 2013; NORDESTGAARD et
al., 2013; AWAN et al., 2014).
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2.4 - Tratamento Farmacolégico

A indicagdo do tratamento farmacoldgico para HF ocorre quando as concentragdes de
LDLc sdo maiores que 190 mg/dL, de forma isolada sem manifestacdo prévia de doenca
cardiovascular, apos aplicacdo de medidas de estilo de vida saudavel. Individuos com LDL¢ >
160 mg/dL, mas que apresentam fatores de risco cardiovascular, devem ser tratados.
Considerando os altos niveis de colesterol basal em pacientes com HF, uma reducdo de 50%
obtida com o tratamento medicamentoso € considerada de real valor terapéutico. Pacientes
com HF e que apresentam maiores riscos necessitam de uma intensificacdo da terapéutica
para alcancarem reducdes significativas de LDLc (NICE, 2008; SBC, 2012).

2.4.1- Estatinas

As estatinas sdo agentes hipolipemiantes que exercem o0s seus efeitos por meio da
inibicdo da enzima HMG-CoA redutase que € fundamental na sintese do colesterol, leva a
uma reducado do colesterol intracelular, com isso, tém-se um aumento na expressao de LDLR,
resultando também em aumento da captacdo do LDLc circulante. Existem diferencas entre as
varias estatinas no mercado, no que tange as propriedades farmacocinéticas, bem como
coeficiente de hidrofilicidade, via hepatica de metabolizacdo (principalmente a via do
citocromo-P450 e isoenzimas), meia-vida plasmatica e eficadcia na reducdo lipidica
(FONSECA, 2005), propriedades essas que fazem a diferenga para o tratamento da HF. As
estatinas de maior poténcia em reduzir os niveis de LDLc sdo as de escolha. Os efeitos
pleiotropicos sdo descritos com o uso das estatinas, como propriedades antiinflamatorias,

melhora da funcdo endotelial e beneficios na hemostasia (FONSECA, 2005).

2.4.2- Inibidores de absorcéo de colesterol intestinal

A ezetimiba inibe a absorcdo de colesterol na borda em escova do intestino delgado,
atuando seletivamente nos receptores NPC1-L1, inibindo o transporte de colesterol na forma
de quilomicrons. A inibicdo da absorcdo de colesterol, em grande parte do colesterol biliar,
leva a diminuicdo dos niveis de colesterol hepatico e ao estimulo de sintese de LDLR, com
consequente reducgéo do nivel plasmatico de LDLc, de 10% a 25%. A adigdo da ezetimiba a
estatina tem sido recomendada quando a meta de LDLc ndo é atingida com o tratamento com
estatinas (SBC, 2013).
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2.4.3- Sequestrantes de 4cidos biliares

Os sequestrantes de &cidos biliares sdo grandes polimeros que ligam os &cidos biliares
carregados negativamente e sais biliares no intestino delgado, reduzindo a absor¢éo enteral de
colesterol. Como resultado ocorre deplecdo do colesterol celular hepatico, estimulando a
sintese de LDLR e colesterol endégeno. Como consequéncia desse estimulo a sintese, pode
ocorrer aumento da producdo da VLDLc e, consequentemente, dos TG plasméticos (SBC,
2013).

2.4.4- Acido nicotinico/niacina

A niacina atua no tecido adiposo periférico, leucdcitos e células de Langerhans por meio
de sua ligacdo com um receptor especifico ligado a proteina G, 0 GPR109A. A ativacdo da
GPR109A inibe as lipases hormdénios-sensitivas nos adipécitos e, diminui a liberacdo de
acidos graxos livres na circulagdo. Em paralelo, a niacina inibe a atividade da enzima
diacilglicerol aciltransferase-2 (DGAT-2) nos microssomos dos hepatocitos e, assim, a sintese
hepética de TG. Destas a¢des resulta uma menor disponibilidade de TG intra-hepatico e, por
consequéncia, 0 aumento no catabolismo de apo-B e, menor secre¢do de VLDLc e LDLc.
Porém, seus efeitos colaterais ocasionam abandono ao tratamento (em torno de 25%), ainda
assim, ndo ha evidéncia de beneficio com esse farmaco em individuos com LDLc controlado
(SBC, 2013).

2.4.5- Inibidores da PCSK9

A funcionalidade e o nimero de LDLR expressos na superficie dos hepatécitos é
primordial para a captacdo adequada de LDLc, e, apds internalizacdo do LDLc pelo
endossomo, o LDLR tem a capacidade de retornar a superficie celular para mais captacdo de
LDLc, por 150 vezes, até que ocorra a sua degradacdo atraves da ligacdo com a PCSK9
sintetizada pelo nucleo celular e secretada pelos hepatocitos. Mutagdes com ganho de fungéo
da PCSK9 podem ocasionar hipercolesterolemia e, em contrapartida, mutagdes com perda de
funcdo desta proteina pode ocasionar o oposto, hipocolesterolemia e redugdo de DCV. Foi,
entdo, desenvolvido os inibidores da PCSK9 que previnem a ligacéo desta proteina ao LDLR
e subsequente degradacdo lisossomal do receptor aumentando a quantidade de LDLR
funcionantes na superficie dos hepatdcitos e maior depuracdo das particulas circulantes de
LDLc no plasma (WIGGINGS et al., 2018). No Brasil, dois inibidores de PCSK9 totalmente

humanizados foram aprovados para comercializacdo em 2016, na forma de injegdes
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subcutaneas a cada 02 semanas ou 01 vez por més. Esta classe de drogas apresenta reducéo
intensa nas concentracdes de LDLc em relacdo ao placebo, em média de 60%. Estudos com o
evolocumabe e alirocumabe, apresentaram beneficios em diminuir também outras
lipoproteinas pré-aterogénicas como Nao-HDL, apo-B, TG e Lp(a) e aumentar HDLc e apo-
Al (SABATINE et al., 2015; ROBINSON et al., 2015).

2.5- Cascata da Coagulacaoe marcadores da hipercoagulabilidade e sistema fibrinolitico

Em condi¢cdes normais, o sangue se mantém fluido através do equilibrio entre os
constituintes pré-coagulantes e anticoagulantes (TRIPODI & MANUCCI, 1996). A partir de
um desequilibrio entre esses mecanismos, ha um desencadeamento de rea¢bes culminando
com a formacdo do trombo e o estancamento da hemorragia (LOURENCO, 1997). Durante 50
anos, foi aceito um modelo de “cascata da coagulagdo”, segundo o qual a coagulacdo
ocorreria por meio de ativacdo proteolitica sequencial de pro-enzimas por proteases do
plasma, resultando na formacdo de trombina que, entdo, converte a molécula de fibrinogénio
em monomeros de fibrina (ZAGO et al., 2005). Com o avanco no entendimento da
coagulacao, observou-se que a hipotese da cascata ndo reflete completamente os eventos da
hemostasia in vivo (HOFFMANN, 2003a). Dessa forma, foi desenvolvido um modelo para a
hemostasia baseado em superficies celulares que substitui 0 modelo classico da cascata da
coagulagdo (PEREZ-GOMEZ & BOVER, 2007; MONROE & HOFFMAN, 2009; VINE,
2009; FERREIRA et al., 2010).

2.5.1- Modelo de cascata da coagulacdo baseado em superficies celulares

No modelo de cascata da coagulacdo baseado em superficies, o processo de coagulacdo
sanguinea é iniciado pela exposicdo de fator tissular (FT) na corrente sanguinea. O FT ndo é
expresso constitutivamente nas células endoteliais, mas estd presente nas membranas das
células ao redor do leito vascular, como células do musculo liso e fibroblastos. Dessa forma, o
FT é exposto na circulagdo sanguinea pela lesdo endotelial e de células vizinhas ou pela
ativacdo de células endoteliais ou mondécitos (NEMERSON, 1988). Nesse entendimento atual
do processo hemostatico, considera a inter-relacdo dos processos fisicos, celulares e
bioquimicos que atuam em uma série de fases: iniciacdo, amplificacdo, propagacdo e

finalizagdo, Figura 07.



Figura 07— Modelo de Coagulacédo baseado em superficies celulares
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i-Iniciacdo: o processo de coagulacdo ocorre quando as células que expressam FT em sua

superficie sdo expostas aos componentes do sangue no sitio da lesdo ( HANDIN et al., 2003;
VINE, 2009 ). O FT uma vez ligado ao fator VII (FVII), forma um complexo FT/FVII ativado
(FT/FVIIa) que vio ativar o FX e FIX (PEREZ & BOVER, 2007; MONROE & HOFFMAN,
2009; BOUCHER & TRAUB, 2009). O FXa associado ao seu cofator FVa, forma o complexo

denominado protrombinase que vai transformar a protrombina (Fator 1l) em trombina em

pequenas quantidades que ndo sdo suficientes para promover o tampdo de fibrina, mas é de

fundamental importéncia para a fase de amplificacdo da coagulacdo (HOFFMANN, 2003a;

BOUCHER & TRAUB, 2009; VINE, 2009; FERREIRA et al., 2010) Figura 07.
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ii-Amplificacdo: pequenas quantidades de trombina produzidas pelas células que expressam o
FT podem interagir com as plaquetas e o complexo FVIII/FYW. Dessa forma, inicia-se o
processo hemostatico culminando com a formacéo de fibrina estavel que consolida o tampéo
plaquetario inicial. Este processo resulta na hemostasia secundaria (HANDIN et al., 2003;
BOUCHER & TRAUB, 2009). Com a ativacdo, as plaquetas alteram a permeabilidade das
membranas, permitindo a saida de ions calcio e saida de fosfolipides com carga negativa que
atraem os fatores da coagulacéo para sua superficie, além de liberar FV parcialmente ativado
(HANDIN et al., 2003; PEREZ-GOMEZ & BOVER, 2007). A trombina formada na fase de
iniciacdo também ativa o FV e FVIII. O complexo de FVIII/FVYW dissocia permitindo que o
FVW medeie a agregacdo plaquetaria no sitio da lesdo. A trombina também ativa o FIX e FXI
na superficie da plaqueta durante essa fase. Por mecanismos quimiotaticos, os fatores séo
atraidos a superficie das plaquetas, dando inicio a fase de propagacio (PEREZ-GOMEZ &
BOVER, 2007; MONROE & HOFFMAN, 2009; VINE, 2009; FERREIRA et al., 2010)
Figura 07.

iii-Propagacao: caracterizada pelo recrutamento de um grande nimero de plaquetas para o
sitio da lesdo e pela producdo de complexos tenase e protrombinase na superficie das
plaquetas ativadas (VINE, 2009). Primeiramente, o FIX ativado durante a fase de iniciacao,
pode agora se ligar ao FVIII ativado na superficie das plaquetas formando um complexo
tenase. Uma quantidade adicional de FIXa pode também ser produzida pelo FXla ligado as
plaquetas. Como o FXa ndo pode se mover efetivamente das células que expressam FT para a
plaqueta ativada, maior quantidade de FXa deve ser produzida diretamente na superficie da
plaqueta pelo complexo FIXa/FVIilla (HOFFMAN, 2003b). Finalmente, o FXa rapidamente
se associa ao FVa ligado a plaqueta durante a fase de amplificacéo, resultando na formacéo do
complexo protrombinase, o qual converte grande quantidade de protrombina em trombina. A
trombina é responsavel pela clivagem do fibrinogénio em mon6émeros de fibrina, que
polimerizam para consolidar o tampéo plaquetario inicial (RIDDEL et al., 2007; FERREIRA
et al.,, 2010). A trombina produzida na fase de iniciacdo também ativa o fator XIIlI,
responsavel pela estabilizacdo do coagulo de fibrina e o inibidor da fibrinodlise ativado pela
trombina (TAFI), que modula a fibrinélise (GREEN, 2006) Figura 07.

iv-Finalizacdo: para controlar a disseminacdo da ativacdo da coagulacdo, intervém quatro
anticoagulantes naturais: o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), a proteina C (PC),

proteina S (PS) e a anti-trombina (AT). O TFPI é uma proteina secretada pelo endotélio, que
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forma um complexo quaternario FT/FVIla/FXa/TFPI inativando os fatores e, portanto,
limitando a coagulacdo (MALY et al., 2007). As proteinas C e S sdo dois outros
anticoagulantes naturais, dependentes de vitamina K, com capacidade de inativar os cofatores
pro-coagulantes FVa e FVIlla (SHEARER, 1995; VALEN et al., 1996). A PC quando ligada
ao receptor endotelial de proteina (EPCR) € ativada pela trombina ligada a proteina
transmembranica trombomodulina (TM) na superficie das células endoteliais intactas (OHLIN
et al.,1996 ). A PC ativada (PCa) se dissocia do EPCR tendo sua atividade aumentada pela
interacdo com outro cofator inibidor, a PS (NESHEIM, 2003). Outro anticoagulante natural €
a AT cuja atividade € inibir a trombina e outras serino-proteases, tais como FIXa, FXa, FXla e
FXlla (ELIAS et al., 1993). As células endoteliais produzem uma variedade de
glicosaminoglicanos que funcionam como sitios de ligacdo de alta afinidade para AT, que sao
cruciais para uma rapida inativacao da trombina (FRANCO, 2001a; VINE, 2009) Figura 08.

Figura 08- Sistema da proteina C ativada

Figura 08 - Sistema da proteina C ativada. A ligacéo da trombina (lla) ao receptor endotelial troboodulina (TM) modifica
as propriedades da trombina, transformando-a em um potente anticoagulante, por ativar a PC, que, juntamente com seu
cofator (PS), inativa os fatoras VIlla e Va, suprimindo a génese de trombina. EPCR “endothelial PC receptor.Fonte:

Modificada segundo Fisiologia da Coagulacéo, anticoagulacéo e fibrindlise. Medicina, Ribeirdo Preto, 34, 2001.

2.5.2- Geracdo de Trombina

A geracdo de trombina é um processo chave que determina a extensdo de um processo
trombatico. A trombina é crucial para a formagdo de um coégulo de fibrina estavel. Durante

sua vida ativa, a trombina exerce uma infinidade de ac¢Oes altamente reguladas no sangue e na
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parede do vaso, incluindo a coagulagdo do fibrinogénio. A geragao inapropriada de trombina
pode levar a processos patoldgicos, dos quais os principais sdo doencas hemorragicas ou
tromboticas. O sistema de coagulacdo é usualmente investigado por meio de dois testes
classicos de coagulacgdo in vitro, o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e tempo de
protrombina (TP), que avaliam apenas o tempo de inicio da formacdo do coagulo e nédo
refletem inteiramente o equilibrio hemostatico global (BERNTORP & SALVAGNO, 2008). O
TTPA e o TP permitem a identificacdo da conectividade entre as atividades componentes
identificadas como necessérias para a coagulacdo plasmaética e definem o conceito de vias de
coagulacdo intrinseca e extrinseca, que convergem no ponto de formacdo do complexo
protrombinase. Contudo, 0s mecanismos estabelecidos pelos testes in vitro nem sempre sdo
espelhados nas patologias humanas associadas a hemorragias ou tromboses. O teste de GT em
condigdes in vitro, que imitam mais de perto o que ocorre in vivo, leva a uma nova investigacao
do equilibrio entre pro-coagulantes e anticoagulantes em pacientes com vérios disturbios
hemostaticos. Ensaios de GT ndo sé fornecem uma avaliacdo global da hemostasia, além da
estimativa de correlacionar mais de perto com um feno6tipo de hipercoagulabilidade ou
hipocoagulabilidade quando comparado com os testes de coagulacéo tradicionais como o TP e
TTPA que ndo sdo sensiveis para avaliacdo de estado hipercoaguladvel (HEMKER et al., 2003;
BERNTORP & SALVAGNO, 2008).

2.5.3- Coagulacédo e Lipoproteinas

A ativacdo dos fatores de coagulacdo € seguida da producdo da via extrinseca (FT +
Fator Vlla + Fosfolipides + Célcio), intrinseca e comum (Fator Va + Fator Xa + Fator Il +
Fosfolipides + Calcio). Essas ativacGes sao moduladas pelo HDL. Diferente das lipoproteinas
aterogénicas, LDL e VLDL, que estimulam a secrecdo de FT e a ativacdo da via extrinseca, a
HDL por si s6 ndo estimula a secrecdo de FT a partir de células endoteliais e mondcitos, sendo
a sintese de FT estimulada pela VLDL e inibida pela HDL. A atividade inibitoria da HDL se
deve pela presenca do fator inibicdo tecidual (TFPI) presente nesta lipoproteina (LIMA &
COUTO, 2006). Moyer et al. (1998) demonstraram que, embora a trombina seja gerada na
superficie das particulas da HDL, esse processo € vinte vezes menos expressivo do que quando
ela € gerada nas superficie das particulas de lipoproteinas ricas em triglicérides. Verificou-se
também aumento da atividade da protrombinase em dislipidemias onde ha maior concentracéo
de lipoproteinas ricas em triglicérides e diminuicdo da HDL plasmética (MOYER et al., 1998;
ROTA et al.,, 1998; LIMA & COUTO, 2006). A particula de HDL também tem efeito
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anticoagulante através do estimulo da PCa, que tem importante papel na inativacéo proteolitica
dos fatores Va e Vllla da coagulacdo. O aumento da atividade da PCa é ainda maior devido ao
estimulo da PS pela HDL, ou seja, ha um efeito anticoagulante sinérgico entre as PCe PS. Essa
caracteristica anticoagulante da HDL é devida a presenca de anticoagulantes naturais, como a
cardiolipina e a fosfatidiletanolamina. A modulagcdo do processo de coagulacdo pela HDL é
acompanhada da inibicdo da secrecdo de citocinas, fator necrose tecidual a (TNF-a) e
interleucina-1a (IL-10)) que aumentam tanto a coagulagdo quanto a fibrindlise (LIMA &
COUTO, 2006).

2.5.4- Coagulacdo e PCSK9

Estudos em populacdes com mutacGes de perda de funcdo da PCSK9 mostraram moderada
reducdo da LDLc, mas muito mais significativa reducdo de DAC, implicando que a PCSK9
pode associar a doencas cardiovasculares muito além do efeito no LDLc. O FT é um receptor
transmembrana para o fator VII/VIla (FVII/VIla), formando o complexo FT + FVlla que é o
maior iniciador celular da cascata de coagulacdo levando a trombose, deposicdo de fibrina e
ativacdo plaguetéria, e entdo eventos cardiovasculares. Estudos prévios demonstraram que, a
hiperlipidemia promove expressdo de FT. Wang et al. (2016) hipotetizaram que o nivel de
PCSK9 plasmaético tem positiva associacdo com FT em pacientes com DAC. Foi constatado,
nesse estudo, que ambos os niveis plasmaticos de PCSK9 e FT estdo significativamente
aumentados em pacientes com DAC, quando comparados com pacientes sem DAC (WANG et
al., 2016).

2.6 - Proteina C Reativa

O papel da inflamacdo na fisiopatogenia da aterosclerose e ocorréncia de eventos
aterotrombdticos jA é evidente no quadro de DAC. Com o0 peso destas evidéncias, a
aterosclerose passou, gradualmente, de um modelo de doenca cronico-degenerativa e,
exclusivamente de pacientes de idade avancada, para um modelo de doenca inflamatdria
crénica subclinica, presente ja na infancia e que avanga, de forma generalizada, mas com
alguns sitios de predilecdo, durante toda a vida, até que, por comprometimento extenso dos
vasos ou por complicagdo aterotrombotica, determina a apresentacdo clinica de uma DCV
(SANTOS et al., 2003).

A proteina C reativa (PCR) € uma proteina de fase aguda, sintetizada pelo figado em

resposta as diversas citocinas indicando um processo de inflamacdo ativa sisttémica. A



37

inflamacg&o tem papel potencial no inicio, na progressdo e na desestabilizagdo das placas da
doenca aterosclerotica. O mecanismo pelo qual a PCR pode estar associada a trombose seria
por meio da ativacdo do fator tissular de mondcitos. No momento, em que os macrofagos se
infiltram na parede vascular, citocinas séo liberadas e modulam a migracéao, proliferagéo e a
funcdo das células inflamatérias (RUSSEL et al., 1999).

A PCRus é um metodo desenvolvido para avaliar a PCR, considerada um biomarcador
inflamatorio sistémico subclinico cuja associagdo com enfermidades cardiovasculares é melhor
comprovada. Evidéncias sugerem ainda que a PCR também participe ativamente do processo
aterosclerotico (ISHIKAWA et al., 2003; INOUE et al., 2005).

2.6.1- Inflamacéo e PCR

Por se tratar de um processo inflamatério, além das citocinas, as proteinas de fase aguda
positivas sdo marcadores na patogénese da aterosclerose, principalmente a PCR (RUSSEL et
al.,1999). O desenvolvimento de dosagem da PCRus tem sido instrumento na exploracdo do
papel desse marcador na predicdo de um possivel evento vascular, pois tem demonstrado sua
habilidade em predizer eventos coronarianos em homens e mulheres aparentemente saudaveis,
pois sinaliza a inflamacdo crénica subclinica (LIBBY et al., 2002; RIDKER et al. 2002,
SANTOS et al., 2003; LIMA et al. 2007). A PCRus tem sido frequentemente associada ao
risco cardiovascular e sua determinacdo parece ser util na estratificacdo de pacientes,
demonstrando que a inflamacao tem importante papel na formacéo de placas ateromatosas, com
reducdo do fluxo sanguineo distal e evolucdo para oclusdo completa do vaso ou acidente
vascular agudo (LOWE, 2005). A determinacdo da PCRus parece perder a correlacdo com risco
cardiovascular em individuos diabéticos, tabagistas, obesos, em uso de anti-inflamatérios ou na

presenca de infecgdes (SBC, 2001).

2.6.2- Inflamacdo e PCSK9

Estudos experimentais indicam que o aumento da expressdo da PCSK9 pode acelerar a
aterosclerose por promover inflamacdo e disfuncdo endotelial por mecanismos independentes
do LDLc (URBAN et al., 2013), ou seja, a PCSK9 por si sé representa um fator independente
para desenvolvimento e manutencdo da aterosclerose, tornando um alvo terapéutico
potencialmente efetivo (LI & LI, 2015).
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A inflamacdo modula a expressdo e liberacdo de PCSK9. A lipoproteina de baixo peso
molecular oxidada (LDLox), um dos maiores fatores pro-inflamatérios no desenvolvimento da
aterosclerose, também aumenta a expressdo da PCSK9 nas células endoteliais por alterar a
secrecdo de citocinas inflamatorias como a IL1-0, a interleucina 6 (IL-6) e 0 TNF-a,
provocando a apoptose das células endoteliais. A PCSK9 é tambem detectada e liberada pelas
células musculares lisas vasculares (SCHULZ & SCHLUTER, 2017). O aumento do TNF-a
leva a ativacdo da via Janus quinase/transdutor de sinal e ativador da transcricdo (JAK/STAT),
suprimindo a transcricdo de PCSK9 em células HepG2 in vivo. Por outro lado, o supressor de
sinalizacdo de citocinas 3 (SOCS3), que é um regulador negativo de JAK/STAT, induz a
expressao de PCSK9 por meio da ativacdo de SREBP-1. Embora SREBP-1a e SREBP-1c
preferencialmente ativem genes envolvidos na sintese de acidos graxos e TG, seu SREBP-2
homdlogo preferencialmente transcreve genes envolvidos na via biossintética do colesterol. A
este respeito, a PCSK9 parece ser regulada pelo SREBP-2 e SREBP-1c (RUSCICA et al.,
2016).

A PCSK9, também interage com outros receptores, como a proteina 1 relacionada ao LDLR
(LRP1), que esta relacionada com a atividade catalitica de PCSK9 (CANUEL et al., 2013).
Estudos experimentais mostraram que a PCSK9 é marcadamente induzida por diversos
estimulos inflamatérios, como lipopolissacarides (LPS), resultando em um aumento
significativo de LDLc (LI & LI, 2015). A LRP1, que € regulada pela PCSK9, antagoniza os
efeitos pro-inflamatorios dos LPS e do TNF-a. Enquanto a ativacdo da LRP1 deprime o fator
nuclear kappa-light-enhancer da sinalizacdo de células B ativadas (NF«kB), a LRP1 extracelular
ativa cinases ativadas por estresse como a p38-MAPK (MAY, 2013). Enquanto a ativacdo da
LRP1 atenua a inflamacgdo causada por LPS, o préprio LPS aumenta a expressao de PCSKO e,
portanto, diminui a expressdo hepéatica de LDLR (CANUEL et al.,, 2013; SCHULZ &
SCHLUTER, 2017). Além disso, a citocina resistina inflamatdria induz a expressio de PCSK9
em hepatécitos humanos (MELONE et al., 2012). Curiosamente, o dominio C-terminal da
PCSK9 apresenta semelhanca estrutural com a resistina, sugerindo uma relacdo estrutural e
funcional entre a sinalizagdo de citocinas e a PCSK9 (HAMPTON et al., 2007). A PCR
aumenta a expressdo de PCSK9 ativando a proteina p38 mitogénica ativada por p38 (p38-
MAPK) via de HNF1 em células HepG2. O gene PCSK9 contém um sitio de ligacdo do fator
nuclear 1 do hepatocito altamente conservado (HNF1) e o HNF1a, 0 mesmo mostrou cooperar
com SREBP-2 para regular a expressdo de PCSK9 nas células HepG2 e no figado (CUI et al.,
2016; SCHULZ & SCHLUTER, 2017).
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2.6.3- Inflamacdo e Coagulacéo

O fator nuclear de transcricdo do NFxB ¢ um mediador central de inflamacdo de multiplas
ligacGes com processos tromboticos, pois seu papel é sinalizar em varios tipos celulares, dentro
da vasculatura e da circulacéo, que estdo envolvidos em processos trombo-inflamatérios. Todas
as células que expressam o NF«kB, medeiam importantes fungdes em interagdes celulares, com
sobrevivéncia e diferenciacdo, bem como a expressdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
coagulagcdo. Mesmo as plaquetas que sdo células anucleadas, contém membros da familia do
NF«B e suas moléculas sinalizadoras com as quais estdo envolvidas em ativagdo plaquetaria e

circuitos de feedback secundarios (MUSSBACHER et al., 2019).

A reposta de células endoteliais a inflamacdo e ativacdo do NFkB ¢ caracterizada por
inducdo de moléculas de adesdo promovendo ligacéo e transmigracdo de leucdcitos, engquanto,
simultaneamente aumenta seu potencial trombogénico. Sinaliza¢cBes parécrinas vindas de
células endoteliais, ativa o NFkB das células musculares lisas e causa um fen6tipo modificado
para estado “sintético” associado a diminui¢do de proteinas contrateis (MUSSBACHER et al.,
2019). Os monacitos reagem a situac@es inflamat6rias com aumento da expressao de FT e, ap6s
diferenciacdo para macrdfagos alteram sua polarizacdo. Os neutrofilos respondem com
aumento de sua vida Gtil e expelem seu DNA com a formagdo de armadilhas extra-celulares e,
induzem também a fortes respostas na coagulacdo, podendo causar microtrombos que s&o
importantes na imobilizacdo de patdgenos, um processo chamado de imunotrombose. Esse
complexo celular se liga a inflamagdo e a trombose pela ndo repressdo na formacdo das
armadilhas extracelulares vindas dos neutréfilos ou pela perda da camada endotelial levando a
ruptura mecanica ou erosdao que resulta na réapida ativacdo agregacdo plaquetdria e a
manifestacdo de doencas trombo-inflamat6rias (MUSSBACHER et al., 2019).
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3- JUSTIFICATIVA

A prevaléncia da DCV na HF varia entre 14 e 30% nos diferentes estudos, dependendo
dos critérios e métodos utilizados para realizar o diagnéstico da DCV (HIROBE et al., 1982;
ALONSO et al., 2002; SBC, 2012). A maior preocupacao nestes pacientes portadores de HF é
a avaliacdo de pardmetros de doenca aterosclerética subclinica que poderia melhorar a
estratificacdo dos riscos nesses individuos, por se tratar de uma patologia que mantém niveis
elevados de LDLc desde a infancia. Os escores clinicos cléssicos utilizados para estratificar as
dislipidemias utilizam parametros que subestimam esses individuos (escore de Framingham ou
escore Europeu). Em primeiro lugar, sdo escores populacionais utilizados para predizer o risco
individual. Segundo, baseiam-se na idade cronoldgica, ou seja, individuos jovens sao
classificados com baixo risco. Terceiro, que as mulheres também sdo classificadas com baixo
risco. E finalmente quarto, o fator tabagismo é apenas classificado de forma categérica, sim ou

ndo, e nao discrimina o tempo de exposi¢do e a intensidade, quantidade que fuma (SBC, 2012).

Até o momento, mesmo sabendo do grande impacto da apo-B100 na aterogénese, niveis
circulantes de PCSK9, avaliacdo da hipercoagulabilidade por meio do teste de GT e ainda, a
avaliacdo do status inflamatorio com a dosagem da PCRus, esses marcadores ndo fazem parte

dos protocolos de rotina do perfil lipidico convencional (CT/fracdes e TG).

Diante desse cenario, justifica-se estudar a PCSK9 que estd envolvida no controle dos
niveis da LDLc, uma vez que seu papel foi descoberto a partir da observacédo de que individuos
que apresentam mutacGes acompanhadas de aumento da sua funcdo, tém hipercolesterolemia e
DAC. Enquanto as mutacBes que inativam essa proteina levam a diminui¢do dos niveis de
colesterol e do risco de DAC. Estratégias direcionadas na sua inativacdo podem ser boas
opcdes terapéuticas na reducdo do colesterol e do risco cardiovascular associado. A proposta
desse estudo foi avaliar esses marcadores em associacdo aos parametros de hemostasia em
portadores de hipercolesterolemia familiar na tentativa de avaliar o risco cardiovascular, bem
como o impacto do uso de drogas hipolipemiantes nesses individuos, orientar qual a melhor
escolha terapéutica, evidenciando seguranca e eficicia no tratamento, ou até a possibilidade de
candidatos as novas classes de drogas existentes, que objetivam a participacdo da PCSK9 no

metabolismo lipidico.
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4- OBJETIVOS
4.1- Objetivo Geral

Avaliacdo e correlacdo da PCSK9 com os parametros do perfil lipidico, inflamatério e
hemostatico em portadores de HF da regido de Bom Despacho, tratados com estatina em
monoterapia, terapia conjugada com ezetimiba e ndo tratados. Investigacdo da melhor opgéo
terapéutica para os participantes do estudo com relacdo a reducao nos niveis de LDLc. E, ainda
o efeito do uso ou ndo de drogas hipolipemiantes sob o0s parametros bioquimicos e
hemostaticos evidenciando a seguranca e eficacia dos tratamentos disponiveis.

4.2- Objetivos Especificos

i- Avaliacao do perfil lipidico pelo método convencional mediante dosagens de CT, TG, LDL.c,
HDLc e o célculo do ndo-HDL nos individuos com diagnostico de HF definitivo, provavel e
possivel na regido de Bom Despacho e, estabelecer dados caracteristicos para a populacdo

estudada;
ii- Avaliacdo dos niveis plasméticos da PCSK9 pelo método ELISA;

iii- Avaliacdo do perfil inflamatorio por meio da PCRus pelo teste rapido quantitativo por

imunodeteccdo;

iv- Avaliacdo da hemostasia utilizando os parametros do teste de GT pelo método CAT

(Calibrated Automated Thrombogram);

v- Avaliacdo do perfil lipidico, PCSK9, PCRus e pardmetros hemostaticos pelo teste de GT em
individuos com HF sem tratamento, em tratamento com hipolipemiantes e, investigar as

diferencas dos parametros estudados entre 0s 2 grupos;

vi- Avaliagdo dos marcadores estudados nos individuos com HF sem tratamento, em tratamento
com hipolipemiantes e, investigar diferencas desses marcadores entre os 2 grupos, analisando

0s parametros sexo e faixa etéria;

vii- Avaliacdo da influéncia da monoterapia com estatinas e da terapia conjugada com
ezetimiba sob os niveis plasméticos dos marcadores analisados e investigar possiveis diferencas

dos parametros estudados entre 0s 2 grupos;



42

viii- Avaliagéo da influéncia da terapia hormonal em mulheres adultas portadoras de HF quanto

ao perfil lipidico, inflamatério e hemostatico;

ix- Avaliacdo da influéncia do tabagismo e do uso de anti-agregantes plaquetérios sob os
marcadores analisados;

X- Estabelecer possiveis correlacdes entre os niveis plasmaticos de PCSK9, com os seguintes
parametros: perfil lipidico, componentes do teste de GT e inflamatorio nos participantes com

HF, subdivididos em diferentes faixas etarias.
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5- METODOLOGIA
5.1- Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-UFMG)
(Projeto CAAE —76387417.6. 0000.5149) (Anexo A). Os participantes selecionados tiveram o
esclarecimento sobre a pesquisa e 0s que estavam de acordo assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A). Os TLCEs dos menores de 18 anos
foram assinados pelos pais ou reponsaveis legais e responderam também a um questionério
com perguntas de interesse clinico e da pesquisa (Ficha Clinica) (Apéndice B). Incluiram-se no
estudo criancas, jovens e adultos com faixa etaria que compreendia de 03 a 85 anos,
inicialmente pelos casos-indices de HF e, posteriormente eram convocados os familiares de 1° e
2° graus que apresentaram valores de LDLc compativeis com diagnostico clinico de HF e, a
presenca de sinais caracteristicos da doenca.

5.2- Casuistica

- Pacientes com diagnostico clinico de HF de acordo com os critérios Dutch MEDPED, com
escores para diagnotico de certeza (08 pontos), residentes na Cidade de Bom Despacho e

regido, foram considerados casos-indices. Obtivemos um total de 14 casos-indices.

- Os casos-indices foram selecionados no ambulatério de Endocrinologia da prefeitura de Bom
Despacho e, consultério particular, por levantamento de dados de prontuérios.
Subsequentemente, por meio de rastreamento em cascata, parentes de 1° e 2° graus foram
convocados e incluidos, observando niveis de LDLc > 190 mg/dL em adultos e LDLc > 160
mg/dL em menores de 18 anos. Encontramos 34 individuos com diagnostico de certeza; 20

individuos com diagndstico provavel e 15 individuos com diagnéstico possivel.
5.3 - Protocolo de estudo

O grupo de participantes (n=80) foi dividido em 02 diferentes subgrupos:

Pacientes ndo tratados (NT) (n=27) e 2) Pacientes tratados (T) com Ezetimiba com doses de
5/10 mg (n=2); Sinvastatina 20/40 mg (n=13); Rosuvastatina 10/20 mg (n=6); Atorvastatina

10/20/40 mg (n=17); Lomitapide 5 mg + Atorvastatina 20 mg (n=2); Ezetimiba 10 mg +
Atorvastatina 10/20/40/80 mg ( n=10) e Ezetimiba 10 mg + Rosuvastatina 10/20 mg ( n=3).
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Para a realizagdo do presente estudo transversal, foram medidos os niveis séricos de PCSK9,
tendo sido investigada sua associacdo com parametros sanguineos e outros, potencialmente

relacionados a PCSKO.

O estudo também apresentou algumas limitagdes como a ndo concordancia de alguns
membros das cascatas em participar do estudo, o que restringiu 0 nimero amostral. Outros
individuos, sabidamente portadores da doenca, apresentaram altos niveis de TG (> 300 mg/dL)

que também foram excluidos do estudo.

5.4 - Critérios de Inclusao

5.4.1 - Faixa etaria de jovens (3 a 17 anos) e adultos (18 a 85 anos).
5.4.2- Ambos 0s Sexos.

5.4.3- Uso ou ndo de hipolipemiantes — Ezetimiba, Sinvastatina, Rosuvastatina, Atorvastatina,

Lomitapide.

5.4.4- Uso de outros medicamentos como anti-diabéticos, anti-hipertensivos, hormonio
tireoideano, contraceptivos e terapia hormonal, anti-agregantes plaquetarios (AAS e
Clopidogrel) e tabagismo foram registrados, mas néo foram colocados como exclusdo dos

participantes.

5.5 - Critérios de Exclusao

- Doencas hepaticas (Transaminases alteradas, alcoolismo crénico), hematoldgicas (historia
passada de trombose venosa, TEP), doencas renais (RFG < 60 ml/min), doencas inflamatorias
(Artrite Reumatdide, doencas auto-imunes), diabetes mellitus descompensada (HbAlc > 7,0%),
obesidade (IMC > 30 Kg/m? para adultos e IMC> Percentil 95 para criangas) o IMC foi
calculado dividindo o peso pela altura ao quadrado do participante, doengas tireoidianas
descompensadas (TSH ultrassensivel > 5,33 Ul/mL) e Triglicérides > 300 mg/dL. As
informacdes necessarias para a exclusdo foram obtidas por meio de prontuario do ambulatério
da prefeitura de Bom Despacho e consultorio particular e, as informac6es foram registradas na

ficha clinica da pesquisa (Apéndice B).
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5.6 - Coleta das amostras para o estudo laboratorial

As amostras foram obtidas por meio de parcerias com laboratorios nas cidades de Bom
Despacho (Laboratério Marcio Jardim) e Moema (Laboratorio Analisi) para facilitar o acesso

dos pacientes a coleta.

Foram coletados 25,0 mL de sangue venoso (10,0 mL sem anticoagulante — 2 tubos, 10,0
mL em citrato de sédio 3,2% - 2 tubos e 5,0 mL em EDTA- 1 tubo) apés jejum de 12 horas, em
tubos de Sistema Vacuntainer® (Becton- Dickinson), de cada participante que preencheu o0s

critérios de inclusdo e, assinou o termo de consentimento.

A ordem da coleta seguiu a recomendacdo do CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) a fim de eliminar possiveis interferéncias. A primeira coleta foi nos tubos contendo
citrato de sddio, seguida da coleta nos tubos sem anticoagulante e finalizada com o tubo
contendo EDTA.

As amostras de sangue obtidas em tubo de citrato de sodio foram centrifugadas de acordo
com protocolo estabelecido pelo setor de Hematologia do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas da Faculdade de Farmacia da UFMG para obtencdo do plasma pobre em
plaquetas. O tubo da coleta foi centrifugado a 3.000 rotagdes por minuto (RPM) por 15
minutos, dois tercos superiores do sobrenadante foram transferidos para tubo de ensaio e uma
nova centrifugacdo foi realizada a 3.000 RPM por mais 15 minutos. Apenas dois tercos
superiores do sobrenadante foram distribuidos em 03 aliquotas de 500,0 uL e estocados a -80°C
para posterior determinacdo do teste de Geracdo de Trombina. O outro tubo de citrato foi
centrifugado a 1.500 RPM para separacdo do plasma, as aliquotas foram distribuidas em 03

aliquotas de 500,0 pL e estocadas a -80°C para futuras determinagdes.

As amostras de sangue obtidas sem anticoagulante foram centrifugadas a 1.500 RPM por 15
minutos para separagdo do soro, distribuidas em 06 aliquotas de 500,0 pL sendo utilizada uma
aliquota para determinagéo do CT, HDLc, LDLc, ndo-HDL e TG de acordo com a bula do kit e
as demais aliquotas foram estocadas a -80°C para posterior determinacdo da PCRus e outras

dosagens que forem necessarias.

As amostras de sangue obtidas com anticoagulante EDTA, uma aliquota de sangue total foi
reservada apés separacdo do plasma por centrifugacdo a 1.500 RPM por 15 minutos. O sangue

total e as aliquotas do plasma também foram estocados -80°C. O sangue total serd utilizado
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para extracdo futura de DNA e o plasma em EDTA foi distribuido em 03 aliquotas de 500,0 pL
e estocado a -80°C para posterior determinacdo de PCSK9. No momento da analise, foram

descongeladas e processadas de acordo com a indicacdo de cada fabricante.

5.7 - Delineamento experimental

Foram avaliados 0s seguintes parametros:

- CT, HDLc, LDLc, ndo-HDL, TG para perfil lipidico convencional.
- PCRus, para avaliacédo do perfil inflamatério.

- PCSKO, para avaliacdo dos niveis circulantes.

- GT, para avaliacdo da hemostasia.

5.8- Métodos
5.8.1- Colesterol total

A determinacédo do Colesterol Total foi realizada no soro utilizando o conjunto diagnéstico
COLESTEROL MONOREAGENTE K83— BIOCLIN® cujo principio analitico é o método
enzimatico colorimétrico-COD-PAP. O ensaio foi realizado utilizando-se o analisador

bioquimico semi-automatico da marca BIOCLIN 2200.

5.8.2- HDL colesterol

A determinagdo do HDL colesterol foi realizada no soro, utilizando o conjunto de
diagnéstico HDL DIRETO K071 — BIOCLIN® cujo principio permite a determinacéo direta
sem a necessidade de precipitacdo prévia nem tratamento da amostra. Sao utilizados reagentes
que realizam a dosagem seletiva do colesterol ligado ao HDLc. As superficies LDLc, VLDLc e
dos quilomicrons séo estabilizadas pela adsor¢éo do polianion e ndo sofrem a agdo das enzimas
modificadas presentes no reagente. O HDLc, no entanto, se solubiliza pela acdo de um
detergente, permitindo a acdo enzimatica sobre o colesterol ligado a ele. Desta forma, a
intensidade da coloracdo formada é proporcional a concentracdo de colesterol HDLc na
amostra. O ensaio foi realizado utilizando-se o analisador bioguimico semi-automatico da
marca BIOCLIN 2200.
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5.8.3- Triglicérides

A determinacdo do TG foi realizada em soro utilizando o conjunto diagndstico
TRIGLICERIDES MONOREAGENTE K117- BIOCLIN® cujo principio analitico é o método
enzimatico colorimétrico apds sofrer peroxidacdo na presenca da peroxidase, originando um
composto de cor cereja, cuja intensidade de cor é proporcional & concentracdo de TG. O ensaio
foi realizado utilizando-se o analisador bioquimico semi-automatico da marca BIOCLIN 2200.

5.8.4- LDLc

A determinacédo do LDLc foi estimada pela utilizacdo do procedimento simplificado descrito
por FRIEDEWALD et al. (1972). Neste método, os niveis de CT, TG e HDLc previamente
determinados tendo as concentracGes expressas em mg/dL e, a obtencdo da fragédo LDLc foi
feita utilizando o seguinte célculo:

LDLc = Colesterol Total — [HDLc + (TG/5)]

Essa determinacdo ndo é adequada para ser usada com amostras nas quais as concentracdes
de TG excedam 400 mg/dL, bem como em presenca de quilomicrons e cabe ressaltar que
nenhum participante enquadrou-se nessa limitacdo da formula. Os que apresentaram TG > 300
mg/dL foram automaticamente excluidos do trabalho.

5.8.5- ndo-HDL

A determinacdo do VLDLc colesterol foi estimado como TG plasmatico dividido por
cinco (TG/5). Apo6s a obtencdo do resultado do VLDLc, este foi somado ao LDLc para
obtencg&o do valor de ndo-HDL.

5.8.6- PCRus

A determinacdo da PCRus foi realizada por teste rdpido quantitativo em soro pelo
conjunto com analisador FINECARE FIA METER para determinar quantitativamente a
Proteina C Reativa (PCR), presente em amostras de soro através da imunodeteccdo por

[3

fluorescéncia, tendo como principio utilizando o modo de imunodeteccdo em “sanduiche”
qguando uma amostra é adicionada ao poco de reacdo. Anticorpos marcados com fluorescéncia
anti-PCR se ligam ao antigeno PCR presente na amostra. A mistura migra pela matriz de
nitrocelulose da tira de reacdo por acdo capilar e os complexos de anticorpo-PCR circulantes

sdo capturados pelo anticorpo anti-PCR imobilizado na tira de teste. Assim, quanto maior a
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concentracdo de PCR na amostra mais 0s complexos que se formam e se acumulam na tira de
reacdo. A intensidade do sinal de anticorpos fluorescentes detectados pelo FINECARE FIA
METER reflete a quantidade de PCR capturados durante a reacdo, o FINECARE FIA METER
indica a sua concentracdo na amostra de sangue. O limite de deteccdo pelo método foi de 0,5
mg/L. E desejavel que a PCRus esteja abaixo de 3,0 mg/L. Foi utilizado 5,0 uL de soro e
transferido para o tubo contendo a solucdo tampéao do Kit, homogeneizado por 1 minuto e

retirado 75,0 uL da mistura para amostra ser analisada no equipamento.

5.8.7- PCSK9

Para a quantificacdo dos niveis plasmaticos de PCSK9, foi realizado o ensaio

imunoenzimatico quantitativo (ELISA sanduiche) de alta sensibilidade.

As concentracdes plasmaticas em EDTA de PCSK9 foram medidas por ELISA usando
um kit comercial disponivel (R & D Systems®, Minneapolis-USA, numero de catalogo DPC
900), de acordo com as instrucdes do fabricante e foram expressas em ng/mL. O coeficiente de
variacdo intra-ensaio e inter-ensaio, utilizando trés amostras de concentracdo conhecida, foi de
4,1-6,5% e 4,1-5,9%, respectivamente. A sensibilidade foi de 0,03 e a linearidade de 104,0

ng/mL, respectivamente.

Este ensaio emprega a técnica de imunoensaio enzimatico sanduiche quantitativo. Um
anticorpo monoclonal especifico para PCSK9 humano foi pré-revestido sobre uma microplaca.
Padrbes e amostras foram pipetados nos pocos e todo PCSK9 presente foi ligado ao anticorpo
imobilizado. Ap6s a lavagem de quaisquer substancias nao ligadas, um anticorpo policlonal
ligado a enzima, especifico para PCSK9 humano foi adicionado aos po¢os. Apos lavagem para
remover o0 excesso de anticorpo-enzima, adicionou-se uma solugdo de substrato aos pocos e
desenvolvimento de cor é proporcional a quantidade de PCSK9 ligada no passo inicial. O
desenvolvimento da cor é interrompido com solucdo de parada e a intensidade da mesma é
medida em (A= 540 nm).

A leitura da dosagem de PCSK9 foi realizada utilizando-se o leitor de microplacas
Spectra Max-340 e Versa Max microplatereader (Molecular Devices® USA). A curva de
calibracdo para a determinagdo dos niveis de PCSK9 foi construida utilizando-se o0s
calibradores, fornecidos pelo fabricante. Amostras de plasmas-controle especificos também
fornecidos pelo fabricante foram utilizadas para verificar o desempenho do ensaio. As
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concentragOes dos parametros analisados foram obtidas interpolando-se as leituras das amostras

em uma curva padrao.

5.8.8- Geracdo de Trombina

A determinacdo da GT foi realizada em plasma pobre em plaqueta utilizando o método
Calibrated Automated Thrombogram (CAT - Thrombinoscope BV®). Em uma placa de 96
pocos, foram separados 03 pocos para cada amostra. No primeiro poco foi adicionado o
calibrador que contem uma concentracdo conhecida de trombina e, no segundo e terceiro
pocos, para desencadear a geracdo de trombina, foram adicionados o fator tissular em baixa e
alta concentragdo, respectivamente. Em cada um deles foram adicionados 80,0uL de plasma
pobre em plaqueta (PPP) das amostras a serem testadas e 5,0 uL do tampdo composto por
Hepes, NaCl e albumina (HNBSA). No poco separado para o calibrador, além de 80,0 uL de
PPP e 5,0 puL de HNBSA foram adicionados 20,0 uL do reagente Thrombin Calibrator
(STAGO®). Uma vez preenchida a placa com as amostras de plasma a serem testadas e seus
respectivos calibradores, a placa foi colocada no fluorimetro (Fluoroskan Ascent Thermo
Laboratories®) para incubacdo a 37°C por 10 minutos. Apds a incubacdo foram adicionados
somente nos pogos com as amostras de PPP a serem testadas, 20,0 uL do fator tissular (FT) em
alta, PPP Reagent High (STAGO®) e em baixa concentragdo, PPP Reagent Low (STAGO®),
cada reagente em um dos dois pogos remanescentes por amostra. Em seguida, 20,0 uL do
substrato fluorescente-CaCl2 (Fluca-Kit — STAGO®) foi dispensado em todos os pocos e foi

realizada leitura da placa por 60 minutos.

O software Thrombinoscope® foi utilizado para construgdo da curva de tempo (min)
versus concentracdo de trombina (nM) e para o calculo dos seguintes parametros de GT:
Lagtime, time topeak (ttPeak), endogenous thrombin potential(ETP) e peak. A curva formada
foi obtida, cineticamente na tela do computador.

5.8.9- Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo Programa Minitab, versdo 17. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e os dados foram expressos
como mediana e intervalo interquartilico (Q1 e Q3). Foram utilizados os testes de Kruskal

Wallis para comparacdo de medianas de trés ou mais grupos, Mann-Whitney para comparacao
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de dois grupos e o qui-quadrado de Pearson para a distribuicdo percentual das faixas etarias. As
correlagdes entre PCSK9 plasmatico e outros parametros do estudo foram realizadas utilizando
0 teste de correlacdo de Spearman. O nivel de significancia estatistica foi considerado como

valor de p< 0,05.
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6- RESULTADOS

6.1- Caracteristicas dos participantes do estudo, niveis séricos do perfil lipidico, PCSKO9,
PCRus e teste de GT

Neste estudo foram avaliados 80 individuos, incluidos apés avaliacdo dos respectivos
prontuarios para averiguacdo da presenca de comorbidades como diabetes mellitus
descontrolada, disfuncdes tireoideanas (hipotireoidismo e hipertireoidismo) descompensadas.
Por meio do prontuario médico foi verificado que alguns pacientes estavam em uso de anti-
hipertensivos. No entanto, apresentavam niveis pressoricos dentro da normalidade no momento
do preenchimento da ficha clinica, uma vez que foram feitas medidas da pressao arterial. Os
dados antropométricos como peso e altura também foram analisadas. Aqueles participantes que

ndo se enquadraram dentro dos critérios de inclusao foram retirados do estudo.

Tabela 02- Caracteristicas dos participantes incluindo perfil lipidico, PCSK9, PCRus e
GT dos participantes do estudo (n=80)

Parémetro Valores em mediana
CT (mg/dL) 254 (192-326)
HDLc (mg/dL) 55 (47-65)

LDLc (mg/dL) 179 (118-251)
ndo-HDL(mg/dL) 206 (131-269)

TG (mg/dL) 95 (66-135)
PCSK9 (ng/mL) 774 (594-897)
PCRus (mg/L) 2,7 (1,1-5,1)
LagtimeLTF (min) 8,1 (7,0-9,5)
ETPLTF(nM/min) 1730,2 (1496,3-2079,0)
PeakLTF (nM) 264,5 (199,9-330,9)
ttPeakLTF (min) 12,0 (10,3-13,6)
LagtimeHTF (min) 2,7 (2,3-3,0)
ETPHTF (nM/min) 2002,0 (1800,0-2427,3)
PeakHTF(nM) 377,6 (337,7-442,4)
ttPeakHTF (min) 5,3 (4,7-5,7)

CT= Colesterol Total, HDLc= Colesterol presente na lipoproteina de alto peso molecular LDLc= Colesterol
presente na lipoproteinade baixo peso molecular, Ndo-HDLc= Colesterol ndo HDL, TG= Triglicérides, PCSK9=
Pré-proteina Convertase Subtilisina/Kexina tipo 9, PCRus= Proteina C Reativa ultra-sensivel, LagtimeLTF=
LagtimeLowTissueFactor, ETPLTF= ETP LowTissueFactor, PeakLTF= PeakLowTissueFactor, ttpeakLTF=
timetopeakLowTissueFactor, LagtimeHTF= LagtimeHighTissueFactor, ETPHTF= ETP HighTissueFactor,
PeakHTF= PeakHighTissueFactor, ttpeakHTF= timetopeakHighTissueFactor. n= nimero de participantes. Valores
expressos em mediana e intervalo interquartilico (Q1-Q3).
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As frequéncias dos parametros sexo e idade (em faixas etarias), relativas e absolutas,
foram apresentadas de forma estratificada por categorias. Quanto a faixa etaria jovem (3 a 17
anos) os individuos do sexo masculino representaram 60,0% dos participantes, com n=10,
enquanto os do sexo feminino representaram 40,0%, com n=7. Dentre os participantes adultos
com faixa etaria entre 18 e 85 anos, houve maior prevaléncia de mulheres com uma
porcentagem de 73,0% em relacdo aos homens 27,0%, sendo n= 46 e n= 17, respectivamente;
p= 0,014. Isto significa que a porcentagem entre homens e mulheres foi diferente entre os

participantes jovens e adultos no presente estudo.

Todos os parametros foram expressos como mediana e intervalo interquartilico (Q1 e Q3).
No presente estudo foram considerados os seguintes valores para o perfil lipidico como
referéncia: HDLc > 40 mg/dL; LDLc < 160 mg/dL; TG < 150 mg/dL, para ambos 0s sexos.
Com excec¢do do HDLc e TG que se mostraram dentro dos intervalos de referéncia, para os
demais parametros pode-se verificar a existéncia de valores fora da faixa considerada desejavel.
Para os valores de PCRus > 5,0mg/L, foi adotado o valor de 5,1mg/L, e para PCRus < 0,5mg/L,
foi adotado o valor de 0,4 mg/L, como referéncias. O valor mediano para a PCSK9 dos 80
participantes deste estudo correspondeu a 774 ng/mL.

Além da dosagem dos niveis de PCSK9 e dos parametros sanguineos representados pelo
perfil lipidico de jejum (CT, HDLc, LDLc e TG) potencialmente relacionados a PCSK9, os
dados da hemostasia também foram analisados sendo representados pelo teste de GT incluindo
Lagtime, ETP, Peak e time to peak em baixa e alta concentracdo de FT, os resultados sdo

apresentados na Tabela 02.
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6.2- Comparacao dos niveis séricos do perfil lipidico, PCSK9, PCRus e do teste de GT entre 0s

participantes do estudo

Tabela 03- Comparagdo entre os grupos NT e T, de acordo 0s seguintes pardmetros

laboratoriais

Parametro NT (n=27) T (n=53) p
CT (mg/dL) 333 (300-402) 211 (173-260) 0,001
LDLc (mg/dL) 260 (204-333) 135 (97-185) 0,001
ndo-HDL(mg/dL) 278 (252- 357) 149 (117-209) 0,001
TG (mg/dL) 119 (72-151) 87 (60-126) 0,037
PCSK9 (ng/mL) 713 (484-811) 816 (627-952) 0,021
ttpeakLTF(min) 13,0 (10,6-14,8) 11,6 (10,3-13,2) 0,058
ttpeakHTF(min) 5,3 (5,2-6,2) 5,2 (4,6- 5,7) 0,039

CT= Colesterol Total, HDLc= Colesterol presente na lipoproteina de alto peso molecular, LDLc=
Colesterol presente na lipoproteinade baixo peso molecular, Ndo-HDLc= Colesterol ndo HDL, TG=
Triglicérides, PCSK9= Pro-proteina Convertase Subtilisina/Kexina tipo 9, ttpeakLTF= time
topeakLowTissueFactor, ttpeakHTF= timetopeakHighTissueFactor. NT= N&ao-Tratados, T= Tratados. n=
nimero de participantes. Teste U de Mann-whitney; os dados foram expressos em mediana e intervalo
interquartilico (Q1-Q3).

Ao analisar os niveis séricos do perfil lipidico comparando os individuos NT (n=27) e T
(n=53), o grupo dos NT apresentou valores plasmaticos mais elevados em relacdo ao grupo dos
T para todos os parametros do perfil lipidico CT, LDLc, ndo-HDL e TG de forma significativa
(p< 0,05), exceto para 0 HDLc. O grupo T apresentou maiores valores para a PCSK9 (816
ng/mL) em relag&o ao grupo dos NT (713 ng/mL) com p=0,021. Quanto aos dados obtidos por
meio do teste de GT, pode-se perceber que o grupo NT apresentou uma maior GT,
caracterizada pelo aumento significativo dos parametros time to Peak (Low TF) (p= 0,058) e
para 0 mesmo teste realizado com o fator tissular em alta concentragdo (High TF) (p= 0,039),
todos os dados citados sdo demonstrados na tabela 03. Para os demais parametros ndo foram

observadas diferencas significativas, quando comparados os grupos NT e T.
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6.4- Comparacédo dos niveis sericos do perfil lipidico, PCSK9, PCRus e do teste de GT entre 0s

grupos NT e T, de acordo com 0 sexo

Tabela 04- Resultados do perfil lipidico em (mg/dL) e do teste de GT (min, nM) entre 0s

grupos NT e T, comparando Homens (H) e Mulheres (M)

a

b

Parametro NT (H n=12) NT (M n=15) T (H n=15) T (M n=38) p p
CT 291 (259-382) 393 (321-451) 184 (167-239) 223 (185-280) 0.012 0.069
HDLc 49 (45- 54) 55 (46-60) 50 (46- 60) 59 (51-67) 0,232 0,043
LDLc 223 (196-309) 307 (247-344) 119 (86-178) 140 (101-200) 0,023 0,206
ndo-HDL 248 (209-331) 342 (265-380) 129 (113-197) 165 (118-223) 0,040 0,173
TG 110 (72- 135) 132 (72-179) 59 (41-95) 94 (81-133) 0,283 0,019
LagtimeLTF 7,8 (7,0-9,9) 9,3(7,7-10,9) 9,0(8,2-9,8) 7,5(6,5-8,7) 0,283 0,011
ttpeakLTF 11,6 (9,6-14,5) 13,3(12,0-14,9) 12,6 (12,2-14,3) 11,0 (9,6-13) 0,495 0,006
PeakHTF  369,0 (330,5-392,3)  404,4 (311- 471) 340 (330 - 400) 383 (362-446) 0,188 0,019

CT= Colesterol Total, HDLc = Colesterol presente na lipoproteina de alto peso molecular, LDLc = Colesterol presente na lipoproteina de baixo

peso molecular, ndo-HDL= Colesterol ndo HDL, TG= Triglicérides, Lagtime LTF= Lagtime Low Tissue Factor, ttpeak LTF= time to peak Low

Tissue Factor, Peak HTF= Peak High Tissue Factor. NT= N&o-Tratados, T= Tratados. n= nimero de participantes. Teste U de Mann-whitney; os

dados foram expressos em mediana e intervalo interquartilico (Q1-Q3). p% NT (H) versus NT (M) e p®T (H) versus T (M). p< 0,05.

Ao analisar as variaveis bioldgicas no grupo de NT, encontramos diferenca significativa

(p<0,05) entre os individuos do sexo feminino e masculino, para o perfil lipidico CT, LDLc,

ndo-HDL, sendo que as mulheres apresentaram valores maiores que os homens. Para 0s outros

parametros ndo foi verificada diferenca entre os individuos do sexo feminino e masculino,

conforme tabela 04. Avaliando as variaveis no grupo de T, com relagdo aos individuos do sexo
masculino e feminino, encontramos diferenca entre as medianas, com maiores valores para as
mulheres, para as seguintes variaveis HDLc (p= 0,043), TG (p= 0,019), Peak (HighTF) (p=
0,019), enquanto as variaveis Lagtime (LowTF) (p= 0,011) e time to peak (LowTF) (p= 0,006)
foram maiores nos homens versus mulheres, Tabela 04. Para os demais parametros ndo foram

observadas diferencgas significativas, quando comparados os grupos NT e T, de acordo com 0

SeXo0.
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6.5- Comparag&o dos niveis séricos do perfil lipidico, PCSK9, PCRus e do teste de GT, entre 0s
grupos dos NT e T, de acordo com a faixa etaria para os individuos Jovens (3 a 17 anos) e
Adultos (18 a 85 anos)

Tabela 05- Resultados do perfil lipidico em (mg/dL), PCSK9 (ng/mL), e GT (nM/min, nM) entre
0s grupos NT e T, comparando Jovens (J) e Adultos (A)

Parametro NT (J n=7) NT (A n=20) T (J n=10) T (A n=43) p? p°
TG 110 (62-132) 121 (86-151) 60 (48-85) 95 (73-33) 0,268 0,033
PCSK9 614 (526- 825) 714 (481-805) 637 (576-800) 830 (675-999) 1,000 0,033
ETPLTF 1575 (1199-2040) 1777 (1627-2197) 1403 (1163-1565) 1805 (1646-2198) 0,086 0,001
PeakLTF 253 (227-291) 267 (174-330) 190 (170-242) 292 (239-354) 0,956 0,006
ETPHTF 1586 (1415-2510)  2128(1920-2667) 1569 (1292-1845)  2065(1853-2437) 0,036 0,001
PeakHTF 345 (308-426) 389 (330-466) 333 (284-370) 388 (357-445) 0268 0,002

TG= Triglicérides, PCSK9= Pro6-proteina Convertase Subtilisina/Kexina tipo 9, ETP LTF= ETP Low Tissue Factor, Peak LTF= Peak Low Tissue Factor,
ETPHTF= ETP HighTissue Factor, Peak HTF= Peak High Tissue Factor. NT= N&o-Tratados, T= Tratados. n= nimero de participantes. Teste U de Mann-
whitney; os dados foram expressos em mediana e intervalo interquartilico (Q1-Q3). p*: NT (J) versus NT (A) e p®T (J) versus T (A). p< 0,05.

Ao analisar as variaveis bioldgicas no grupo de NT, encontramos diferenca significativa
entre os individuos Jovens e Adultos, somente para o parametro de hemostasia ETP (High TF)
sendo que os Adultos apresentaram valores maiores que os Jovens (p= 0,036), indicando uma
maior geracdo de trombina nesses individuos. No grupo T com relacdo aos individuos Jovens e
Adultos, encontramos diferenca entre as medianas, com maiores valores para 0os Adultos em
relacdo aos Jovens, para as seguintes variaveis TG (p= 0,033), PCSK9 (p= 0,033), ETP (Low
TF) (p=0,001) e (High TF) (p=0,001); Peak (Low TF) (p= 0,006) e (Hight TF) (p= 0,002),
indicando uma maior geracdo de trombina em individuos Adultos, Tabela 05. Para os demais
parametros ndo foram observadas diferencas significativas, quando comparados os grupos NT e

T de acordo com a faixa etéria, jovens de 3 a 17 anos e adultos 18 a 85 anos.

Os grupos NT e T juntos foram divididos em 03 subgrupos, Jovens (3 a 17) anos e, para
os individuos Adultos, 02 subgrupos com as seguintes faixas etéarias (18 a 40) e (41a 85) anos,
uma vez que a maioria dos participantes em tratamento eram individuos Adultos, conforme
dados apresentados na tabela 05. Foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis para a mediana
idade e, o qui-quadrado de Pearson para a distribuicdo percentual das 03 faixas etarias (p=
0,019 e p=0,018), respectivamente. Para as analises entre os grupos do estudo, no NT (n=27) a

mediana foi 27 anos e o intervalo interquartilico (Q1- Q3) de 17 a 38 anos e no T (n= 53)
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mediana 44 (21-54) anos. O grupo NT era composto por um menor nimero de individuos com
menor faixa etaria (18 a 40) anos, enquanto o grupo T, era composto por um maior numero de

participantes com maior faixa etaria (41 a 85) anos.

Novas analises foram entéo realizadas e, diferencas significativas foram encontradas entre
0s 03 subgrupos em faixas etarias para as seguintes variaveis TG (p= 0,031), PCSK9 (p=
0,001), ETP Low TF (p=0,001) e High TF (p= 0,001), Peak Low TF (p=0,048) e High TF (p=
0,006), prevalecendo valores mais altos dessas varidveis nos 02 subgrupos de Adultos, Tabela
06. Para os demais pardmetros ndo foram observadas diferencgas significativas, quando

comparados os 80 participantes do estudo subdivididos em 03 faixas etarias.

Tabela 06- Resultados do perfil lipidico em (mg/dL), PCSK9 (ng/mL) e GT (nM/min, nM) dos

80 participantes do estudo subdivididos em faixas etarias

Parametro 3al7anos (n=17) 18 a 40anos(n=28) 41 a85anos(n=35) p

TG 68 (51-116) 95 (56-134) 110 (83-152) 0,031
PCSK9 627 (546 -804) 649 (488-827) 843 (748-1042) 0,001
ETPLTF 1430 (1183-1600) 1816 (1628- 2196) 1785 (1642-2198) 0,001
PeakLTF 227 (183-260) 279 (208 -328) 283 (241-354) 0,048
ETPHTF 1575 (1368-1891) 2085 (1848-2462) 2078 (1911-2651) 0,001
PeakHTF 333 (293-381) 389 (331-463) 390 (363-446) 0,006

TG= Triglicérides, PCSK9= Pro-proteina Convertase Subtilisina/Kexina tipo 9, ETPLTF= ETP LowTissueFactor, PeakLTF=
PeakLowTissueFactor, ETPHTF= ETP HighTissueFactor, PeakHTF= Peak HighTissueFactor. T= Tratados. n= nimero de participantes, J=
jovens e A= adultos. Teste deKruskal-wallis; os dados foram expressos em mediana e intervalo interquartilico (Q1-Q3). P< 0,05.

Para os parametros que apresentaram diferencas significativas, uma analise comparativa
foi feita entre as 03 faixas etarias utilizando o teste de Kruskal-Wallis 2 a 2. Na comparacéo de
Jovens (3 a 17 anos) e adultos (18 a 40 anos), diferenca significativa foi encontrada para 0s
seguintes parametros do teste de GT ETP (Low TF e High TF) e Peak (High TF), a faixa etaria
de 18 a 40 anos apresentou valores maiores para essas variaveis em relacao a faixa etaria de 3 a
17 anos (p< 0,05). Na comparagao entre as faixas etarias (18 a 40) e (41 a 85) anos, observou-
se diferenga significativa somente para a variavel PCSK9, a faixa etaria de 41 a 85 anos
apresentou maiores niveis em relacdo a de 18 a 40 anos (p= 0,001). Na comparacao entre as
faixas etérias (3 a 17) e (41 a 85) anos, da mesma forma, os individuos com a maior faixa etaria
apresentaram os valores maiores para todas as variaveis: TG, PCSK9 ETP (Low TF e High TF),

Peak (Low TF e High TF) com p< 0,05, Tabela 07. Para os demais parametros ndo foram
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observadas diferengas significativas, quando comparados os 80 participantes do estudo

subdivididos em 03 faixas etarias.

Tabela 07-Resultados do perfil lipidico em (mg/dL), PCSK9 (ng/mL), e GT (nM/min, nM) dos
80 participantes do estudo subdivididos em faixas etarias, comparando os subgrupos de idade 2
az2

Parametro 3al7anos(n=17) 18a40anos(n=28) 41 a85 anos (n=35) p? p° p°

TG 68 (51-116) 95 (55-134) 110 (83-152) 0,325 0,119 0,009
PCSK9 627(546-804) 649 (488-826) 843 (748-1042) 0,842 0,001 0,002
ETPLTF 1430(1183-1600) 1816 (1628-2196) 1785 (1642-2198) 0,001 0,873 0,001
PeakLTF 227(283-260) 279 (208-328) 283(241-354) 0,143 0,387 0,011
ETPHTF 1575(1368-1891) 2085(1848-2462) 2078(1911-2651) 0,001 0,628 0,001
PeakHTF 333(293-381) 389 (331-463) 390 (363-445) 0,015 0,653 0,001

TG= Triglicérides, PCSK9= Pré-proteina ConvertaseSubtilisina/Kexinatipo 9, ETPLTF= ETP LowTissueFactor, PeakLTF=Peak Low
Tissue Factor, ETPHTF= ETP High TissueFactor, PeakHTF= Peak High TissueFactor. n= nimero de participantes. Teste deKruskal-wallis;
os dados foram expressos em mediana e intervalo interquartilico (Q1-Q3). p%(3 a 17 versus18 a 40 anos), p® (18 a 40 versus41 a 85 anos) e,
p° (3 a 17 versus 41 a 85 anos). p< 0,05.

6.6- Comparacdo dos niveis séricos do teste de GT, entre os grupos dos NT e T, de

acordo com as faixas etérias (3 a 17), (18 a 40) e (41 a 85) anos

Tabela 08 - Resultados do teste de GT (min, nM, min) comparando 0s grupos de participantes NT
e T, de acordo com as faixas etarias (3 a 17), (18 a 40) e (41 a 85) anos

Parametro 3 217 anos (n=17) 18 a 40 anos (n=28) 41 a 85 anos (n=35)

NT (n=7) T(n=10) NT(=14) T(h=14)  NT(n=6)  T(n=29) P

LagtimeLTF 9,3 88 76 74 10,7 78

(7,7-100)  (8,0-9,7) (7.0-86)  (60-88)  (7.9-11,7)  (66-94) 0526 0,613 0,022
PeakLTF 253 190 295 246 199 298

(227-291)  (170-242)  (165-369) (223-323)  (187-286)  (245-370) 0,097 0,679 0,040
ttpeakLTF 13 12,5 11,8 11,2 14,6 11,2

(10,3-14,6) (11,9-13,8) (9,8-13,7) (8,9-12,8) (12,8-16,6) (10,1-13,1) 0,696 0,435 0,005
ttpeakHTF 5,6 55 53 4,9 57 53

(5,0-63) (4668 (5058 (4352  (51-66) (4558) 0380 0041 0,137

LagtimeLTF= LagtimeLowTissueFactor, PeakLTF= PeakLowTissueFactor, ttpeakLTF= timetopeakLowTissueFactor, ttpeakHTF=
timetopeakHightissueFactor. NT= N&o-Tratados, T= Tratados. n= nimero de participantes. Teste de Kruskal-wallis;e exato de
Fischer os dados foram expressos em mediana e intervalo interquartilico (Q1-Q3) . p* NT (3 a 17 anos) versus T (3 a 17 anos), p":
NT (18 a 40 anos) versus T (18 a 40 anos) e p*: NT (41 a 85 anos) versus T (41 a 85 anos).p< 0,05.
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No grupo com faixa etaria de 18 a 40 anos, foi observado que a mediana para as
variaveis ETP (Low TF) e ETP (High TF) apresentou maiores valores, conforme dados na
tabela 07. Foram entdo avaliados os parametros do teste de GT nas 03 faixas etarias para
verificacdo se haveria alguma diferenca entre os grupos NT e T, apés ajuste de idade. Para
tanto foi utilizado os testes de Kruskal-Wallis para a medianade idade, e o exato de Fisher, com
distribuicdo percentual das 03 faixas de idade. Na faixa de 3 a 17 anos ndo foi encontrada
nenhuma diferenca entre NT e T. Na faixa de 18 a 40 anos, foi encontrada diferenca na variavel
time to peak (High TF), com maiores valores para o grupo NT em relagéo ao T (p=0,041). Para
a faixa etéria de 41 a 85 anos, houve diferenca significativa para os seguintes parametros,
Lagtime (Low TF), Peak (Low TF) e time to peak (Low TF), as variaveis Lagtime (Low TF) e
time to peak (Low TF) foram maiores no grupo NT ao passo que o Peak (Low TF) apresentou-
se com maiores valores no grupo T, mostrando uma maior GT no grupo T em relagdo ao NT,
pois 0 grupo T apresentou concentracdo méxima de trombina (Peak) e menor tempo para

atingir tal concentracdo (time to peak), Tabela 08.

6.7- Comparacao dos niveis séricos do perfil lipidico, PCSK9 e teste de GT para o grupo T, de
acordo com o tipo de tratamento

Tabela 09-Resultados do perfil lipidico, PCSK9 e GT no grupo de
Tcomparando osdois tipos de tratamento, monoterapia (estatina) e terapia
conjugada (ezetimiba + estatina)

Parametro Monoterapia (n=36) Terapia conjugada (n=13) p

CT (mg/dL) 238 (192-289) 158 (144-201) 0,001
LDLc (mg/dL) 152 (120-201) 83 (67-120) 0,001
ndo-HDL (mg/dL) 178 (138-224) 95 (76-140) 0,001
ETPLTF (nM/min) 1801 (1657-2259) 1563 (1360-1808) 0,024
ETPHTF (nM/min) 2053 (1899-2475) 1780 (1468-2198) 0,009

CT= Colesterol Total, LDLc= Colesterol presente na lipoproteina de baixo peso molecular, ndo-HDL= Colesterol ndo
HDL,ETPLTF= ETPLowTissueFactor, ETPHTF= ETP HighTissueFactor. n= nimero de participantes. Teste U de
Mann-whitney; os dados foram expressos em mediana e intervalo interquartilico (Q1-Q3). p< 0,05.

No grupo T (n=53), foram avaliados os parametros de perfil lipidico, PCSK9, PCRus e
teste de GT para comparagéo entre os tipos de tratamentos (Ezetimiba; Estatinas; Ezetimiba+
Estatinas; Lomitapide + Estatinas). No entanto, somente foram avaliados os tratamentos

Estatinas e Ezetimiba + Estatinas, uma vez que para os outros dois tipos de tratamentos o
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namero de participantes que faziam o uso era pequeno. Portanto, somente os tratamentos com
Estatinas (n=36) e Ezetimiba + Estatinas (n=13) foram considerados. O resultado da analise das
varidveis entre estes tratamentos apresentaram diferencas significativas para as seguintes
variaveis CT (p= 0,001), LDLc (p= 0,001), ndo-HDL ( p=0,001), ETP (Low TF) (p=0,024) e
(High TF) (p= 0,009), os participantes que utilizavam o tratamento com Estatina apresentaram
maiores valores em relacdo ao tratamento conjugado, tanto para o perfil lipidico quanto para os
parametros do teste de GT, Tabela 09. Para os demais parametros ndo foram observadas

diferencas significativas, quando comparados os dois tipos de tratamento.

Os participantes em tratamento do grupo T foram ainda subdivididos em faixas etarias de
(3a17), (18 a40) e (41 a 85) anos para comparar o efeito do tratamento Estatina e Ezetimiba +
Estatina. No entanto devido ao tamanho amostral muito baixo, ndo foi possivel realizar os
testes. O grupo na faixa etaria de 3 a 17 anos apresentava somente 06 participantes no total,
entre os quais 03 pacientes faziam uso de Estatina e 03 de Ezetimiba + Estatina. E para a faixa

etaria 18 a 40 anos, somente 04 pacientes faziam uso da associacdo Ezetimiba + Estatina.

6.8- Niveis do perfil lipidico, PCSK9 e GT no grupo de Mulheres Adultas em uso de terapias

hormonais

No presente estudo, dentre as 46 mulheres adultas, 13 eram usuarias de terapia hormonal,
contraceptivos orais e terapia de reposicdo hormonal e, 33 ndo usuarias. A avaliacdo das
variaveis foi feita no grupo das 13 mulheres em uso de hormdnios, em razdo desse tipo de
terapia interferir nas variaveis de perfil lipidico e do teste de GT. Quanto aos resultados no
grupo das 46 mulheres, foi encontrada diferenca significativa em relacdo a idade (p= 0,020),
uma vez que o numero de mulheres sem terapia hormonal era maior que o nimero de mulheres

com terapia hormonal.
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Tabela 10- Resultados das variaveis idade, PCRus e GT entre os

grupos de mulheres sem e com terapia hormonal (n=46)

Parametro Terapia Hormonal p
Nao (n=33) Sim (n=13)

Idade (anos) 48 (39-60) 36 (27-47) 0,020
PCRus (mg/L) 2,9 (1,2-5,1) 5,1 (3,4-5,1) 0,037
LagtimeLTF(min) 8,0 (7,0-9,4) 6,5 (5,3-7,4) 0,002

ETPLTF (nM/min) 1765 (1608-2005) 2279 (1736-2879) 0,035
PeakLTF(nM) 270 (224-321) 333 (301-497) 0,008
ttpeakLTF (min) 12,0 (10,6-13,3) 9,0 (7,7-11,3) 0,004
LagtimeHTF(min) 2,7 (2,3-3,2) 2,3 (2,1-2,7) 0,028
PeakHTF(nM) 389 (367-444) 463 (393-543) 0,016
ttpeakHTF (min) 5,3 (4,7-5,6) 4,5 (4,1-5,0) 0,007

PCRus= Proteina C Reativa ultra-sensivel, LagtimeLTF= LagtimeLowTissueFactor, ETPLTF= ETPLowTissueFactor,
PeakLTF=PeakLowTissueFactor, tpeakLTF= timetopeakLowTissueFactor, LagtimeHTF= LagtimeHighTissueFactor,
PeakHTF=Peak High TissueFactor, ttpeakHTF= timetopeak HighTissueFactor. n=nimero de participantes. Teste
deKruskal-wallis. Os dados foram expressos em mediana e intervalo interquartilico (Q1-Q3). p< 0,05.

Dentre as participantes do estudo que estavam em uso de hormdnios, 08 se encontravam
na faixa etaria de (18 a 40) e 05 (41 a 85 anos). As mulheres em uso de terapia hormonal,
apresentaram maiores valores de PCRus, em relacéo aquelas que néo faziam uso de hormonios,
p= 0,037, indicando uma alteracdo no perfil inflamat6rio dessas mulheres. Além disso, 0s
parametros de avaliacdo da GT apresentaram diferencas significativas as variaveis Lagtime
(Low TF) (p= 0,002) e (High TF) (p= 0,028), ETP (Low TF) (p = 0,035), Peak (Low TF) (p=
0,008) e (High TF) (p= 0,016), time to peak (Low TF) (p= 0,004) e High TF (p=0,007), onde as
variaveis ETP (Low TF), Peak (Low TF) e (High TF) foram maiores nas mulheres com terapia
indicando uma maior geracdo de trombina nessas mulheres e, portanto, se apresentaram mais
hipercoagulaveis. Ao passo que as outras variaveis Lagtime (Low TF), time to peak (Low TF),
Lagtime (High TF) e time to peak (High TF), mostraram maiores valores nas mulheres sem
terapia hormonal, ou seja, essas mulheres se apresentaram mais hipocoagulaveis, Tabela 10.
Para os demais parametros ndo foram observadas diferencas significativas, entre os grupos de

mulheres em uso ou n&o de terapia hormonal.

Ao analisar as variaveis relacionadas aos pacientes em uso de medicamentos que

interferem com os parametros da coagulacdo como os anti-agregantes plaquetarios, devido ao
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tamanho de amostra muito baixo, ndo foi possivel realizar os testes. O grupo apresentava
somente 05 participantes no total, entre os quais 04 pacientes faziam parte do grupo T
(Estatina) e apenas 01 do NT. O tabagismo também néo foi considerado devido ao nimero

muito reduzido de participantes, sendo que apenas 02 relataram ter o habito.

6.9- Andlise de correlacdo entre os parametros analisados do perfil lipidico, PCSK9, PCRus e

do teste de GT entre os grupos NT e T

Na anélise de correlacdo entre os pares de varidveis consideradas e, 0s grupos NT e T, o
coeficiente de correlagdo ndo paramétrico de Spearman foi aplicado para avaliar a forca da
associacao entre as variaveis quantitativas. Na tabela 11 sdo apresentados os resultados para as
variaveis nas quais o valor absoluto do coeficiente foi maior que 0,3 (p< - 0,3 ou p> 0,3) e que
foi considerado estatisticamente significativo (p< 0,05) para o grupo NT e na tabela 12 para o
grupo T. A analise de correlacdo dos parametros com os 2 grupos juntos nédo foi feita devido ao

fato das varidveis serem afetadas pelo tratamento.

Tabela 11- Resultados dos coeficientes de correlagdo de Spearman (p< - 0,3 ou p> 0,3 e p<

0,05) para os parametros analisados e o grupo NT (n=27)

Paréametro CT LDLc  n&o-HDL TG PCSK9 PCRus
PCSK9 (ng/mL) 0,595 0,536 0,572 0,615 - -
ETPLTF (nM/min) 0,404 - - - - -
PeakLTF (nM) - - - - 0,400 -
ETPHTF (nM/min) - - - - - 0,396
PeakHTF (nM) 0,454 - 0,419 - ; )

CT= Colesterol Total, LDLc= Colesterol presente na lipoproteina de alto peso molecular, ndo-HDL= Colesterol ndo
HDL, TG= Triglicérides, PCSK9= Pro-proteina ConvertaseSubtilisina/Kexina tipo 9, PCRus= Proteina C Reativa ultra-
sensivel ETPLTF= ETP LowTissueFactor, PeakLTF= PeakLowTissueFactor, ETPHTF= ETP High TissueFactor,
PeakHTF= Peak High TissueFactor. n=nimero de participantes.

Para o grupo de NT, na analise de correlacdo aos pares de varidveis foi verificado
associacdo positiva da PCSK9 com o CT (p= 0,595; p= 0,001), LDLc (p= 0,536; p= 0,004),
ndo-HDL (p= 0,572; p= 0,002) e TG (p= 0, 615; p=0,001). Para os parametros do teste de GT
foi verificada correlacdo positiva entre 0 ETP (Low TF) com o CT (p= 0,404; p= 0,037) e Peak
(Low TF) com PCSK9(p= 0,400; p= 0,039), ETP (High TF) com PCRus (p= 0,396; p= 0,041) e
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do Peak (High TF) com CT (p= 0,454; p= 0,017) e com o ndo-HDL (p= 0,419; p= 0,030),

conforme Tabela 11.

Tabela 12- Resultados dos coeficientes de correlagcdo de Spearman (p< - 0,3 ou p>

0,3 e p< 0,05) para os parametros analisados e o grupo T (n=53)

Parémetro CT LDLc  n&o-HDL TG PCSK9 PCRus
PCSK9 (ng/mL) 0,378 - 0,320 0,376
ETPLTF (nM/min) - - - 0,487
PeakLTF (nM) - - - 0,487 0,391 0,342
ETPHTF (nM/min) - - - 0,392

CT= Colesterol Total, LDLc= Colesterol presente na lipoproteina de alto peso molecular, ndo-HDL= Colesterol ndo
HDL, TG= Triglicérides, PCSK9= Pro-proteina ConvertaseSubtilisina/Kexina tipo 9, PCRus= Proteina C Reativa ultra-
sensivel ETPLTF= ETP LowTissueFactor, PeakLTF= PeakLowTissueFactor, ETPHTF= ETP HighTissueFactor.

Para o grupo de T, na analise de correlacdo aos pares de varidveis foi verificado
associacdo positiva da PCSK9 com o CT (p= 0,378; p= 0,006), e ndo-HDL (p= 0,320; p=
0,021) e TG (p= 0,376; p= 0,006). Para os parametros do teste de GT foi verificada correlagao
positiva entre 0 ETP (Low TF) com o TG (p= 0,487; p= 0,001); Peak (Low TF) com o TG (p=
0,484; p= 0,001), PCSK9 (p= 0,391; p= 0,004) e com a PCRus (p= 0,342; p= 0,012), ETP
(High TF) com TG (p= 0,392; p= 0,004), conforme Tabela 12.

6.10- Andlise de correlacdo entre os pardmetros: PCSK9 versus do teste de GT

Para finalizar, foi feita a correlacdo linear de Spearman entre PCSKO e as variaveis do teste
de GT, separadamente para cada uma das trés faixas de idade (3 a 17), (18 a 40) e (41 a 85)
anos. Para todas as faixas etarias, juntas, foi encontrada uma correlacdo negativa da PCSK9
com a variavel time to peak (Low TF) (p= - 0,352; p= 0,001) e positiva com Peak (Low TF)
(p=0,414; p=0,001).

Foi encontrada também correlagéo negativa da PCSK9 com as variaveis Lagtime (Low TF)
(p= - 0,485; p= 0,009) e time to peak (Low TF) (p= - 0,603; p=0,001) para a faixa etéria de 18
a 40 anos, porém, a PCSK9 foi correlacionada positivamente com ETP (Low TF) (p=0,578; p=
0,001), Peak (Low TF) (p= 0,652; p= 0,001) e Peak (High TF) (p= 0,537; p=0,003). No
entanto, para a faixa etaria de (3 a 17) e (41-85) anos, nenhuma correlagéo foi encontrada.
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7- DISCUSSAO

No presente estudo, verificamos que o perfil lipidico aterogénico que compreende as
dosagens do CT, LDLc e ndo-HDL estavam aumentados, enquanto a fracdo HDLc e TG
estavam dentro da normalidade nos individuos do grupo NT, apresentando valores que
caracterizam o diagnostico clinico da doencga. O grupo T apresentou uma reducéo significativa
das fragdes do CT, LDLc e ndo-HDL e, ainda reducdo do TG e aumento do HDLc, enquanto
que para a PCSK9 houve um aumento significativo no grupo T em relacdo ao grupo NT. Essa
resposta ja é esperada com o uso de estatina, pois 0 mecanismo de acdo da droga € inibir a
HMG-CoA redutase, enzima responsavel pela sintese de colesterol intracelular. A reducdo
desse colesterol leva ao aumento da expressao de LDLR e da PCSK9 pela ativacdo da via de
SREBP-2 (URBAN et al., 2013). Varios autores também reportaram esse aumento plasmatico
da PCSK9 em paralelo ao uso de estatina, Guo et al. (2013) verificaram um aumento da PCSK9
de 5 a7 %, em individuos com uso de 10 mg de atorvastatina por 08 semanas, enquanto com o
uso de atorvastatina de 20 mg pelo mesmo periodo foi verificado um aumento ainda maior da
PCSK9 de 35%, sugerindo claramente que ha um efeito dose-resposta da atorvastatina sobre 0s
niveis da PCSK9, ou seja, quanto maiores as doses da atorvastatina, maiores serdo 0s niveis
circulantes da PCSK9. Sahebkar et al. (2015), por meio de estudo de metanalise, investigaram
se 0 mesmo efeito acontece com outros tipos de estatinas e constataram que as maiores
elevacbes de PCSK9 ocorrem com as estatinas lipofilicas (atorvastatina, sinvastatina,
pitavastatina e fluvastatina) comparando com as estatinas hidrofilicas (rosuvastatina e
pravastatina), verificaram que o aumento da PCSK9 com as estatinas é dependente da dose e da
natureza dessas drogas. Outro farmaco presente neste estudo foi a ezetimiba, que comparado a
estatina, tem poucos estudos relacionados ao seu efeito sobre os niveis da PCSK9. Em um
estudo pré-clinico com a ezetimiba em monoterapia por 07 meses, verificou-se um aumento
significativo dos niveis da PCSK9 em 37% em macacos Cynomolgus dislipidémicos (HENTZE
et al., 2013). Outros autores em um estudo de metanalise verificaram que ndo houve elevacédo
significativa dos niveis de PCSK9 com uso da terapia combinada de estatina/ezetimiba

comparando com a estatina em monoterapia (SAHEBKAR et al., 2015).

O pareamento com sexo e com a idade entre os grupos NT e T, separadamente, foi
necessario para que os resultados fossem analisados intragrupo, e verificar quais parametros se
diferenciam quando os individuos sdo pareados pelo sexo (homens versus mulheres) e pela

idade (jovens versus adultos).
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Quando os participantes foram pareados pelo sexo, foi observado que no grupo NT, as
mulheres apresentam CT, LDLc e ndo-HDL mais altos que os homens. Enquanto, no grupo T,
as mulheres mostraram valores mais altos que os homens no perfil lipidico para a fracdo HDLc
e para TG. No grupo de T, o uso da estatina pode explicar o aumento significativo de HDLc,
pois o tratamentos com hipolipemiantes tém como objetivo o aumento do HDLc com estatinas
e prevencdo de eventos cardiovasculares. Da mesma forma, foi demonstrado pelo LIPID Study
Group (1998) o acompanhamento de 9.014 participantes, que 4.512 receberam estatina
(pravastatina) e 4.502 receberam placebo, no final dos cinco primeiros anos do estudo, 0s
participantes que receberam estatina tiveram um aumento significativo de HDLc em 5 % a mais
que o0 grupo que recebeu placebo, porém ndo fizeram discriminacdo entre os homens e as
mulheres. No entanto, discordante dos resultados do presente estudo, os niveis de TG no estudo
(LIPID Study Group, 1998) foram reduzidos com o uso da estatina em 11% em relagéo ao
grupo placebo. Uma explicacéo, para niveis de TG mais alto no presente estudo, poderia estar
relacionado a niveis de estr6geno nas mulheres, em uso de terapia hormonal. Persson e
colaboradores (2012) demonstraram o perfil lipidico de 31 mulheres submetidas a fertilizacéo
in vitro, as quais foram colocadas sob altas taxas de estrégeno enddgeno por estimulacdo de
FSH recombinante, uma redugdo nos valores do VLDLc e LDLc com niveis de HDLc
inalterado, e, concomitantemente apresentando aumento do TG em 37%. Outros autores em
estudos de coorte tentam explicar também as diferencas no género e a influéncia que a idade
pode exercer na mudanca do perfil lipidico (JOUSILAHTI et al.,1999; FREEDMAN et al.,
2004; VITALE et al., 2009). Jousilahti et al. (1999) acompanharam 14.786 homens e mulheres
por meio de um estudo prospectivo na Finlandia por quase 07 anos, com medidas de fatores de
risco cardiovascular iguais para ambos 0s sexos, dentre eles o perfil lipidico e, constataram que
mulheres em pré-menopausa apresentavam baixas concentracdes de CT, LDLc, TG e, niveis de
HDLc mais alto em relagdo aos homens. O risco cardiovascular aumentou marcadamente com a
idade em ambos os sexos. Os homens tém aumento do risco em torno dos 45 a 55 anos,
enguanto nas mulheres aumenta bruscamente ap6s a menopausa (ROMERO-MORALEDA et
al., 2015). As mulheres no pré-menopausadas tém gordura na regido glitea mais proeminente,
ao passo que nos homens o padrdo de obesidade € androide e a gordura visceral é fonte
importante de liberagdo de acidos graxos livres e, mediadores inflamatorios, que contribuem
para anormalidades lipidicas (REGITZ-ZAGROSEK et al., 2007). Gu e colaboradores (2015)
também em um estudo retrospectivo de 230.000 individuos na China, entre 0s anos de 2009 a

2015 observaram um aumento na dislipidemia naquele pais. A populagdo urbana foi a mais
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afetada nos individuos acima de 20 anos, ambos 0s sexos, foram analisados com dosagens do
pefil lipidico de jejum. Esses autores observaram que os homens foram afetados com uma

média de idade entre 40 a 59 anos, e as mulheres na pds-menopausa.

Lakoski et al. (2009) avaliaram os niveis de PCSK9 numa populacdo multiétnica,
incluindo homens e mulheres ndo menopausadas, sem tratamento de estatinas, revelando
diferenca entre os sexos, onde mulheres apresentaram PCSK9 maior que os homens, mesmo
apos ajuste com idade, etinicidade, IMC, pressdo arterial, estado de menopausa, glicose de
jejum, nivel de LDLc, HDLc, TG e PCR. Os autores também encontraram valores maiores da
PCSK9 em mulheres na pos-menopausa do que em mulheres na pré-menopausa. Os achados
evidenciam que hd uma reducdo da PCSK9 circulante estrégeno-induzida e que também
aumenta o gene de expressao do LDLR, em parte por via pés-transcricional, além de aumentar
o0 clearence das lipoproteinas que contém a apo-B pelos receptores de LDLc nos hepatécitos
(PERSSON et al., 2012). Resultados semelhantes foram reportados por Cui e colaboradores
(2010) que também estudaram os niveis de PCSK9 em 2.719 adultos chineses, encontrando
niveis levemente mais altos em mulheres em comparacdo aos homens, e as mulheres pos-
menopausadas tinham niveis significativamente mais elevados que mulheres pré-
menopausadas. Os niveis de PCSK9 encontrados foram correlacionados com mdultiplas
variaveis metabolicas incluindo idade, IMC, perfil lipidico, glicemia de jejum e pressao arterial.
Enquanto que, para os homens encontraram correlagdo positiva da PCSK9 com CT, TG e
pressao arterial sistolica, nas mulheres, encontraram correlagdo positiva com CT, idade e
pressdo arterial diastélica, indicando que a PCSK9 pode ser um biomarcador do estado
metabolico e de doenca cardiovascular (CUI et al., 2010). Estudos com a PCSK9 mostram
efeitos desta proteina no metabolismo lipidico em adicdo ao papel nos LDLR, incluindo os
alvos conhecidos dessa proteina como os receptores de VLDLc (VLDLR) (POIRIER et al.,
2008). Estudos em camundongos com PCSK9-Knockout ou PCSK9-transgénicos, revelaram
que a baixa da PCSK9 melhora a entrada de TG e acidos graxos nos adipocitos viscerais pelos
VLDLR, ocasionando uma reducéo da hipertrigliceridemia pos-prandial (LE MAY et al., 2009;
LAGACE, 2014; Ll e LI, 2015).

Os grupos NT e T quando pareados entre jovens e adultos, somente os adultos tratados do
presente estudo apresentaram maiores valores de forma significativa para TG e PCSK9 em
relacdo aos jovens tratados. McKenney et al. (2012) descrevem uma associagdo positiva entre a

PCSK9 plasmética e TG na populacdo em geral e, quando se tinha a inibicdo da PCSK9 por
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anticorpos especificos, observaram associagdo na reducdo dos niveis de TG. Esses estudos
corroboram com 0s nossos resultados de aumento de TG e PCSK9 no grupo de T de adultos se

analisarmos uma maior representacdo por mulheres adultas em tratamento.

Apos a divisdo dos grupos NT e T, de acordo com a faixa etaria em anos, as analises para
o0s parametros TG e PCSK9 apresentaram diferencas estatisticas, com valores mais altos para a
faixa etaria de maior idade. Em acordo com 0s nossos resultados, esses resultados também séo
encontrados em varios outros estudos (POIRIER et al., 2008; LAKOSKI et al. 2009; CUl et al.,
2010). E ainda, com relagéo ao tipo de tratamento entre os grupos tratados com estatina e com a
associacdo ezetimiba + estatina, diferencas foram encontradas para as variaveis do perfil
lipidico CT, LDLc e ndo-HDL com valores mais reduzidos para todos 0s parametros no grupo
em tratamento com ezetimiba + estatina. Em pacientes com HF heterozigotos o tratamento com
estatinas mais potentes ou com terapias combinando estatinas + ezetimiba, pode-se atingir
niveis de LDLc menores que 100 mg/dl. De acordo com nossos resultados, a terapia combinada
também se mostrou ser mais eficaz na reducéo do perfil lipidico aterogénico (CT, LDLc e nédo-
HDL) em acordo com os estudos de OGURA, 2017. O uso de estatina estd indicado para
terapias de prevencao primaria e secundaria como primeira op¢do como ja foi demonstrado em
trials comparando o uso de varias estatinas ou a mesma estatina em varias doses como uma
terapia agressiva na reducdo do LDLc na HF ( MCKENNEY et al., 2012; NORDESTGAARD
et al., 2013, OGURA, 2017). No entanto, a aprovacdo do tratamento com as estatinas mais
potentes e, em altas doses, oferece um acréscimo limitado na reducdo do LDLc e,também um
aumento da incidéncia de efeitos colaterais. J& a associacdo da estatina com a ezetimiba, a qual
atua na inibicdo da NCP1L1 e a absorcdo intestinal de colesterol, proporciona um incremento
na redugdo dos niveis de LDLc de 12 a 19%, segundo KASTELEIN et al., 2008. Em estudos,
comparando placebo e a ezetimiba associada com estatina, foi observado reducdo em eventos
CV em pacientes com estenose adrtica degenerativa e doenca renal crénica em uso da terapia
combinada (ROSSEBO et al., 2008; BAIGENT et al., 2011). Kastelein e colaboradores (2008)
conduziram um estudo randomizado durante 02 anos com 720 pacientes portadores de HF, em
que 363 usaram somente sinvastatina e 357 usaram terapia combinada de sinvastatina +
ezetimiba, acompanharam o perfil lipidico e a medida da camada intima da caro6tida. Apds 24
meses de tratamento, verificaram uma reducédo no LDLc entre os grupos de 16,5%, sendo maior
a reducédo no grupo com terapia combinada (sinvastatina + ezetimiba) e verificaram também
reducdes significativas de TG e PCR no mesmo grupo, porém, ndo observaram modificacfes

na camada intima arterial entre os 02 grupos.
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Na analise comparativa entre as mulheres adultas que estavam em uso ou ndo de terapia
hormonal, o perfil lipidico ndo mostrou diferenga entre os dois grupos. No entanto, a PCRus
apresentou valores maiores nas mulheres com terapia hormonal de forma significativa em
relacdo as mulheres sem a terapia, portanto, apresentaram mais inflamadas e menos protegidas
do ponto de vista cardiovascular. Niveis de PCR estdo aumentados em mulheres aparentemente
saudaveis em uso de terapia hormonal e com isso, acredita-se que a terapia estrogénica pode
agravar ou estimular processos inflamatorios em mulheres predispostas, podendo contribuir
para progressao de aterosclerose e processo trombético, estudos também estdo em acordo com
0s nossos dados (KURTZ et al., 2011; LAKRYC et al., 2015). No entanto, este efeito ainda ndo
esta totalmente elucidado segundo Hodis et al., 2008 e Lakryc, 2015.

Lakoski e Herrington (2005) verificaram em estudos observacionais e randomizados,
diferengas nas concentracGes de PCR e IL-6 com relacdo a terapia hormonal e mostraram que
os niveis de PCR estdo elevados na maioria das mulheres na pds-menopausa e terapia hormonal
oral. Blumenfeld e colaboradores (2007) verificaram também em estudo caso-controle que a
PCR em mulheres que faziam uso de reposi¢do hormonal, as quais foram observadas por nove
meses ou mais, se mostrou significativamente aumentada com o uso da terapia hormonal oral
nessas mulheres. Um estudo conduzido na populagédo brasileira, foram avaliadas 44 mulheres
eutroficas em fase reprodutiva, na idade de 18 a 28 anos e distribuidas em 02 grupos, um em
uso de contraceptivos com pelo menos 01 ano e, 0 outro sem 0 uso de contraceptivos, as
mulheres em uso de contraceptivo oral apresentavam os maiores valores de PCR (PETTO et
al., 2013). Ridker et al.(2007) avaliaram o poder preditivo de fatores de risco ndo tradicionais
na predicdo de eventos cardiovasculares e, acompanharam 24.588 mulheres aparentemente
saudaveis por 10,2 anos nos Estados Unidos. Os autores observaram que existe uma acuidade
progndstica superior aos modelos cujos escores sao baseados apenas em variaveis tradicionais,
como o escore de predicdo de risco cardiovascular (The Reynolds Risk Score), escore

simplificado e que incluiu a PCR.

Analisando os parametros de hemostasia, encontramos na comparagao entre o grupo NT e
T, diferenca significativa no time to peak com baixa e alta concentracéo de fator tissular, com o
grupo NT mostrando valores maiores do que no grupo T, portanto, mostra maior geracdo de
trombina no grupo de NT. Passando as andlises dos parametros de hemostasia nos grupos
separados com ajustes para sexo e idade, no grupo NT ndo mostrou diferencga entre 0s sexos,

porém mostrou diferenca entre jovens e adultos, com valores maiores de ETP com alta
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concentracdo de FT nos adultos. No grupo T, mostrou diferenca entre homens e mulheres, tanto
na avaliacdo de lagtime e time to peak Low TF e Peak High TF, onde as mulheres mostraram
ser mais hipercoagulaveis que os homens, tanto pela via intrinseca quanto pela via extrinseca
da coagulagdo. Ainda no grupo T, comparando as idades, os adultos mostraram mais
hipercoagulaveis do que os jovens, com alteracGes tanto em ETP e Peak Low TF quanto em
ETP e Peak High TF. Na avaliacdo dos parametros de hemostasia em relacdo aos grupos de
idade, os adultos mostraram ser mais hipercoagulaveis em comparacdo com as outras faixas
etarias. No global, a populacdo feminina apresenta perfil pré-trombético, como Cheryl e
colaboradores (2017) mostraram num estudo que recrutaram 64 voluntarios normais, com 21
homens e 43 mulheres, com mediana idade de 44 (20 e 79) anos, foram submetidos ao ensaio
de GT pelo método de CAT, em que todos mostravam perfil normal de coagulacdo, contagem
de plaquetas e nenhuma outra anormalidade sanguinea e mesmo apds analises multivariadas,
incluindo idade e etnia, a diferenca entre 0s sexos permaneceu estatisticamente diferente. Neste
mesmo estudo, na comparacdo de idade, os individuos mais velhos (> 50 anos) tiveram mais
perfil para hipercoagulabilidade em todos os parametros. Conforme esperado, o perfil lipidico
sofreu menos efeito do tratamento hipolipemiante nos adultos. Estes também apresentaram
maior geracdo de trombina, sinalizando para hipercoagulabilidade, o que se traduz por valores
mais elevados de ETP e Peak com Low e High TF. De fato, a idade tem sido apontada como
um fator importante para o aumento do potencial de geracdo de trombina (FAVALORO et al.,
2014). Porém, é possivel que um perfil lipidico jA muito alterado previamente e que vem se
mantendo ainda com alguma alteracdo apesar do tratamento, possa estar contribuindo também
para este perfil hipercoagulavel mais expressivo em adultos. Esses resultados corroboram com
os resultados do nosso estudo que, mesmo apoés a divisdo dos grupos pelas faixas etarias, os 02
subgrupos de adultos mostraram mais hipercoagulaveis em relagdo aos jovens. Nestas faixas
etarias, 0s niveis de TG e da PCSK-9 aumentaram significativamente com a idade conforme
esperado. Em relacdo aos pardmetros de geracdo de trombina, estes também se mostraram mais
elevados (ETP e Peak com Low e High TF) com o envelhecimento. Assim, estes parametros se
elevaram nas faixas de 18 a 40 anos e de 41 a 85 anos, com maior expressdo na primeira,
provavelmente devido ao uso de contraceptivos orais por algumas mulheres desta faixa etaria.
Tal uso indubitavelmente contribuiria para elevacdo dos parametros citados, configurando um

perfil de hipercoagulabilidade.

Quando as andlises dos paramétros de GT foram feitas com os subgrupos de idade,

comparando NT e T em cada faixa etaria, foi verificado que a faixa de 41 a 85 anos apresentou
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lagtime, Peak e time to peak Low TF alterados mostrando que o grupo T estava mais
hipercoagulavel que o grupo NT. Os nossos resultados estdo discordantes daqueles encontrados
na literatura (SANGUIGNI et al., 2005; MOBARREZ et al., 2011; OWENS-III et al., 2014;
UNDAS et al., 2014; TRIPODI et al., 2014). Uma das justificativas para explicar os resultados
encontrados no presente estudo, poderia estar relacionada com o nimero de participantes de
cada grupo, pois o grupo T (n=29) evidencia um nimero maior de participantes que o grupo
NT (n=6).

Na avaliagdo no grupo T, onde foi feita a comparagdo entre os tipos de tratamento
(estatina versus estatina+ezetimiba), os parametros de GT mostraram maiores valores de ETP
Low TF e High TF no grupo de monoterapia (estatina) em relacdo ao grupo de terapia
conjugada (estatina+ezetimiba). Conjuntamente, a reducdo no perfil lipidico também foi maior
na terapia conjugada (estatina+ezetimiba) do que no grupo monoterapia (estatina). Os valores
maiores de ETP em Low e High TF verificados no grupo de monoterapia mostraram que, esses
individuos estdo mais hipercoagulaveis que os do grupo de terapia conjugada. Alguns estudos
corroboram com nossos resultados como o de Tripodi et al. (2014) que estudaram em um grupo
de 51 pacientes, o potencial endégeno através do estudo de coagula¢do com baixa concentragdo
de FT que era medido antes e ap6s 02 meses de tratamento com a estatina e mostrou reducéo
dos niveis de colesterol total e aumento de HDLc, e o potencial enddgeno de geracdo de
trombina foi reduzido apo6s o tratamento, suportando a hipdtese de que ha uma ligagdo entre
estatinas e coagulacdo através da capacidade de reduzir geracdao de trombina em pacientes com
hipercolesterolemia, que levou a concluir que as estatinas reduzem niveis de colesterol na
hipercolesterolemia ao mesmo tempo que reduz trombina, principalmente pelo seu efeito
potencial de reducdo de trombina enddgena. Portanto, intervencdes terapéuticas que ajudam na
reducdo do colesterol plasmatico levam a reducdo de inflamacdo sistémica como demonstrado
pela reducdo de PCR por terapias hipolipemiantes (KINLAY, 2007). Também efeitos benéficos
das estatinas na reducdo de geragdo de trombina podem ser medidas, em parte, atraves da
reducdo de fatores de coagulagdo como reportados em estudos prévios (PORRECA et al., 2000;
MORISHITA et al. , 2002; ADAMS et al., 2013). Numa revisdo de literatura, foram descritos
os efeitos das estatinas na expressdo de FT e coagulacdo, em que reduz a expressao de FT
leucocitério, das microparticulas FT positivo e consequentemente a coagulacdo. Esses estudos
sugerem que, a atividade anticoagulante pelas estatinas é dada em parte, pela sua habilidade em
reduzir expressdo de FT de mondcitos em pacientes com DCV (OWENS-III et al., 2013) que €

0 chamado “efeito pleiotropico”. Outros estudos também mostram o aumento de expressdo da
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Trombomodulina (TM) pelas estatinas e ativacdo da via de anticoagulantes naturais (PC e PS)
(SHI et al., 2003; UNDAS et al., 2014). A combinacgdo de estatina com ezetimiba parece ter
resultado em reducdo da ativacdo da cascata de coagulacdo limitando a geracdo de trombina, ou
seja, limitando o potencial tromboético. No entanto, estudos mais robustos com foco nesta
questdo merecem ser desenvolvidos j& que nossos resultados sugerem que o tratamento
combinado (estatina + ezetimiba) pode ter vantagem sob o ponto de vista lipidico e
hemostatico. Uma revisdo da literatura sobre esta importante questdo nao revelou qualquer
relato, o que pode abrir uma interessante perspectiva de novos estudos com esta abordagem
especifica.

Avaliando as mulheres adultas e terapia hormonal, os pardmetros de GT mostraram
aumentados nas mulheres com o uso de terapia hormonal feminina (contraceptivos e reposi¢ao)
onde o ETP, Peak e time to peak Low TF e High TF mostraram valores compativeis com perfil
de hipercoagulabilidade nessas mulheres. Os testes realizados com baixa concentracdo de FT
(Low TF) sdo mais sensiveis para detectar alteracfes da via intrinseca e deficiéncia de Inibidor
da via de fator tissular (TPFI), pois esses fatores requerem uma rea¢do mais lenta para ter seu
efeito, indicando a influéncia da terapia hormonal feminina, ocasionando uma alteracdo nesta
via com consequente desequilibrio na hemostasia e predispondo ao estado pro-trombdtico,
como alguns estudos relatam aumento dos niveis sanguineos de fator VIII, diminuicdo de
anticoagulantes naturais como a PC e seu cofator PS (BRITO et al.,, 2011; PADOVAN e
FREITAS, 2015). A andlise do perfii lipidico, inflamatério (PCRus) e do teste de GT entre
mulheres que usam ou ndo terapia hormonal revela um indiscutivel efeito do uso de horménios
sobre a hemostasia, com ativacdo desta, conforme ja amplamente descrito na literatura
(TCHAIKOVSKI et al., 2007; MOHAMED et al., 2018). Consequente ao aumento da PCRus
nas usudrias de horménios, pode-se inferir um perfil inflamatdrio mais expressivo, que também
interfere na coagulacdo aumentando os niveis plasmaticos de FVIII da coagulacdo e redugédo
dos niveis plasmaéticos de PS repercutindo nos parametros do teste de GT incluindo redugéo de
Lagtime e time to peak e aumento de ETP e Peak, tanto com Low e High TF, implicando em
um estado de hipercoagulabilidade em usuérias de terapias hormonais (TCHAIKOVSKI et al.,
2007; MOHAMED et al., 2018).

Nas andlises de correlacdo, no grupo NT foi verificada correlagdo positiva entre o perfil
lipidico e os pardmetros de GT ETP Low TF e Peak High TF. A PCSK9 também teve

correlagéo positiva com Peak Low TF e a PCRus com ETP High TF, mostrando perfil de
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hipercoagulabilidade nestes individuos. A relacdo de altos niveis de lipidios com aumento de
coagulacao ja foi bem demonstrada por meio de estudos clinicos (OWENS-III et al., 2013;
UNDAS et. al., 2014; TRIPODI et al., 2014). O mesmo resultado ¢é esperado com a PCSK9 e
PCRus que corroboram com estudos que demonstram as correlagbes com hipercolesterolemia e
doenca aterosclerética. Wang e colaboradores (2016) hipotetizaram que os niveis de PCSK9
plasmaticos podem estar associados de forma independente e positiva com FT em pacientes
diabéticos que apresentam DAC, mas sugerem que futuros estudos serdo necessarios para
entendimento deste mecanismo. No grupo de T, as correlagcdes também foram positivas entre o
perfil lipidico e pardmetros de GT, sendo mais com TG e mostrando tendéncia a
hipercoagulacdo nesses individuos. A PCSK9 e PCRus também mantiveram as correlacbes

positivas.

Finalmente, a correlacdo da PCSK9 com os pardmetros de GT com as faixas etérias
extremas (jovens e adultos acima de 41 anos) ndo foi encontrada. Porém, a correlacdo da
PCSKO, na faixa etaria de 18 a 40 anos, foi negativa com Lagtime Low TF, o que significa que
quando a PCSKO9 subiu e a Lagtime Low TF desceu, e a PCSK9 teve correlagdo positiva com
ETP Low TF e Peak Low TF, ou seja, quando ela subiu, esses também subiram mostrando
tendéncia a hipercoagulacdo ativada pela via intrinseca que é avaliada pela Low TF. Até o
momento, ndo temos dados de nenhum estudo para respaldar essa correlacdo. Mas, existem
algumas particularidades nesse grupo da faixa de 18 a 40 anos (n=28): 1) por ser composto
mais por mulheres adultas, sendo NT (H=7 e M=7) e T (H=3 e M=11) e; 2) dessas 18 mulheres
adultas nessa faixa etaria, 08 estavam em uso de terapia hormonal (grupo NT=3 e grupo T=5),

hipotetizando a influéncia da terapia hormonal feminina nos resultados da hemostasia.

Em suma: no presente estudo, as mulheres mostraram niveis mais altos de CT, LDLc e
ndo-HDL em relacdo aos homens. As mulheres tratadas, mostraram aumento de HDLc. Os
jovens quando tratados apresentaram reducdo dos niveis de perfil lipidico aterogénico e
hemostatico. O uso da terapia combinada (estatina + ezetimiba) mostrou superioridade no
tratamento dos portadores de HF. Mulheres em terapia hormonal apresentam maiores valores
de PCR e ativacdo do sistema hemostatico. A PCSK9 se correlacionou positivamente com
niveis de perfil lipidico aumentado e idade avancada e, parametros de tendéncia a

hipercoagulabilidade correlacionaram positivamente com PCSKO9 e perfil lipidico.
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8- CONCLUSAO

A combinacdo de estatina com ezetimiba parece ter resultado na reducdo da ativacdo da
cascata de coagulacao limitando a geracdo de trombina, com isso limita o potencial trombotico

e, ainda mostrou-se superioridade na reducéo do perfil lipidico.

9- CONSIDERACOES FINAIS

A fim de propiciar um melhor entendimento sobre as varidveis analisadas neste estudo e sua

relagdo com HF e com o tratamento desta, seguem algumas consideragdes:

Uma das limitacGes no presente estudo foi o numero amostral para especificacdo de cada
tratamento quanto ao tipo de estatina, dose usada e o tempo de tratamento. Se procedesse para

cada um desses itens, 0 n amostral seria muito pequeno para as analises.

Outra limitacdo foi 0 numero de participantes da faixa etaria mais avancada (41 a 85 anos),
em que os parametros analisados sofrem mais alteragcdes. Quando os pardmetros de geracao de
trombina foram analisados em funcdo dos tratados e ndo tratados, e de acordo com a faixa
etaria, observou-se uma coeréncia com o0s resultados prévios, ou seja, uma tendéncia a
hipercoagulabilidade nas faixas de idade mais avangadas, particularmente nos ndo tratados, em
relacdo a faixa de 03 a 17 anos, porém, com destaque outra vez para a faixa de 18 a 40 anos. No
entanto, chama a atencdo que na faixa de 41 a 85 anos, os tratados apresentaram maior
potencial de geracdo de trombina, traduzidos por aumento da ETP e reducdo de time to peak
com Low TF; e reducdo do time to peak e Lagtime com High TF. Uma hipdtese para explicar
este efeito paradoxal do tratamento poderia ser o0 n amostral muito maior no grupo T em relacéo
ao NT.

Na faixa etéria de 18 a 40 anos, onde a correlacdo da PCSK9 com a hemostasia foi positiva,
também tivemos maior numero de mulheres em uso de terapia hormonal, porém nao sabemos
se 0 nimero de usudrias de terapia pode ser impactante nos resultados de coagulacdo, ou se
podera ser um dado inédito neste trabalho. O que nos faz pensar em prosseguir as investigacoes
em um grupo maior, avaliando a coagulacdo nessa faixa etaria, mulheres portadoras de HF sem

uso de terapia hormonal, para conseguir novas conclusdes a respeito desse tema.
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10- LISTA DE ANEXOS

10.1 — Anexo A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE T6387417.6.0000.5149

Interessadola): Profa.|éda de Fatima Oliveira Silva

Depto. Analises Clinicas e Toxicologicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

O Comité de Etica em Pesguisa da UFMG — COEF aprovou, no
dia 01 de novembro de 2017, o projeto de pesquiza infitulado
“Avaliagdo de marcadores bioguimicos, inflamatérios e
hemostaticos em portadores de hipercolesterolemia familiar:
correlagéo com tratamento farmacologico” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEF um
ano apos o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

Profa. Dra. Vivian Resende
Coordenadora do COEP-UFMG
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10.2 — Apéndice A - Termos de Consentimento e Assentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO(TCLE) (Maiores de 18 anos)

Carta convite ao participante do estudo: vocé esta sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa. Caso
queira participar é importante que leia estas informagdes sobre o estudo e seu papel nesta pesquisa. TITULO DO
PROJETO: “Avaliagdo de Marcadores Bioquimicos, Inflamatérios e Hemostaticos em Pacientes
Portadores de Hipercolesterolemia Familiar: Correlagdo com Tratamento Farmacol6gico.”

Caso haja o entendimentoda natureza da pesquisa e os riscos de sua participagdo é imprescindivelo seu
consentimento livre e esclarecido por escrito. Sua decisdo em participar é totalmente voluntaria. O presente estudo
tem como objetivo determinar exames clinicos laboratoriais do sangue, relacionados com o aumento de colesterol
no sangue e suas consequéncias como alteracfes cardiovasculares. Se concordar em participar deste estudo vocé
serd solicitado a:

e Responder um questionario sobre habitos de vida, uso de medicamentos e dados pessoais Como peso
e idade.

e Fornecer uma amostra de sangue. A coleta sera realizada no ambulatério de Endocrinologia da
prefeitura e consultério particular de Bom Despacho. Nesta amostra de sangue serdo analisados
marcadores que possam influenciar no desenvolvimento das doencas cardiocirculatorias. Como
exemplo, o colesterol.

Cabe ao pesquisador manter sigilo das informagdes coletadas durante a pesquisa. Toda informacdo obtida nessa
pesquisa serd divulgada em eventos académicos, congressos e revistas especializadas, ndo revelando a sua
identidade, que é confidencial.

Os riscos aos quais vocé ir4 se submeter sdo 0s mesmos existentes em qualquer procedimento da mesma natureza,
0u seja, 0s mesmos existentes para coletas de sangue. Além do risco relacionado & puncéo venosa, 0 paciente ira
responder a uma entrevista que podera causar constrangimento ou desconforto. Vocé podera sentir dor durante a
retirada de sangue, porem sem a presenca de hematoma no local da puncdo venosa. Se por ventura ocorrer algum
problema durante a coleta,vocé terd o devido atendimento, pois, estard em ambiente hospitalar. A classificacdo do
risco da pesquisa é baixa.

E importante que esteja consciente de que a sua participacio neste estudo de pesquisa é completamente voluntaria
e que pode recusar-se a participar do estudo a qualquer momento. No caso de desisténcia do estudo, vocé devera
notificar ao pesquisador para que 0 mesmo possa retirar todos os resultados relacionados a sua amostra de sangue
e ndo acesse mais informacdes sobre o seu registro.

Na pesquisa, pretendemos utilizar parte dessas amostras de sangue coletadas para estudos futuros. As mesmas
serdo armazenadas a -80°C em freezer da Faculdade de Farmécia da UFMG, por 05 anos. Também usaremos as
informagdes do prontuario médico sobre dados de sua saide. N&o sera necessario nenhum novo procedimento
médico para realizar essa pesquisa.

Né&o havera custos por participar dessa pesquisa nem gasto, pois 0s participantes vao para o atendimento no
ambulatorio de endocrinologia da prefeitura e, ou consultério particular de Bom Despacho para seus exames de
rotina. Nem beneficio direto a ndo ser os exames de rotina fornecidos e, nem compensagdo financeira. Porém,
outras pessoas com Hipercolesterolemia Familiar poderdo se beneficiar com os dados que serdo obtidos da
pesquisa.

Esse termo sera assinado em duas vias € uma das vias ficard em sua posse.

Caso vocé tenha mais perguntas sobre o estudo, por favor, entre em contato, por telefone, com os responsaveis
pelo estudo, cujos nomes estdo relacionados a seguir: Profa. Dra. leda de Fatima Oliveira Silva - telefone
(31)3409-6897.Coordenadora do Projeto, Professora de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farméacia da UFMG.
Email: iedafos@farmacia.ufmg.br; Jinea Paolucci de Paiva Silvino- telefone (37)9882-3672. Aluna de mestrado
do Programa de Pds-Graduagdo em Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farméacia da UFMG.
Email: juneapaolucci@gmail.com.

OBSERVACAO: Este termo estad de acordo com a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde para
pesquisas em seres humanos.
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Rubrica do pesquisador:

Consentimento:

Rubrica do participante:
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Li as informacGes contidas neste documento antes de assinar este termo de consentimento. Declaro estar

ciente sobre os métodos a serem utilizados para o estudo, as inconveniéncias bem como aos riscos e beneficios.

Declaro que me foi dado tempo suficiente para ler e entender as informagoes acima. Declaro também que
toda a linguagem técnica utilizada na descricdo deste estudo de pesquisa foi satisfatoriamente explicada e que
recebi respostas para todas as minhas dlvidas. Confirmo também que recebi uma copia deste formulario de
consentimento. Compreendo que sou livre para me retirar do estudo em qualquer momento, sem perda de

beneficios ou qualquer outra penalidade.

Dou meu consentimento de livre e espontanea vontade e sem reservas para participar como paciente deste

estudo.

Nome do participante (letra de forma)

Assinatura do participante ou representante legal

Declaro que o participante e/ou seu representante legal recebeu todas as informacGes necessérias, que foram

fornecidas em uma linguagem adequada e compreensivel e que ele(a) compreendeu as explicacGes.

Assinatura do pesquisador e Carimbo

(02 vias)

Qualquer davida sob o aspecto ético deste projeto, favor entrar em contato com: COEP - Comité de Etica em

Pesquisa - Av. Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005, Campus Pampulha, Belo

Horizonte, MG — Brasil. telefax (31) 3409-4592. Email: coep@prpg.ufmg.br

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE

NOME DO PACIENTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE:

DATA DE NASCIMENTO: / /

ENDERECO:

BAIRRO: CIDADE:

CEP: TELEFONE: DDD (
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) (Para os pais ou responsaveis)

O(A) seu(sua) filho(a) esta convidado(a) a participar de um projeto de pesquisa. TITULO DO PROJETO:
“Avaliacdo de Marcadores Bioquimicos, Inflamatérios e Hemostaticos em Pacientes Portadores de
Hipercolesterolemia Familiar: Correlacdo com Tratamento Farmacologico.” Caso permita que ele(a) participe, é
importante que leia estas informacfes sobre o estudo e o papel nesta pesquisa. Caso haja o entendimento da
natureza da pesquisa e 0s riscos da participacdo do menor é imprescindivel o seu consentimento livre e esclarecido
por escrito. Sua decisdo em permitir que o menor participe é totalmente voluntaria. O presente estudo tem como
objetivo realizar exames laboratoriais no sangue do seu(a) filho(a). Se concordar na participacdo da crianca ou do
adolescente, saiba que ser solicitado a ele(a) o seguinte:

e Responder um questionario sobre habitos de vida, uso de medicamentos e dados pessoais como peso
e idade.

e Fornecer uma amostra de sangue. A coleta sera realizada no ambulatoério de Endocrinologia da
prefeitura e consultério particular de Dom Despacho. Nesta amostra de sangue serdo analisados
marcadores que possam influenciar no desenvolvimento das doencas cardiocirculatorias. Como
exemplo, o colesterol.

Cabe ao pesquisador manter sigilo das informagdes coletadas durante a pesquisa. Toda informacéo obtida nessa
pesquisa serd divulgada em eventos académicos, congressos e revistas especializadas, ndo revelando a identidade
da crianga ou adolescente, que é confidencial.

Os riscos aos quais seu filho(a) ird se submeter sdo 0s mesmos existentes em qualquer procedimento da mesma
natureza, ou seja, 0S mesmos existentes para coletas de sangue. Além do risco relacionado a pungdo venosa, 0
paciente ira responder a uma entrevista que podera causar constrangimento ou desconforto. Vocé podera sentir dor
durante a retirada de sangue, porem sem a presen¢a de hematoma no local da puncdo venosa. Se por ventura
ocorrer algum problema durante a coleta, vocé terd o devido atendimento, pois, estard em ambiente hospitalar. A
classificacdo do risco da pesquisa € baixa.

E importante que esteja consciente de que a participacdo neste estudo de pesquisa é completamente voluntaria e
gue pode recusar-se a participar do estudo a qualquer momento. No caso de desisténcia do estudo, vocé devera
notificar ao pesquisador para que 0 mesmo possa retirar todos os resultados relacionados a amostra de sangue e
ndo acesse mais informacdes sobre o registro.

Na pesquisa, pretendemos utilizar parte dessas amostras de sangue coletadas para estudos futuros. As mesmas
serdo armazenadas a -80°C em freezer da Faculdade de Farmécia da UFMG, por 05 anos. Também usaremos as
informagdes do prontuario médico sobre dados de salide. N&o seré& necessario nenhum novo procedimento médico
para realizar essa pesquisa.

Né&o havera custos por participar dessa pesquisa nem gasto, pois 0s participantes vao para o atendimento no
ambulatério de endocrinologia da prefeitura e, ou consultério particular de Bom Despacho para seus exames de
rotina. Nem beneficio direto a ndo ser os exames de rotina fornecidos e, nem compensagao financeira. Porém,
outras pessoas com Hipercolesterolemia Familiar poderdo se beneficiar com os dados que serdo obtidos da
pesquisa.

Esse termo serd assinado em duas vias e uma das vias ficard em sua posse.

Caso vocé tenha mais perguntas sobre o estudo, por favor, entre em contato, por telefone, com os responsaveis
pelo estudo, cujos nomes estdo relacionados a seguir: Profa. Dra. leda de Fatima Oliveira Silva - telefone
(31)3409-6897. Coordenadora do Projeto, Professora de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farméacia da UFMG.
Email: iedafos@farmacia.ufmg.br; Jinea Paolucci de Paiva Silvino- telefone (37)9882-3672. Aluna de mestrado
do Programa de Po4s-Graduacdo em Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmacia da UFMG.
Email: juneapaolucci@gmail.com.
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OBSERVACAO: Este termo esta de acordo com a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde para
pesquisas em seres humanos.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:

Consentimento:

Li as informacGes contidas neste documento antes de assinar este termo de consentimento. Declaro estar
ciente sobre os métodos a serem utilizados para o estudo, as inconveniéncias bem como aos riscos e beneficios.

Declaro que me foi dado tempo suficiente para ler e entender as informac@es acima. Declaro também que
toda a linguagem técnica utilizada na descricdo deste estudo de pesquisa foi satisfatoriamente explicada e que
recebi respostas para todas as minhas duvidas. Confirmo também que recebi uma cépia deste formulario de
consentimento. Compreendo que sou livre para me retirar do estudo em qualquer momento, sem perda de
beneficios ou qualquer outra penalidade.

Dou meu consentimento de livre e espontanea vontade e sem reservas para participar como paciente deste
estudo.

Nome do participante (letra de forma)

Assinatura do participante ou representante legal Data

Declaro que o participante e/ou seu representante legal recebeu todas as informagBes necessarias, que foram
fornecidas em uma linguagem adequada e compreensivel e que ele(a) compreendeu as explicagdes.

Assinatura do pesquisador e Carimbo Data

(02 vias)

Qualquer davida sob o aspecto ético deste projeto, favor entrar em contato com: COEP - Comité de Etica em
Pesquisa - Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005, Campus Pampulha, Belo
Horizonte, MG — Brasil. telefax (31) 3409-4592. Email: coep@prpg.ufmg.br

DADOS DE IDENTIFICAGCAO DO PACIENTE

NOME DO PACIENTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE:

DATA DE NASCIMENTO: / /

ENDERECO:

BAIRRO: CIDADE:

CEP: TELEFONE: DDD ()



mailto:coep@prpq.ufmg.br
mailto:coep@prpq.ufmg.br

93

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE) (Criancas de 5 a 9 anos)

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem o nome: “Avaliacdo de Marcadores Bioquimicos,
Inflamatorios e Hemostaticos em Pacientes Portadores de Hipercolesterolemia Familiar: Correlagcdo com
Tratamento Farmacoldgico.” Nessa pesquisa nos precisaremos coletar um pouco de seu sangue para avaliar se
vocé tem problemas com gordura no sangue. N6s também iremos fazer perguntas a vocé e a sua mae ou pai, para
saber dados de sua salde.

Voceé s6 participa se quiser. Se ndo quiser participar da pesquisa, ndo tem problema. A médica ira te atender da
mesma forma.

O(A) seu(sua) filho(a) esta convidado(a) a participar de um projeto de pesquisa. Caso permita que ele(a) participe,
é importante que leia estas informagdes sobre o estudo e o papel nesta pesquisa. Caso haja o entendimento da
natureza da pesquisa e 0s riscos da participacdo do menor sdo imprescindiveis o seu consentimento livre e
esclarecido por escrito. Sua decisdo em permitir que 0 menor participe é totalmente voluntéria. O presente estudo
tem como objetivo realizar exames laboratoriais no sangue. Se concordar na participa¢do da crianca ou do
adolescente, saiba que sera solicitado a ele(a) o seguinte:

e Responder um questionario sobre maneiras de vida se usa algum remédio e dados pessoais como
peso e idade.

e Fornecer uma amostra de sangue. A coleta serd realizada no ambulatério de Endocrinologia da
prefeitura e consultorio particular de Dom Despacho. Nesta amostra de sangue serdo analisados
marcadores que possam influenciar no desenvolvimento das doencas cardiocirculatorias. Como
exemplo, o colesterol.

Cabe ao pesquisador manter sigilo das informagdes coletadas durante a pesquisa. Toda informacdo obtida nessa
pesquisa serd divulgada em eventos académicos, congressos e revistas especializadas, ndo revelando a identidade
da crianga ou adolescente, que é confidencial.

Os riscos aos quais seu filho(a) ird se submeter sdo 0s mesmos existentes em qualquer procedimento da mesma
natureza, ou seja, 0S mesmos existentes para coletas de sangue. Além do risco relacionado a pungdo venosa, 0
paciente ira responder a uma entrevista que podera causar constrangimento ou desconforto. Vocé podera sentir dor
durante a retirada de sangue, porem sem a presen¢a de hematoma no local da puncdo venosa. Se por ventura
ocorrer algum problema durante a coleta, vocé terd o devido atendimento, pois, estard em ambiente hospitalar. A
classificacdo do risco da pesquisa € baixa.

E importante que esteja consciente de que a participacio neste estudo de pesquisa é completamente voluntaria e
gue pode recusar-se a participar do estudo a qualquer momento. No caso de desisténcia do estudo, vocé devera
notificar ao pesquisador para que 0 mesmo possa retirar todos os resultados relacionados a amostra de sangue e
ndo acesse mais informacdes sobre o registro.

Na pesquisa, pretendemos utilizar parte dessas amostras de sangue coletadas para estudos futuros. As mesmas
serdo armazenadas a -80°C em freezer da Faculdade de Farmécia da UFMG, por 05 anos. Também usaremos as
informagdes do prontuario médico sobre dados de salide. N&o sera necessario nenhum novo procedimento médico
para realizar essa pesquisa.

N&o havera custos por participar dessa pesquisa nem gasto, pois 0s participantes véo para o atendimento no
ambulatério de endocrinologia da prefeitura e, ou consultério particular de Bom Despacho para seus exames de
rotina. Nem beneficio direto a ndo ser os exames de rotina fornecidos e, nem compensacéo financeira. Porém,
outras pessoas com Hipercolesterolemia Familiar poderdo se beneficiar com os dados que serdo obtidos da
pesquisa.
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Esse termo sera assinado em duas vias e uma das vias ficard em sua posse.

Caso vocé tenha mais perguntas sobre o estudo, por favor, entre em contato, por telefone, com os responsaveis
pelo estudo, cujos nomes estdo relacionados a seguir: Profa. Dra. leda de Fatima Oliveira Silva - telefone
(31)3409-6897. Coordenadora do Projeto, Professora de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farméacia da UFMG.
Email: iedafos@farmacia.ufmg.br; Jinea Paolucci de Paiva Silvino- telefone (37)9882-3672. Aluna de mestrado
do Programa de Po6s-Graduacdo em Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farméacia da UFMG.
Email: juneapaolucci@gmail.com.

OBSERVACAO: Este termo esta de acordo com a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde para
pesquisas em seres humanos.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:

Consentimento:

Li as informacGes contidas neste documento antes de assinar este termo de consentimento. Declaro estar
ciente sobre os métodos a serem utilizados para o estudo, as inconveniéncias bem como aos riscos e beneficios.

Declaro que me foi dado tempo suficiente para ler e entender as informacdes acima. Declaro também que
toda a linguagem técnica utilizada na descricdo deste estudo de pesquisa foi satisfatoriamente explicada e que
recebi respostas para todas as minhas ddvidas. Confirmo também que recebi uma copia deste formulario de
consentimento. Compreendo que sou livre para me retirar do estudo em qualquer momento, sem perda de
beneficios ou qualquer outra penalidade.

Dou meu consentimento de livre e espontanea vontade e sem reservas para participar como paciente deste
estudo.

Nome do participante (letra de forma)

Assinatura do participante ou representante legal Data

Declaro que o participante e/ou seu representante legal recebeu todas as informacBes necessérias, que foram
fornecidas em uma linguagem adequada e compreensivel e que ele(a) compreendeu as explicacGes.

Assinatura do pesquisador e Carimbo Data

(02 vias)

Qualquer davida sob o aspecto ético deste projeto, favor entrar em contato com: COEP - Comité de Etica em
Pesquisa - Av. Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005, Campus Pampulha, Belo
Horizonte, MG — Brasil. telefax (31) 3409-4592. Email: coep@prpga.ufmg.br
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE) (Criancas/adolescentes: faixa etaria de 10
a 18 anos)

Voce estd sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem o nome: “Avaliacdo de Marcadores Bioquimicos,
Inflamatorios e Hemostaticos em Pacientes Portadores de Hipercolesterolemia Familiar: Correlagdo com
Tratamento Farmacoldgico.” Nessa pesquisa nos precisaremos coletar um pouco de seu sangue para avaliar se
vocé tem problemas com gordura no sangue. Nés também iremos fazer perguntas a vocé e a sua mae ou pai, para
saber dados de sua salde.

Vocé sé participa se quiser. Se ndo quiser participar da pesquisa, ndo tem problema. A médica ira te atender da
mesma forma.

O(A) seu(sua) filho(a) estd convidado(a) a participar de um projeto de pesquisa. Caso permita que ele(a) participe,
é importante que leia estas informacdes sobre o estudo e o papel nesta pesquisa. Caso haja o entendimento da
natureza da pesquisa e 0s riscos da participacdo do menor sdo imprescindiveis 0 seu consentimento livre e
esclarecido por escrito. Sua decisdo em permitir que o menor participe é totalmente voluntaria. O presente estudo
tem como objetivo realizar exames laboratoriais no sangue. Se concordar na participagdo da crianga ou do
adolescente, saiba que sera solicitado a ele(a) o seguinte:

e Responder um questionario sobre maneiras de vida se usa algum remédio e dados pessoais como
peso e idade.

e Fornecer uma amostra de sangue. A coleta serd realizada no ambulatério de Endocrinologia da
prefeitura e consultorio particular de Dom Despacho. Nesta amostra de sangue serdo analisados
marcadores que possam influenciar no desenvolvimento das doengas cardiocirculatrias. Como
exemplo, o colesterol.

Cabe ao pesquisador manter sigilo das informagdes coletadas durante a pesquisa. Toda informacéo obtida nessa
pesquisa serd divulgada em eventos académicos, congressos e revistas especializadas, ndo revelando a identidade
da crianga ou adolescente, que é confidencial.

Os riscos aos quais seu filho(a) ird se submeter sdo 0s mesmos existentes em qualquer procedimento da mesma
natureza, ou seja, 0S mesmos existentes para coletas de sangue. Além do risco relacionado a pungdo venosa, 0
paciente ira responder a uma entrevista que podera causar constrangimento ou desconforto. Vocé podera sentir dor
durante a retirada de sangue, porem sem a presen¢a de hematoma no local da puncdo venosa. Se por ventura
ocorrer algum problema durante a coleta, vocé terd o devido atendimento, pois, estard em ambiente hospitalar. A
classificacdo do risco da pesquisa € baixa.

E importante que esteja consciente de que a participacdo neste estudo de pesquisa é completamente voluntaria e
gue pode recusar-se a participar do estudo a qualquer momento. No caso de desisténcia do estudo, vocé devera
notificar ao pesquisador para que 0 mesmo possa retirar todos os resultados relacionados a amostra de sangue e
n&o acesse mais informacdes sobre o registro.

Na pesquisa, pretendemos utilizar parte dessas amostras de sangue coletadas para estudos futuros. As mesmas
serdo armazenadas a -80°C em freezer da Faculdade de Farmécia da UFMG, por 05 anos. Também usaremos as
informagdes do prontuario médico sobre dados de salide. Nao sera necessario nenhum novo procedimento médico
para realizar essa pesquisa.

N&o havera custos por participar dessa pesquisa nem gasto, pois 0s participantes vdo para o atendimento no
ambulatério de endocrinologia da prefeitura e, ou consultério particular de Bom Despacho para seus exames de
rotina. Nem beneficio direto a ndo ser os exames de rotina fornecidos e, nem compensagdo financeira. Porém,
outras pessoas com Hipercolesterolemia Familiar poderdo se beneficiar com os dados que serdo obtidos da
pesquisa.

Esse termo seré assinado em duas vias e uma das vias ficara em sua posse.
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Caso vocé tenha mais perguntas sobre o estudo, por favor, entre em contato, por telefone, com os responsaveis
pelo estudo, cujos nomes estdo relacionados a seguir: Profa. Dra. leda de Fatima Oliveira Silva - telefone
(31)3409-6897. Coordenadora do Projeto, Professora de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farméacia da UFMG.
Email: iedafos@farmacia.ufmg.br; Jinea Paolucci de Paiva Silvino- telefone (37)9882-3672. Aluna de mestrado
do Programa de Po6s-Graduacdo em Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmacia da UFMG.
Email: juneapaolucci@gmail.com.

OBSERVACAO: Este termo esta de acordo com a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde para
pesquisas em seres humanos.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:

Consentimento:

Li as informacGes contidas neste documento antes de assinar este termo de consentimento. Declaro estar
ciente sobre os métodos a serem utilizados para o estudo, as inconveniéncias bem como aos riscos e beneficios.

Declaro que me foi dado tempo suficiente para ler e entender as informac@es acima. Declaro também que
toda a linguagem técnica utilizada na descricdo deste estudo de pesquisa foi satisfatoriamente explicada e que
recebi respostas para todas as minhas ddvidas. Confirmo também que recebi uma copia deste formulério de
consentimento. Compreendo que sou livre para me retirar do estudo em qualquer momento, sem perda de
beneficios ou qualquer outra penalidade.

Dou meu consentimento de livre e espontdnea vontade e sem reservas para participar como paciente deste
estudo.

Nome do participante (letra de forma)

Assinatura do participante ou representante legal Data

Declaro que o participante e/ou seu representante legal recebeu todas as informacGes necessérias, que foram
fornecidas em uma linguagem adequada e compreensivel e que ele(a) compreendeu as explicagdes.

Assinatura do pesquisador e Carimbo Data

(02 vias)

Qualquer davida sob o aspecto ético deste projeto, favor entrar em contato com: COEP - Comité de Etica em

Pesquisa - Av. Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005, Campus Pampulha, Belo
Horizonte, MG — Brasil. telefax (31) 3409-4592. Email: coep@prpga.ufmg.br
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10.3- Apéndice B -Ficha clinica dos participantes

FICHA CLINICA DO PACIENTE

PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS

PROJETO DE PESQUISA “Avaliacdo de Marcadores Biogquimicos, Inflamatorios e Hemostéaticos
emPacientesPortadores de Hipercolesterolemia Familiar: Correlacéo

com Tratamento Farmacolégico.”

| - IDENTIFICAGAO:

1.Nome:

2. Data de nascimento: / / (estudo aplicado a criancas e adultos)

3.Endereco: 4.Telefone:
CEP:

5.Data da entrevista pelo pesquisador:__ /  /
6. Cadigo de identificagdo nas amostras
() Grupo HF
() Grupo Controle
____Numero da amostra (seré inserido pelo pesquisador)
Il - DADOS QUE SERAO RETIRADOS DO QUESTIONARIO APLICADO AS PARCIPANTES
1. Idade na data da coleta do sangue
2. Se participante do grupo HF:
Utiliza medicamento hipolipemiante?( ) Sim ( ) N&o.

Se a resposta for afirmativa, qual medicamento usa? Dose

Ha quanto tempo utiliza 0 medicamento em questao?

3. Se participante do grupo Controle:
Utiliza medicamento?( ) Sim () N&o.

Se a resposta for afirmativa, qual medicamento usa?

Ha& quanto tempo utiliza 0 medicamento em questéo?

4. Apresenta alguma das patologias abaixo?
() Doengas hepaticas
() Doengas hematoldgicas

() Insuficiéncia Renal Cronica
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() Sindrome nefrotica

() Doenca autoimune

() Doenga maligna

() Diabetes mellitus

() Obesidade (IMC >30 para adultos) ou IMC acima do ideal para a idade de crianca.
() Doenga inflamatdria aguda

() Doencas tireoidianas

Exames : TGO TGP Creatinina RFG:

HbAlc : TSH:

Apresenta alguma doenca diferente das citadas? Qual?

Jé& apresentou algum tipo de evento cardiovascular? () Sim () N&o.
Se positivo, com que idade?

Tem histéria familiar de DAC precoce?

Grau de parentesco:

Homens com menos de 55 anos ( )

Mulheres com menos de 60 anos ( )

E fumante? () Sim ( ) Nio

E etilista cronico? () Sim () N&o

Peso Kg Altura cmIMC

Utiliza outro medicamento de forma continua? () Sim () Néo

Qual(is)?
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