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RESUMO 

 

A hipercoleterolemia familiar (HF) é uma doença genética autossômica 

dominante caracterizada por elevados níveis de colesterol da lipoproteína de 

baixa densidade (LDLc). Ultimamente, a lipoproteína (a) [Lp(a)] vem ganhando 

importância no estudo de indivíduos carreadores de variantes genéticas 

relacionadas à HF. A detecção de variantes genéticas em casos-índices (CI), e a 

avaliação em cascata de familiares de 1º e 2º graus, podem proporcionar um 

diagnóstico precoce para redução de desfechos desfavoráveis nessa população. 

O objetivo desse estudo foi caracterizar geneticamente CI com critérios clínicos 

de HF e seus familiares, bem como avaliar novos marcadores de risco 

cardiovascular (GDF-15, CXCL16, FABP3, FABP4, LIGHT, sCD14, ucMGP e 

micropartículas - MPs) nesses indivíduos de acordo com a presença de 

variantes genéticas. Foram avaliados 137 indivíduos, sendo 17 CI com variantes 

identificadas para HF e 120 familiares, residentes na região de Bom Despacho – 

MG. O sequenciamento genético foi realizado por Next Generation Sequencing 

(NGS) para os CI e pelo método de Sanger para os familiares. Foi realizada 

dosagem de LDLc por método colorimétrico, Lp(a) por turbidimetria, novos 

marcadores de risco cardiovascular pelo método mutiplex para Luminex e 

micropartículas por citometria de fluxo. As análises estatísticas foram realizadas 

pelo programa R Platform versão 4.2.2. Foram identificadas 7 variantes 

genéticas, com 86 indivíduos carreadores, sendo a maioria no gene LDLR, e 51 

familiares que não carreavam as variantes pesquisadas. A Lp(a) mostrou 

diferença significativa entre os grupos, sendo maiores níveis encontrados no 

grupo com variantes. Os marcadores GDF-15, CXCL16, LIGHT, sCD14 e 

ucMGP não mostraram diferença significativa entre os grupos, mesmo quando 

analisados pela influência do tratamento com estatinas. Porém, FABP3 e FABP4 

mostraram diferença significativa, apresentando maiores níveis no grupo sem 

variantes genéticas e em uso de estatinas. Contagens mais altas de MPs totais, 

micropartículas derivadas de cardiomiócitos, endotélio e aquelas expressando 

fator tissular, foram observadas no grupo carreador de variantes genéticas. Além 

disso, o grupo HF sem uso de estatinas apresentou maiores contagens destas 

MPs quando comparado ao grupo sem HF. Em conclusão, variantes genéticas 

estão associadas à HF na população estudada, e os novos marcadores de risco 
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cardiovascular – FABP3, FABP4 e MPs – mostraram potencial na identificação 

de carreadores de variantes genéticas relacionadas à HF, podendo ser úteis na 

identificação precoce da doença em uma população de risco, na ausência do 

exame genético. 

 

Palavras-chave: hipercolesterolemia familiar; variantes genéticas; perfil lipídico; 

novos marcadores de risco cardiovascular; micropartículas. 
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ABSTRACT 

 

Familial hypercholesterolemia (FH) is an autosomal dominant genetic disease 

characterized by elevated levels of low-density lipoprotein cholesterol (LDLc). 

Lately, lipoprotein (a) [Lp(a)] has gained importance in the study of individuals 

carrying genetic variants related to FH. The detection of genetic variants in index 

cases (IC), and the cascade evaluation of 1st and 2nd degree relatives, can 

provide an early diagnosis to reduce unfavorable outcomes in this population. 

The aim of this study was to genetically characterize IC with clinical criteria for 

FH and their relatives, as well as to evaluate new cardiovascular risk markers 

(GDF-15, CXCL16, FABP3, FABP4, LIGHT, sCD14, ucMGP and microparticles-

MPs) in these individuals according to the presence of genetic variants. A total of 

137 individuals were evaluated, 17 of which were IC with identified variants for 

FH and 120 family members, living in the region of Bom Despacho – MG. 

Genetic sequencing was performed by Next Generation Sequencing (NGS) for IC 

and by the Sanger method for relatives. LDLc was determined by colorimetric 

method, Lp(a) by turbidimetry, new markers of cardiovascular risk by multiplex 

method for Luminex and microparticles by flow cytometry. Statistical analyzes 

were performed using the R Platform version 4.2.2 program. Seven genetic 

variants were identified, with 86 carrier individuals, the majority in the LDLR 

gene, and 51 family members who did not carry the researched variants. Lp(a) 

showed a significant difference between groups, with higher levels found in the 

group with variants. GDF-15, CXCL16, LIGHT, sCD14 and ucMGP markers did 

not show significant difference between groups, even when analyzed by the 

influence of statin treatment. However, FABP3 and FABP4 showed a significant 

difference, with higher levels in the group without genetic variants and using 

statins. Higher counts of total MPs, microparticles derived from cardiomyocytes, 

endothelium and those expressing tissue factor were observed in the group 

carrying genetic variants. In addition, the FH group not using statins had higher 

counts of these MPs when compared to the group without FH. In conclusion, 

genetic variants are associated with FH in the studied population, and the new 

cardiovascular risk markers – FABP3, FABP4 and MPs – showed potential in 

identifying carriers of genetic variants related to FH, which may be useful in the 
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early identification of the disease in a population at risk, in the absence of genetic 

testing. 

 

Keywords: familial hypercholesterolemia; genetic variants; lipid profile; new 

cardiovascular markers; microparticles. 
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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

O diagnóstico clínico da hipercolesterolemia familiar (HF) ainda é muito utilizado 

na prática para a identificação de famílias afetadas por essa doença genética 

mais prevalente dentre aquelas de padrão autossômico dominante. Porém, 

sempre que possível, o diagnóstico genético deve ser estabelecido para 

confirmação da doença e estabelecimento de medidas que possam retardar a 

evolução da doença aterosclerótica nos portadores de HF. 

 

Os marcadores relacionados às alterações que ocorrem no processo 

aterosclerótico que são sinalizadores de inflamação, como as citocinas e seus 

produtos, bem como marcadores de oxidação da LDL e disfunção endotelial, 

podem auxiliar na intervenção e tratamento para minimizar os desfechos 

cardiovasculares, mas não são específicos para avaliar estes desfechos. Assim, 

a validação de marcadores de risco cardiovascular mais específico, que se 

relacionem com a presença das variantes genéticas relacionadas à HF, é 

altamente desejável. 

 

Assim, este estudo se justifica pela caracterização molecular de um cluster de 

pacientes com HF originados da região de Bom Despacho – MG, bem como a 

avaliação de novos marcadores de risco cardiovascular em indivíduos 

carreadores de variantes genéticas relacionadas à HF. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A hipercolesterolemia familiar (HF) é uma doença monogênica relacionada à 

presença de variantes em genes que expressam proteínas envolvidas no 

metabolismo do colesterol da lipoproteína de baixa densidade (LDLc). Esta 

alteração genética resulta na elevação da LDLc por toda vida, tendo como 

consequência o aumento do risco de desenvolvimento da doença aterosclerótica 

coronariana (DAC) prematura (NORDESTGAARD et al., 2013; SILVA et al., 

2016; SCICALI et al., 2018). 

 

O diagnóstico clínico da HF tem sido baseado em critérios como o de Dutch 

Lipid Clinic Network (DLCN) (WILLIAMS et al, 1993), US Make Early Diagnosis 

Prevent Early Death Program (US MEDPED) (WHO, 1999) e Simon Broome 

Register Group (NCCPCUK, 2008), onde o escore é calculado por pontos de 

acordo com a presença de história familiar, história clínica, presença de sinais 

físicos da doença e valores de LDLc suspeitos para HF (HAASE e GOLDBERG, 

2012). No Brasil, a Atualização da Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia 

Familiar recomenda o critério de DLCN ou Dutch MEDPED, apesar de ainda não 

haver uma validação para a população brasileira (IZAR et al., 2021). 

 

A HF pode ser causada por variantes patogênicas localizadas, principalmente 

nos genes do receptor da lipoproteína de baixa densidade (LDLR), da 

apolipoproteína B (APOB) e da pró-proteína convertasesubtilisina/Kexina tipo 9 

(PCSK9), existindo mais de 2.900 alterações genéticas associadas à HF, sendo 

2.251 descritas no gene LDLR (85-90%) (IACOCCA et al., 2018). Em indivíduos 

heterozigotos, a presença de um único alelo de uma variante patogênica já é 

suficiente para ocasionar um aumento nos níveis de LDLc, em função do padrão 

autossômico dominante da doença (GOLDSTEIN e BROWN, 1989). Já nos 

indivíduos homozigotos, em que são herdados dois alelos com variantes 

patogênicas, há manifestação de formas mais graves da doença (GOLDSTEIN e 

BROWN, 1989). Assim, a HF pode ter múltiplos fenótipos devido a diferentes 

etiologias moleculares e fatores genéticos adicionais (STURM et al., 2018), 

porém o risco de DAC é maior em carreadores de variantes patogênicas, 
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provavelmente relacionado à exposição ao longo da vida a níveis elevados de 

LDLc (KHERA et al., 2016). 

 

O estudo e identificação de mecanismos que governam a patogênese da doença 

aterosclerótica estimulam o interesse contínuo na descoberta de novos 

biomarcadores e alvos terapêuticos para prevenção, detecção e tratamento da 

doença cardiovascular (DCV), que se inicia com o processo aterosclerótico 

(BOTTS et al., 2021). A fisiopatologia da aterosclerose começa com a lesão 

endotelial, mediada por uma cascata de eventos de sinalização intra e 

intercelular que moldam o comportamento celular dentro dos vasos (DA LUZ et 

al., 2018). As células do endotélio vascular facilitam o transporte ativo da 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) para o espaço subendotelial por meio de 

vias de transcitose e o acúmulo de LDL inicia uma resposta inflamatória (MUNDI 

et al., 2018), processo que ocorre intensamente na HF. No início do processo da 

aterosclerose, o endotélio transita de um estado quiescente para um estado 

ativado em resposta aos estímulos pró-aterogênicos, incluindo a LDL oxidada 

(LDLox) e citocinas pró-inflamatórias (RICARD et al., 2021). A complicação 

decorrente desse processo é principalmente a síndrome coronariana aguda 

(SCA), observada com maior frequência em pacientes com HF, incluindo jovens 

(CAHILL e REDMOND, 2016; DA LUZ et. al, 2018). 

 

Assim, este estudo objetiva identificar variantes genéticas em um cluster de 

pacientes com suspeita clínica de HF e seus familiares, bem como avaliar novos 

biomarcadores de risco cardiovascular, a fim de compreender os mecanismos 

bioquímicos que permeiam estas alterações, bem como propor novos 

marcadores de monitoramento no diagnóstico e evolução da DAC, podendo ser 

usado como marcador prognóstico em pacientes com HF. 
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2 ANTECEDENTES CIENTÍFICOS 

 

2.1 Metabolismo lipídico 

O colesterol presente na dieta, após sofrer ação dos ácidos biliares formando 

micelas, é absorvido nos enterócitos localizados na porção do jejuno médio e 

íleo terminal do intestino delgado, por meio da proteína transportadora do 

colesterol, a Niemann-Pick C1-Like1 (NPC1-L1), situada na porção apical da 

membrana da borda em escova dessas células. Os triglicérides (TG) dietéticos 

são digeridos no duodeno e absorvidos no íleo proximal por meio da ação das 

lipases pancreáticas e intestinais, sendo, na presença de ácidos biliares, 

hidrolisados em glicerol, monoglicérides e ácidos graxos. Após a absorção, os 

lipídeos são agrupados por meio da microsomal triglyceride transfer protein 

(MTTP) no retículo endoplasmático dos enterócitos. A combinação de 

triglicérides, colesterol, fosfolipídeos e apolipoproteína B-48 (APOB-48) formam 

os quilomícrons. Os quilomícrons recém-formados no enterócito saem para a 

linfa e caem na corrente sanguínea e podem sofrer ação da lipase lipoprotéica 

(LPL) nos tecidos e liberar ácidos graxos livres. Os quilomícrons remanescentes 

são rapidamente captados pelos receptores hepáticos, os quais reconhecem a 

APOB-48 e a apolipoproteína E (APOE), onde serão utilizados para a formação 

das lipoproteínas que fazem parte do ciclo endógeno do colesterol. No 

hepatócito, a MTTP reagrupa os TG, colesterol, fosfolipídeos e agora com a 

presença de apolipoproteína B-100 (APOB-100), forma a lipoproteína de muito 

baixo peso molecular (VLDL). A liberação de VLDL pelo fígado sofre lipólise 

progressiva pela ação da LPL presente no endotélio e nos tecidos periféricos se 

transforma em lipoproteína de peso molecular intermediário (IDL), e 

subsequentemente, em LDL. Os TG presentes no VLDL e LDL são 

posteriormente removidos pela cholesterol ester transfer protein (CETP) que 

troca pelos ésteres de colesterol da lipoproteína de alta densidade (HDL). 

Embora quase todas as células expressem receptores para LDL, a maior parte 

dessa lipoproteína retorna para o fígado por meio do LDLR, que reconhece a 
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APOB-100, presente na LDL (BAYNES e DOMINICZAK, 2005; BURTIS e 

BRUNS, 2016; SBC, 2017) (Figura 1). 

 

Figura 1 – Metabolismo do Colesterol 

As lipoproteínas participam de três ciclos básicos de transporte de lípideos no plasma: (1) ciclo exógeno, no qual as 

gorduras são absorvidas no intestino e chegam ao plasma, sob a forma de quilomícrons, e, após degradação pela lipase 

lipoproteica (LPL), são direcionadas ao fígado ou tecidos periféricos; (2) ciclo endógeno, em que os lipídeos hepáticos se 

direcionam aos tecidos periféricos; a VLDL é secretada pelo fígado e, por ação da LPL, transforma-se em IDL e, 

posteriormente, em LDL, a qual carreia os lípideos, principalmente o colesterol, para os tecidos periféricos; (3) transporte 

reverso do colesterol, os lipídeos, principalmente o colesterol dos tecidos, retorna ao fígado; as HDL nascentes captam 

colesterol não esterificado dos tecidos periféricos pela ação da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), formando as 

HDL maduras; por meio da cholesterol ester transfer protein (CETP), ocorre também a transferência de ésteres de 

colesterol da HDL para outras lipoproteínas, como as VLDL. AGL: ácidos graxos livres; HPL: lipase hepática. Fonte: 

segundo Atualização da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose, 2017. 

 

A PCSK9 foi descoberta no ano de 2003, pelo pesquisador Seidah, tendo sido 

inicialmente chamada neuronal apoptosis regulated convertase 1 (NARC-1), e 

pertence à família pro-proteína convertase, sendo o nono membro da mesma, 

por tal motivo foi posteriormente nomeada como PCSK9 (SEIDAH et al., 2003; 

HORTON et al., 2007; URBAN et al., 2013; CORRAL, 2014). Sua síntese ocorre 

em muitos tecidos, mas principalmente no fígado e intestino delgado (ABIFADEL 

et al., 2003; HORTON et al., 2007; LAMBERT et al., 2012; URBAN et al., 2013; 

LEREN, 2014). A participação da PCSK9 no metabolismo lipídico e o 

mecanismo pela qual reduz a atividade do LDLR foi elucidado por Lagace e cols. 

em 2006, quando demonstraram que a PCSK9 circulante se liga ao LDLR e à 

LDL para serem internalizados pela célula - este complexo é endocitado pelo 

mecanismo dependente de clatrina, e a ligação da PCSK9 à LDLR torna-se 

muito forte, ocorrendo degradação lisossomal de todo o complexo LDL + LDLR + 
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PCSK9 (STEIN e RAAL, 2014; MCKENNEY e FAHA, 2015; SCHULZ e 

SCHLÜTER, 2017) (Figura 2).  

 

Figura 2–Mecanismo de ação da PCSK9 sobre o LDLR 

 

 

 

Mecanismo da participação da PCSK9 no LDLR. A PCSK9 circulante se liga ao LDLR, ocorre a endocitose e degradação 

lisossomal do receptor. Se a PCSK9 não se ligar ao LDLR, este sofre endocitose, é reciclado e retorna à superfície das 

células para novas captações de LDL. Fonte: Adaptado de M. Ogura / Journal of Cardiology 71 (2018) 1–7. Modificado 

pela autora. 

2.2 Hipercolesterolemia Familiar 

A HF é uma das causas genéticas mais comuns que pode levar à DAC devido 

aos altos níveis de LDLc circulante, os quais provocam um rápido 

desenvolvimento da aterosclerose precoce. Na prática, a HF está sendo 

diagnosticada, na maioria dos casos, no momento em que o indivíduo, na idade 

adulta jovem, apresenta algum evento cardiovascular. Os pacientes com HF 

requerem tratamento farmacológico criterioso, às vezes com associação de 
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múltiplas drogas, para reduzir os níveis de LDLc (NORDESTGAARD et al., 2013; 

TURGEON et al., 2016). 

A estimativa da prevalência mundial da forma heterozigótica (HFHe), dita 

―histórica‖, seria de 1:200 a 1:500 indivíduos e a forma homozigótica (HFHo), 

que é a mais rara, apresenta uma prevalência em torno de 1:300.000 a 

1:1.000.000, sendo portanto, a forma mais grave da doença (GOLDSTEIN et al., 

2001; AUSTIN et al., 2004; NORDESTGAARD et al., 2013). Porém, estudos 

mais recentes sugerem que a prevalência da HF seja maior, sendo para a HFHe 

na proporção de 1:200 a 1:300 e na HFHo na proporção de 1:160.000 a 

1:300.000, baseando em critérios clínicos e moleculares (BENN et al., 2012; 

BENN et al., 2016; AKIOYAMEN et al., 2017; HU et al., 2020). Em 2020, duas 

grandes meta-análises incluindo milhões de indivíduos sugeriram estimativas 

mundiais de prevalência de HF na população em geral e em indivíduos com 

doença aterosclerótica cardiovascular (DASCV), e apesar de ter pequenas 

diferenças nos números de indivíduos e de estudos incluídos, ambas as meta-

análises estimaram uma prevalência combinada de HF de 0,32% (HU et al., 

2020; BEHESHTI et al., 2020). Apesar do grande número de estudos e assuntos 

nestas meta-análises contemporâneas, dados da maioria dos outros países não 

estão disponíveis e, portanto, a prevalência de HF é desconhecida em várias 

regiões do mundo, sendo ainda uma doença subdiagnosticada (menos de 10%) 

e sem receber o adequado tratamento hipolipemiante (menos 25%) no mundo 

inteiro (BENN et al., 2016; VALLEJO-VAZ et al., 2018).  No Brasil, apesar de não 

existirem dados objetivos sobre a prevalência de HF, baseando-se nos dados 

clínicos e laboratoriais e na história familiar obtidos do estudo ELSA-Brasil e 

adotando critérios de DLCN, estima-se uma prevalência de 1:263, 

correspondendo à uma população de 766.000 indivíduos, e que menos de 1% 

são diagnosticados e tratados apropriadamente (JANNES et al., 2015; SILVA et 

al., 2016; HARADA et al., 2018, ROCHA e SANTOS, 2021). 

 

2.2.1 Diagnóstico da HF 
 

O diagnóstico da HF é baseado em sinais clínicos de depósito de colesterol 

extravascular, como a presença de xantomas tendinosos e/ou arco córneo antes 

dos 45 anos de idade (Figura 3), níveis elevados de LDLc e colesterol total (CT) 
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no plasma, história familiar positiva para DCV prematura (homens < 55 anos e 

mulheres < 65 anos) e ainda, a presença de elevados níveis de colesterol em 

familiares de 1º e 2º graus. Os testes genéticos são utilizados para confirmação 

diagnóstica, tendo em vista que a presença dos sinais clínicos, apesar de 

levantar grande suspeita de HF, muitas vezes não resulta em um diagnóstico 

assertivo (BOUHAIRIE e GOLDBERG, 2015). 

 

Figura 3- Xantoma tendinoso e Arco córneo 

    A                                                        B                                                      

 

 

 

A: Xantoma tendinoso em tendão de Aquiles. Fonte: Harrison – Princípios de Medicina Interna, 19ª Ed.,2016.  

B: Arco córneo. Fonte: Atualização da Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar – 2021 

 

Existem três critérios de diagnóstico clínico 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 específicos considerando as características clínicas do 

paciente. Embora ainda não tenha sido adotada na prática clínica uma validação 

para a classificação da HF na população brasileira, a I Diretriz Brasileira de HF 

(SBC, 2012) recomenda a utilização dos critérios de Dutch MEDPED (junção do 

critério DLCN e US MEDPED), com inclusão dos critérios de SB. O escore 

DLCN leva em consideração o histórico familiar e/ou pessoal de DAC prematura, 

sinais físicos, níveis elevados de LDLc, e sugere ainda a análise genética se a 

pontuação for > 5. O diagnóstico definitivo de HF é dado quando o escore for > 8 

(SBC, 2012; CATAPANO et al., 2017). Assim, os critérios de diagnósticos para a 

HF, baseados no Dutch MEDPED, estão na Tabela 1. 
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O diagnóstico da HF normalmente é precedido pelo rastreamento dos níveis 

lipídicos, seja pelo rastreamento universal ou pelo rastreamento em cascata 

(FALUDI et al., 2017). 

 

Tabela 1 - Critérios de diagnósticos para a HF, baseados no Dutch Lipid Clinic 

Network (DLCN) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Modificado do Dutch MEDPED adotando um critério presente na proposta do Simon Broome Register 

Group. 

 

 

2.2.2 Rastreamento universal 
 

Baseia-se na indicação de análise de perfil lipídico, devendo ser feita em todas 

as pessoas acima dos 10 anos de idade, ficando reservada a análise a partir de 

Parâmetro                                                                                                                                Pontos  

  História familiar  

- Parente de 1º grau portador de doença vascular/ coronária prematura 

(homem< 55 anos, mulher < 65 anos) OU 

- Parente adulto de 1º ou 2º grau com colesterol total > 290 mg/dL*                                           1 

- Parente de 1º grau portador de xantoma tendinoso e/ou arco corneano OU 

- Parente de 1º grau com < 16 anos com colesterol total >260 mg/dL*                                        2 

   História clínica 

- Paciente portador de doença arterial coronária prematura  

(homem< 55 anos, mulher < 65anos)                                                                                            2 

- Paciente portador de doença arterial cerebral ou periférica prematura 

(homem< 55 anos, mulher < 65anos)                                                                                            1 

Exame físico 

Xantoma tendinoso                                                                                                                        6 

Arco corneano< 45 anos                                                                                                                4 

Nível de LDL-c (mg/dL) 

≥ 330 mg/dL                                                                                                                                   8 

250 - 329 mg/dL                                                                                                                             5 

190 - 249 mg/dL                                                                                                                             3 

155 - 189 mg/dL                                                                                                                             1 

Análise do DNA 

Presença de mutação funcional do gene do receptor de LDL, da apo B100 ou da PCSK9*       8 

 Diagnóstico de HF 

Definitivo se                                                                                                                     >8 pontos 

provável se                                                                                                                      6 – 8 pontos 

possível se                                                                                                                      3 – 5 pontos 
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2 anos de idade nas seguintes situações: quando houver história de doença 

aterosclerótica prematura (homens com < 55 anos e mulheres com < 65 anos) 

e/ou dislipidemia grave em parentes de 1º grau; ou quando a própria criança 

apresentar sinais físicos como xantomas/arco córneo e presença de fatores de 

risco ou doença aterosclerótica (FALUDI et al., 2017).  

 

O diagnóstico para HF deve ser suspeitado em adultos quando apresentar 

dosagens de LDLc ≥ 190 mg/dL (WILLIAMS et al., 1993). No Brasil, foram 

adotados cutoffs sugestivos para HF, sendo CT ≥ 310 mg/dL em adultos e ≥ 230 

mg/dL para crianças e adolescentes (FALUDI et al., 2017). 

 

2.2.3 Rastreamento em cascata 
 

Essa metodologia diagnóstica consiste na determinação do perfil lipídico de 

parentes de 1º grau (pai, mãe e irmãos) dos pacientes diagnosticados com HF a 

partir de um caso-índice (CI), quando há chance de identificação de outros 

portadores da doença, com uma probabilidade de 50% em familiares de 1º grau 

e 25% nos parentes de 2º grau (HOPKINS et al., 2011). 

 

2.2.3.1 Rastreamento genético em cascata 

 

O rastreamento genético em cascata, sendo uma estratégia custo-efetivo melhor 

para o diagnóstico de HF, pode ser realizado partindo do mesmo princípio de 

rastreamento em cascata, quando será realizada a pesquisa em familiares de 1º 

grau de pessoas com diagnóstico genético da HF, onde a variante causadora da 

doença foi identificada no CI (LEREN et al., 2004; HOPKINS et al., 2011; KLOSE 

et al., 2014). 

 

O custo dos testes tem caído drasticamente nas últimas décadas, devido aos 

grandes avanços na tecnologia de sequenciamento, especialmente a introdução 

do next generation sequencing (NGS) (VRABLIK et al., 2020). Esta tecnologia 

oferece a possibilidade de sequenciar todo o genoma ou exoma (FARHAN e 

HEGELE, 2014), em um tempo relativamente curto produzindo uma grande 

quantidade de dados, e possibilitando a monta de milhões de fragmentos 
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sequenciados de forma contígua e sobrepostos, com a identificação de variantes 

potencialmente úteis clinicamente (HEGELE et al., 2015). Com a evolução 

destas técnicas moleculares, muitas variantes foram identificadas como 

causalmente ligados à HF, o que levou o ClinVar (arquivo público que reporta a 

relação entre variantes genéticas e fenótipos, hospedado no site do National 

Center for Biotechnology Information - NCBI) a tomar a iniciativa de classificar 

estas variantes quanto à sua patogenicidade, em especial nos genes LDLR, 

APOB e PCSK9, baseando no consenso da American College of Medical 

Genetics and Genomics (ACMG) (RICHARDS et al. 2015, IACOCCA et al., 

2018). As classificações incluem: ―definitivamente não patogênica‖, 

―provavelmente não patogênica‖, ―variante de significado incerto‖, 

―provavelmente patogênica‖ e ―definitivamente patogênica‖. Nesse contexto, 

mais de 70% das variantes do gene LDLR publicadas são classificadas como 

prováveis e definitivamente patogênicas, enquanto que apenas 10% de variantes 

do gene APOB e 13% do gene PCSK9 são classificadas como tal (IACOCCA et 

al., 2018). 

 

Atualmente no Brasil, o custo para o teste genético ainda é alto e relativamente 

inacessível para a grande maioria dos pacientes. No laboratório de cardiologia 

molecular do InCor, o teste genético é gratuito, porém dependente de fomento 

para a realização. Alguns laboratórios no país fazem o teste genético a um custo 

que varia de R$1.400,00 a R$ 2.000,00 a depender da quantidade de genes a 

serem pesquisados e o tempo de entrega do resultado está em torno de 30-40 

dias. Em caso de encontro de variante genética no indivíduo, alguns laboratórios 

oferecem 3-4 testes de forma gratuita para familiares. 

2.3 Genes envolvidos na HF de herança autossômica dominante 

A HF é causada principalmente por variantes genéticas capazes de codificar 

proteínas defeituosas que provocam a perda de função e modificação no 

metabolismo lipídico, tornando-o ineficiente e tendo como consequência a 

elevação dos níveis da LDLc, levando ao aumento de depósito de colesterol nos 
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tecidos (IZAR et al., 2010; CHORA et al., 2018; VRABLIK et al., 2020). 

Independente dos genes que regulam o metabolismo da LDL (LDLR, APOB e 

PCSK9), o fenótipo clínico será sempre de valores elevados da fração LDLc 

(PEREIRA et al., 2012; CHORA et al., 2018). No entanto, o diagnóstico clínico 

tem baixa especificidade e sensibilidade, e apenas o diagnóstico genético 

poderá confirmar quais indivíduos têm um risco cardiovascular aumentado ao 

longo da vida (HENDERSON et al., 2016; SANTOS, 2017; CHORA et al., 2018). 

 

Em certas populações, a frequência de HFHe pode ser marcadamente maior 

que a proporção média mundial de 1:200 a 1:300, em decorrência de 

descenderem de um pequeno número de ancestrais colonizadores, entre os 

quais a prevalência da doença era alta, ocorrendo o chamado efeito fundador 

(HENDERSON et al., 2016). Acredita-se que tais efeitos fundadores sejam 

responsáveis pela maior prevalência de variantes associadas à HF entre 

finlandeses, islandeses, cristãos libaneses, tunisianos, gujarati sulafricanos 

indianos, judeus Ashkenazie franco-canadenses (AUSTIN et al., 2004; HU et al., 

2020). A HFHo também foi registrada como dez vezes maior em populações 

com efeito fundador, principalmente devido a casamentos consanguíneos (IZAR 

et al., 2010). 

 

No Brasil, no início da década de 1990, uma variante comum no gene LDLR foi 

encontrada em probandos de pacientes com HF e foi denominada de ―alelo 

libanês‖ (exon 14 Cys681*) causadora de HF em populações árabes (DOS 

SANTOS, 2003). Posteriormente, foi identificada a mesma variante em 18 

famílias com HF, sendo 10 famílias não aparentadas que viviam na cidade de 

Ribeirão Preto–SP, sendo encontrada em nove indivíduos de 5 famílias que 

confirmaram ascendência libanesa (FIGUEIREDO et al., 1992). Outro estudo de 

HF no Brasil descreveu sete novas variantes no gene LDLR em famílias que 

viviam em São Paulo, no entanto, a variante libanesa não foi encontrada. Foi 

hipotetizado que a frequência de variantes para HF pode variar de estado para 

estado, dependendo da origem étnica dos habitantes (SALAZAR et al., 2002). 

Em 2015, em um estudo com 248 CI, foram encontradas variantes em 125 

indivíduos e após analisar os CI e seus parentes carreadores de variantes, foram 

encontradas 70 diferentes variantes causais no gene LDLR (97,2%) e 2 no gene 
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APOB (2,8%), sendo 8,5% dessa população carregando o alelo libanês 

(JANNES et al., 2015).  

 

Com estas constatações acerca da HF no Brasil e no mundo, seria necessário 

criar registros nacionais, não só para acompanhamento dos pacientes, mas 

também para estimular a colaboração com comunidades internacionais para 

mais estudos (MEHTA et al., 2016). 

 

2.3.1 Gene do LDLR 
 

O gene que codifica o receptor humano para LDL compreende 

aproximadamente 45 mil pares de bases de DNA e localiza-se no cromossomo 

19 (RUSSELL et al., 1983). A HF é mais comumente atribuível às variantes no 

gene LDLR, resultando em redução da sua função (parcial ou completa), com 

incapacidade de remoção da LDLc circulante (HOBBS et al., 1990; HOBBS et 

al., 1992). Moltuski et al. (1989) detectaram pela primeira vez uma variante no 

braço curto do cromossoma 19, sendo determinado como gene de defeito, nos 

LDLR dos hepatócitos. O receptor pode ser negativo ou defeituoso, dependendo 

do impacto da variante sobre a proteína codificada. O receptor negativo 

expressa pouca ou nenhuma função. O receptor defeituoso expressa isoformas 

de LDLR com afinidade reduzida ao LDLc na superfície dos hepatócitos 

(CIVEIRA et al., 2004, CHORA et al., 2018). Mais de 2.200 variantes nesse gene 

LDLR foram descritas, o que representa 85-90% dos casos de HF em todo 

mundo, sendo no Brasil, descritas 201 variantes até o momento (IACOCCA et 

al., 2018). Recentes avanços na tecnologia de sequenciamento genético 

resultaram em melhorias notáveis na identificação de variantes do LDLR que 

ocorrem em indivíduos com HF, porém apenas uma minoria delas tem sido 

validada funcionalmente para provar serem essas variantes patogênicas as 

causadoras da doença (BENITO-VICENTE et al., 2018). 

 

2.3.2 Gene APOB 
 

O gene APOB possui 42 Kb e é formado por 29 éxons e 28 íntrons originando 

duas isoformas de proteínas: uma pequena, denominada de APOB-48, e uma 
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maior denominada APOB-100. A APOB-48 é produzida no intestino e faz parte 

dos quilomícrons. A APOB-100 é sintetizada no fígado e, constitui a 

apolipoproteína das várias lipoproteínas VLDL, IDL e LDL. O segundo defeito 

genético descrito, que provoca a HF, foi relacionado à sequência que codifica a 

APOB-100. Variantes no gene APOB que modificam a estrutura da APOB-100 

alteram a conformação terciária do terminal carboxi do domínio de ligação ao 

LDLR (WHITFIELD et al., 2004). Com isso, o LDLR não reconhece a APOB-100 

como ligante e o LDL não é captado, acumulando-se na corrente sanguínea, 

levando a um fenótipo de HF muito semelhante ao produzido por variantes em 

outros genes, referida como defeito familiar da APOB (FDB, Familial Defective 

APOB). A variante mais comum do gene APOB descrita até então, a 

Arg3500Gln, representa 5-10% das causas de HF no norte europeu, tendo uma 

baixa frequência em outras populações em todo o mundo (EJARQUE et al., 

2008; BRUIKMAN et al.,2017). Foram descritas 353 variantes no gene APOB em 

todo o mundo, sendo no Brasil, 63 variantes já descritas (IACOCCA et al., 2018). 

 

2.3.3 Gene da PCSK9 
 

O terceiro defeito a ser descrito para a HF é a variante do gene que expressa a 

PCSK9, com ganho de função, também conhecido como HF-3, representa 1% 

das causas de HF. Variantes no gene que codifica a PCSK9, a qual participa do 

catabolismo do LDLR, ocasionam uma degradação acelerada do receptor, 

impedindo a captação adequada do LDL da corrente sanguínea (URBAN et al., 

2013; AWAN et al., 2014; BRUIKMAN et al., 2017). A partir desta descoberta, 

muitas outras alterações genéticas de ganho de função foram identificadas, 

sendo 216 diferentes variantes identificadas em todo o mundo e, destas, 16 

foram descritas no Brasil (IACOCCA et al, 2018).  

 

2.3.4 Gene envolvido na HF de herança autossômica recessiva 
 

As variantes do gene da proteína adaptadora do receptor de LDL1 (gene 

LDLRAP1), originalmente chamado de gene da hipercolesterolemia autossômica 

recessiva (HRA), não deve formalmente ser considerada causadora de HF, pois 

o modo de transmissão é recessivo, porém, não se distingue clinicamente da 
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forma homozigótica autossômica de HF, pois suas consequências são 

semelhantes às da clássica forma da doença (GARCIA et al., 2001). 

 

2.3.5 Outros genes potencialmente associados com HF 
 

Dentro do fenótipo de hipercolesterolemia, surgem ainda outros genes 

candidatos, como: gene da apolipoproteína E (gene APOE), gene do degradador 

induzível do LDLR (gene IDOL), gene do quarto locus para mapa de 

hipercolesterolemia autossômica dominante, chamado HCHOLA4 (gene 

HCHOLA4), gene do membro da família de adaptadores de sinal 1 (gene 

STAP1) e gene da lipase ácida lisossomal A (gene LIPA)  (IZAR et al., 2021). 

Formas raras incluem ainda a sitosterolemia ou fitosterolemia, sendo uma 

hipercolesterolemia herdada de forma autossômica recessiva, como resultado de 

variantes no gene da proteína de ligação à adenosina transportadora da família 

ATP-binding cassette (ABC) G5 e G8 (gene ABCG5 e gene ABCG8) 

(BHATTACHARYYA e CONNOR, 1974; PATEL et al., 1998), a qual está 

envolvida na eliminação dos esteróis de plantas. 

2.4 Tratamento Farmacológico 

A indicação do tratamento farmacológico para HF ocorre quando as 

concentrações de LDLc são maiores que 190 mg/dL, mais duas condições de 

alto risco que seriam: idade maior que 40 anos sem tratamento prévio, 

tabagismo, sexo masculino, lipoproteína (a) [Lp(a)]> 50 mg/dL, HDL < 40 mg/dL 

e percentil do escore de cálcio calculado pelo critério do estudo Multi Ethnic 

Study of Atherosclerosis (MESA) (McCLELLAND et al., 2006). Considerando os 

altos níveis de colesterol basal em pacientes com HF, uma redução de 50% 

obtida com o tratamento medicamentoso é considerada de real valor terapêutico. 

Pacientes com HF e que apresentam maiores riscos necessitam de uma 

intensificação da terapêutica para alcançarem reduções significativas de LDLc, 

sendo ideal a meta de LDLc< 70 mg/dL (IZAR et al., 2021). 
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As estatinas são agentes hipolipemiantes que exercem os seus efeitos por meio 

da inibição da enzima HMG-CoA redutase que é fundamental na síntese do 

colesterol, levando a uma redução do colesterol intracelular e um aumento na 

expressão de LDLR, resultando no aumento da captação do LDL circulante. 

Existem diferenças entre as várias estatinas no mercado, no que tange às 

propriedades farmacodinâmicas, bem como coeficiente de hidrofilicidade, via 

hepática de metabolização (principalmente a via do citocromo-P450 e 

isoenzimas), meia-vida plasmática e eficácia na redução lipídica (FONSECA, 

2005; FALUDI et al., 2017). As estatinas de maior potência em reduzir os níveis 

de LDLc são as de primeira escolha. Além do seu efeito hipolipemiante, efeitos 

pleiotrópicos também são descritos, como propriedades antiinflamatórias, 

melhora da função endotelial e benefícios na hemostasia (FONSECA, 2005; 

FALUDI et al., 2017). 

 

A ezetimiba é outro fármaco que inibe a absorção de colesterol na borda em 

escova do intestino delgado, bloqueando ―ou interagindo com‖ a proteína NPC1-

L1, e inibindo o transporte de colesterol na forma de quilomícrons. A inibição da 

absorção de colesterol, em grande parte do colesterol biliar, leva à diminuição 

dos níveis de colesterol hepático e ao estímulo de síntese de LDLR, com 

consequente redução do nível plasmático de LDLc, de 10% a 25%. A adição da 

ezetimiba à estatina tem sido recomendada quando a meta de LDLc não é 

atingida com o tratamento com estatinas de forma isolada (FALUDI et al., 2017). 

 

Já os sequestrantes de ácidos biliares são grandes polímeros que se ligam aos 

sais biliares no intestino delgado, reduzindo a absorção enteral de colesterol. 

Como resultado, ocorre depleção do colesterol celular hepático, estimulando a 

síntese de LDLR e colesterol endógeno. Como consequência desse estímulo à 

síntese, pode ocorrer aumento da produção da VLDL e dos TG plasmáticos 

(FALUDI et al., 2017). 

 

A niacina atua no tecido adiposo periférico, leucócitos e células de Langerhans 

por meio de sua ligação com um receptor específico ligado à proteína G 

(GPR109A). A ativação do GPR109A inibe as lipases hormônios-sensitivas nos 

adipócitos, e diminui a liberação de ácidos graxos livres na circulação. Em 
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paralelo, a niacina inibe a atividade da enzima diacilglicerol aciltransferase-2 

(DGAT-2) nos microssomos dos hepatócitos e, assim, a síntese hepática de TG. 

Destas ações resulta uma menor disponibilidade de TG intra-hepático e, por 

consequência, o aumento no catabolismo de APOB e, menor secreção de VLDL 

e LDL. Porém, seus efeitos colaterais ocasionam abandono ao tratamento (em 

torno de 25%), ainda assim, não há evidência de benefício com esse fármaco 

em indivíduos com LDLc controlado (FALUDI et al., 2017). 

 

A funcionalidade e o número de LDLR expressos na superfície dos hepatócitos 

são primordiais para a captação adequada de LDL, e, após internalização do 

LDL pelo endossomo, o LDLR tem a capacidade de retornar à superfície celular 

para mais captação de LDL, por 150 vezes, até que ocorra a sua degradação 

através da ligação com a PCSK9 sintetizada pelo núcleo celular e secretada 

pelos hepatócitos. Variantes cujo efeito sobre a proteína PCSK9 é de ganho de 

função podem ocasionar hipercolesterolemia e, em contrapartida, variantes com 

perda de função desta proteína podem ocasionar o oposto, a hipocolesterolemia 

e redução de DCV. Foram então desenvolvidos os inibidores da PCSK9 

(iPCSK9), que previnem a ligação desta proteína ao LDLR e subsequente 

degradação lisossomal do receptor, aumentando a quantidade de LDLR 

funcionantes na superfície dos hepatócitos e maior depuração das partículas 

circulantes de LDLc no plasma (WIGGINGS et al., 2018). No Brasil, dois 

inibidores de PCSK9 totalmente humanizados - o evolocumabe e alirocumabe- 

foram aprovados para comercialização em 2016 na forma de injeções 

subcutâneas a cada 02 semanas ou 01 vez por mês. Esta classe de fármacos 

apresenta redução intensa nas concentrações de LDLc em relação ao placebo, 

em média de 60%. Esses fármacos apresentaram benefícios em diminuir 

também outras lipoproteínas pró-aterogênicas, como a Lp(a), além da APOB, 

TG, bem como em aumentar a HDL e a apolipoproteína A1 (APOA1) 

(SABATINE et al., 2015; ROBINSON et al., 2015, FALUDI et al, 2017). 

 

Como nova terapêutica já aprovado na Europa e recentemente também pela 

ANVISA, o Inclisiran é uma pequena molécula de RNA interferente (siRNA) que 

bloqueia a produção hepática de PCSK9, reduzindo o LDLc em 50% em 

pacientes com HF, tendo como vantagem em comparação aos inibidores 
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monoclonais a sua dosagem, necessitando de apenas 2 a 3 injeções ao ano 

(ROCHA e SANTOS, 2021). 

 

O tratamento da HF homozigótica é o maior desafio, especialmente naqueles 

pacientes carreadores de variantes em dois alelos no gene de LDLR, refratários 

aos inibidores da PCSK9, sendo necessário o uso de fármacos que bloqueiam a 

síntese de lipoproteínas como a Lomitapida ou aférese de LDL (ROCHA e 

SANTOS, 2021). Mas recentemente, aprovada para HFHo, o Evinacumabe será 

um enorme benefício para esses pacientes como também para os HFHe 

refratários (ROSENSON et al., 2020), sendo um anticorpo monoclonal contra 

proteína semelhante à angiopoietina 3 (ANGPTL3) que tem como papel inibir a 

lipase lipoprotéica endotelial, e demonstrou reduzir LDLc em 50% em 

homozigotos, incluindo aqueles com variantes nulas de LDLR (RAAL et al., 

2020). Terapias de edição genética como CRISPR/Cas9 ou transfecção de gene 

poderá mudar a história natural da HF (RODRIGUEZ-CALVO e MASANA, 2019), 

tendo como um dos objetivos dessa terapia, ocasionar o knockout seletivo da 

proteína ANGPTL3 (BINI et al., 2023) 

2.5 Alterações cardiovasculares na HF 

2.5.1 Epidemiologia das doenças ateroscleróticas cardiovasculares 
 

As doenças ateroscleróticas cardiovasculares (DASCV) são as principais causas 

de morte no nosso país, correspondendo a 27,65% do total de óbitos, sendo que 

dentre a mortalidade específica por doenças do aparelho circulatório, as 

afecções isquêmicas do coração correspondem a 32% das mortes (RIBEIRO et 

al., 2016; DATASUS-MS, 2019). No mundo, as doenças isquêmicas do coração 

e o acidente vascular encefálico (AVE) ocupam o primeiro e segundo lugar nas 

principais causas de morte, respectivamente, totalizando juntas mais de 15,2 

milhões de óbitos (WHO, 2016). Apesar de vários fatores de risco cardiovascular 

sejam conhecidos e responsáveis pela maioria dos casos de DASCV e suas 

complicações (YUSUF et al., 2004;LANAS et al.,2007; O‘DONNELL et al., 2010), 
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a HF é uma condição que poderá aumentar e antecipar a sua ocorrência (BENN 

et al., 2012; VALLEJO-VAZ et al., 2018, HU et al., 2020). 

 

2.5.2 Doenças cardiovasculares ateroscleróticas e o impacto da HF 
 

A HF ocasiona uma exposição de elevadas concentrações de LDLc desde o 

nascimento e ao longo de toda a vida do indivíduo portador da doença, e se não 

tratados, homens e mulheres desenvolverão DAC antes dos 55 e 60 anos, 

respectivamente (GOLDSTEIN et al., 2001; AUSTIN et al, 2004, ALONSO et al., 

2020). 

Portadores de HF são considerados pacientes de alto e muito alto risco 

cardiovascular, entretanto, um número considerável não apresenta eventos 

cardiovasculares, independentemente dessa exposição aos elevados níveis de 

LDLc, enquanto que outros evoluem para estas complicações apesar da terapia 

hipolipemiante, sugerindo que o risco de DASCV também é variável nesta 

população (ALONSO et al., 2020). Esta variabilidade pode ser devida, em parte, 

às diferenças no tratamento de redução dos lipídios, levando a um risco 

amplamente variável em pacientes com HF pertencentes à mesma família ou 

compartilhando a mesma variante genética (MATA et al., 2018), sugerindo que 

outros fatores como tabagismo, colesterol da lipoproteína de alta densidade 

(HDLc) baixo, hipertensão arterial sistêmica (HAS), obesidade e diabetes 

mellitus (DM) (SANTOS et al., 2016; SANTOS, 2019) podem modular o risco 

(ALONSO et al., 2020).  

 

Indivíduos com HF definida geneticamente têm risco quatro vezes maior de DAC 

em comparação com indivíduos sem variantes genéticas conhecidas (KHERA et 

al, 2016). A análise de diferentes coortes mostrou um risco de DAC e DASCV 

prematura de 3 a 13 vezes maior na família de indivíduos com HF em 

comparação com seus parentes não afetados ou com a população em geral 

(PÉREZ DE ISLA et al., 2016; BENN et al., 2016; VILLA et al., 2017). No 

entanto, quando diagnosticados e tratados, poderá ocorrer uma modificação da 

história natural da doença aterosclerótica (VERSMISSEN et al., 2008). 
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Apesar de não existirem muitos dados prospectivos a respeito do risco de 

DASCV com o tratamento hipolipemiante na HF, estudos mostraram que o risco 

de DAC aumentou 13 vezes em portadores da doença que não recebiam 

estatinas (BENN et al., 2012, LUIRINK et al., 2019), e quando tratados desde a 

infância, a mortalidade por DAC caiu significativamente em 37%, enfatizando a 

importância da identificação precoce da HF e tratamento hipolipemiante 

adequado (NEIL et al., 2008, LUIRINK et al., 2019). 

 

2.5.3 Perfil lipídico na HF além do LDLc 
 

Apesar da função de LDLR prejudicada e consequente redução de depuração 

de LDL da circulação ser a principal característica da dislipidemia da HF, a 

diversidade de variantes genéticas pode determinar a heterogeneidade dos 

níveis de LDLc (CHEMELLO et al., 2021). Comparando com LDLc, o nível 

circulante de outras lipoproteínas não é ou é levemente afetado na HF, com 

algumas exceções, em particular, quando coexiste uma síndrome metabólica 

(SM). No entanto, existe algumas particularidades na HF (CHEMELLO et al., 

2021), que discursaremos a seguir. 

 

2.5.3.1 Lipoproteína (a) [Lp(a)] 

 

A Lp(a) é uma lipoproteína aterogênica que contém na sua estrutura a apo(a) 

que é ligada covalentemente à apoB100 da LDL. A apo(a) é uma glicoproteína 

polimórfica sintetizada e secretada quase exclusivamente pelo fígado e tem uma 

homologia de sequência significativa (78-100%) com o plasminogênio pela 

presença de estruturas semelhantes que são as alças chamadas kringles 

(KRATZIN et al., 1987). A apo(a) é codificada pelo gene da Lp(a) e apresenta 

uma estrutura altamente repetitiva, o domínio kringle IV2 presente em 1 a mais 

de 40 cópias (LANGSTED et al., 2019). O tamanho da apo(a) explica até 70% da 

variância de Lp(a) em humanos (CHEMELLO et al., 2021). Em adição, as 

partículas de Lp(a) contêm fosfolípides oxidados fortemente pró-inflamatórios 

que promovem o crescimento do trombo arterial (VUORIO et al., 2020). A carga 

acumulada de duas lipoproteínas pró-aterogênicas geneticamente determinadas, 
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LDL e Lp(a), é um potente condutor de DASCV em pacientes com HF (VUORIO 

et al, 2020).  

 

Os primeiros estudos que investigaram a Lp(a) em HF não produziram 

resultados conclusivos devido à grande variabilidade de tamanho resultante do 

polimorfismo de apo(a) (LINGENHEL et al, 1998). No entanto, a avaliação de 

irmãos com HF, comparados com não-HF com isoformas de apo(a) idênticas por 

descendência, demonstrou claramente que a Lp(a) é aproximadamente duas 

vezes maior em pacientes com HF do que em seus familiares não afetados 

(LINGENHEL et al, 1998). Em pacientes com HFHo com dois alelos de LDLR 

afetados e não funcionais, também exibem níveis de Lp(a) duas vezes mais 

altos que seus parentes heterozigotos (KRAFT et al, 2000). O mesmo foi 

observado em pacientes HF com alelos de risco de DAC no gene APOB e gene 

PCSK9, comparado com familiares não-afetados (VAN DER HOEK et al, 1997; 

TADA et al., 2016). Mesmo após estes resultados que parecem apoiar um papel 

direto do LDLR na mediação da depuração plasmática da Lp(a), esta relação 

ainda não está clara (CHEMELLO et al, 2021). No entanto, de acordo com 

evidências acumuladas ao longo dos estudos em HF, os níveis de Lp(a) 

consistem em um fator de risco adicional que se torna de grande relevância 

nesse grupo de pacientes, considerando-se o potencial para níveis elevados de 

Lp(a) nessa população (IZAR et al., 2021). 

 

2.5.3.2 Lipoproteína de alta densidade (HDL) 

 

O tamanho da HDL tem sido amplamente explorado na HF, que mostrou-se 

estar menor e, portanto, mais aterogênico (HOGUE et al., 2007). Esse fato se 

deve ao transporte reverso do colesterol estar prejudicado, aumentando o risco 

cardiovascular tanto em HFHe quanto em HFHo, não pelo teor de colesterol do 

HDL em si, mas pela sua funcionalidade ateroprotetora (GUERIN, 2012).Em 

pacientes com HF há uma redução da esterificação pela lecitina colesterol acil-

tranferase (LCAT), responsável pela transferência do colesterol nos tecidos 

periféricos para o HDL (MARTINEZ et al., 2013). As propriedades antioxidantes 

e antiinflamatórias estabelecidas do HDL também parecem estar prejudicadas 
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na HF (GANJALI et al., 2017). Além disso, o tamanho e a composição do HDL 

aparecem alterados na HF paralelamente a um aumento de transferência de 

éster de colesterol para o LDL (CHEMELLO et al., 2021). 

 

2.5.3.3 Triglicérides (TG) 

 

Defeitos na função do LDLR parecem também alterar a interação destes 

receptores com a APOB e a APOE, presentes em lipoproteínas ricas em 

triglicérides, predispondo também à hiperlipidemia pós-prandial na HF (CHAN et 

al., 2012). O comprometimento da expressão de LDLR parece influenciar a 

secreção hepática de lipoproteínas contendo APOB, pois pacientes com HF ou 

modelos animais sem atividade do LDLR exibem maiores níveis de VLDL, IDL e 

produção de APOB em comparação com indivíduos não-HF (DIETSCHY et 

al.,1993). O mesmo foi constatado em indivíduos com variantes com ganho de 

função no gene PCSK9 que exibiram aumento nas taxas de produção de 

lipoproteínas contendo APOB (OUGUERRAM et al., 2004).  

Tendo em vista os aspectos importantes do metabolismo prejudicado de 

lipoproteínas, além do aumento de LDLc, pacientes com HF devem ser 

claramente monitorados quanto aos níveis do colesterol na lipoproteína de alta 

densidade (HDLc), TG, além de APOA1 e APOB-100 (CHEMELLO et al., 2021).  

 

2.5.4 Biomarcadores relacionados à doença aterosclerótica 
 

Biomarcadores plasmáticos são ferramentas úteis no diagnóstico e prognóstico 

de numerosos processos como a doença aterosclerótica, os quais, sozinhos ou 

em combinação, podem desempenhar um papel importante na previsão de 

riscos e status de morbidade. Além disso, podem ser usados para detectar um 

estágio mais precoce da doença a tempo de iniciar um tratamento (ZERNECKE 

et al., 2008, PIEK et al., 2018), evitando desfechos fatais. O uso de 

biomarcadores para predição de doenças e prognóstico tem mostrado potencial 

importância para identificar grupos de maior risco que podem se beneficiar de 

mais prevenção e tratamento intensivo (LIPPI et al., 2013; CERVELLIN et al., 

2016). Biomarcadores podem ajudar ainda na estratificação de risco e orientar o 

uso de recursos e terapias direcionadas (SALVAGNO e PAVAN, 2016). Assim, a 
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identificação de biomarcadores que possam ajudar a prever o risco de doença 

coronariana aguda e complicações relacionadas tem direcionado vários estudos 

na área (LIPPI et al., 2014). 

Alguns desses novos marcadores no contexto das complicações ateroscleróticas 

e DAC serão detalhados a seguir. 

 

2.5.4.1 Growth differential factor-15 (GDF-15) 

 

O GDF-15 foi descoberto como uma proteína derivada do fator transformador de 

crescimento beta (TGF-ß), pertencente à família das citocinas. É uma proteína 

relacionada à inflamação e estresse oxidativo altamente expressa no miocárdio 

e células endoteliais (BEREZIN e BEREZIN, 2020), e está envolvida na 

hipertrofia e apoptose cardíaca (AGO e SADOSHIMA, 2006). O GDF-15 foi 

significativamente relacionado com distúrbios metabólicos de glicolipídios e 

doenças cardiovasculares (XIAO et al., 2022). O TGF constitui uma superfamília 

de citocinas que exercem funções na homeostasia de tecidos adultos e 

adaptação para regulação na sobrevida, proliferação e diferenciação celular, e o 

aumento ou diminuição na produção de TGFs, tem sido associada com 

numerosas doenças, incluindo a aterosclerose (KEMPF et al., 2006). 

 

Em condições fisiológicas, o GDF-15 é expresso principalmente na próstata e na 

placenta (camada trofloblástica) e uma pequena quantidade também é detectado 

no fígado, pulmão, rim, músculo esquelético, pâncreas, coração e cólon 

(FAIRLIE et al., 1999; MOORE et al., 2000; XIAO et al, 2022), podendo ser 

expresso em baixo a moderados níveis na maioria dos tecidos. No entanto, 

valores de GDF-15 podem aumentar em resposta ao estresse patológico 

associado à inflamação e danos teciduais (AGO e SADOSHIMA, 2006; KEMPF 

et al., 2006; EK et al., 2016; XIAO et al., 2022). 

 

Vários dados têm contribuído para aumentar o interesse a respeito do uso de 

GDF-15 como biomarcador para diagnóstico, prognóstico e/ou estratificação de 

risco de SCA (SALVAGNO e PAVAN, 2016; TZIKAS et al., 2019). Está bem 

estabelecido que os TGFs inibem a proliferação e migração de músculo liso 
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endotelial e baixos níveis de TGF-β são comuns em pacientes com 

aterosclerose (BLOBE et al., 2000, SALVAGNO e PAVAN, 2016). O GDF-15 

tem-se mostrado um biomarcador promissor, uma vez que foram observados 

valores aumentados na doença subclínica precoce, sendo de utilidade 

prognóstica para eventos cardiovasculares e mortalidade (SALVAGNO e 

PAVAN, 2016). Adicionalmente, em alguns estudos, níveis de GDF-15 

mostraram serem melhores no prognóstico e previsão de mortalidade à longo 

prazo na insuficiência cardíaca (IC), comparados aos níveis de N-terminal do 

peptídeo natriurético tipo B (NT-proBNP), proteína-C-reativa ultrassensível 

(PCRus) e Troponina T ultrassensível (TnTus) (LOK et al., 2013; HO et al., 2018; 

MAY et al., 2021), mas ainda sem validação na prática clínica e nas diretrizes. 

 

2.5.4.2 Chemokine ligand 16 (CXCL-16) 

 

As citocinas, os receptores scavenger e as moléculas de adesão são conhecidas 

há muito tempo como participantes importantes na patogênese do processo 

aterosclerótico. Uma série de estudos realizados descreveu o receptor 

scavenger fosfatidilserina da lipoproteína oxidada (CXCL-16/SR-PSOX) como 

uma nova molécula que combina essas três funções (citocina, molécula de 

adesão e receptor scavenger) e sugeriram que possa ser um marcador potencial 

na aterogênese (SHEIKINE e SIRSJO, 2008), por estar relacionado à formação 

da placa de aterosclerose e desenvolvimento da DAC (XING et al., 2018). 

 

O CXCL16 pertence ao grupo de quimiocinas que são expressas em placas 

ateroscleróticas (WUTTGE et al., 2004). A proteína CXCL16 humana tem 254 

aminoácidos, com dois diferentes transcritos, sendo um de 1,8 Kb e outra com 

2,5 Kb de comprimento. Podem ser formadas por splicing alternativo, diferindo 

uma da outra pela região não codificante e a fonte da expressão. A proteína de 

1,8 Kb é encontrada no baço, timo, testículos, enquanto a proteína de 2,5 Kb é 

expressa no coração, rim, fígado, pulmão, leucócitos em sangue periférico, 

pâncreas e próstata (SHIMAOKA et al., 2000; KORBECKI et al., 2021). São as 

únicas quimiocinas conhecidas que existem na forma solúvel, bem como na 

forma ancorada em membrana (KORBECKI et al., 2021). A forma presa à 
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membrana funciona como receptor de eliminação da fosfatidilserina da LDLox. 

Além disso, medeia a adesão célula-célula por meio do receptor exclusivo, o C-

X-chemokine-receptor 6 (CXCR6) (LUDWIG e WEBER, 2007; LINKE et al., 

2019). Já a forma solúvel de CXCL16 funciona como um quimioatraente para 

promover a migração de células que expressam o CXCR6 (CHEN et al., 2020, 

KORBECKI et al., 2021). CXCL16 e CXCR6 são expressos em macrófagos, 

células dendríticas, células T, plaquetas, bem como em células do músculo liso 

estimulado e células endoteliais (LINKE et al., 2019, CHEN et al., 2020). 

 

Estudos ex vivo iniciais mostraram que CXCL16 é abundante em lesões 

ateroscleróticas humanas e murinas (MINAME et al., 2001). Estudos in vitro 

sugeriram que essa quimiocina pode mediar adesão de células T ao endotélio, 

impulsionando a migração de células T, estimulando a proliferação celular e a 

inflamação em células musculares lisas. E finalmente, como receptor scavenger, 

pode mediar a captação de lipoproteínas aterogênicas por macrófagos e células 

musculares lisas. Todos esses efeitos são conhecidos por serem pró-

aterogênicos. Surpreendentemente, estudos in vivo em modelos murinos de 

aterosclerose sugeriram que o CXCL16 é ateroprotetor, enquanto que o seu 

receptor, o CXCR6, é prejudicial (WUTTGE et al., 2004). Além disso, estudos 

que investigaram a associação das concentrações plasmáticas circulantes de 

CXCL16 com a presença e extensão de DAC em humanos são controversos, 

sugerindo associação positiva, negativa ou ausente (SHEIKINE e SIRSJO, 

2008). 

 

Um estudo sobre células mononucleares do sangue periférico mostrou que os 

monócitos não expressam CXCR6, o que significa que na patogênese da 

aterosclerose, os monócitos podem não ser recrutados diretamente pela 

conexão CXCL16 e CXCR6, sugerindo que esse efeito pode ser indireto ao 

recrutar células T que expressam o CXCR6 (KOBERCKI et al., 2021). 

 

O CXCL16 pode desempenhar um importante papel nos estágios posteriores da 

aterosclerose, pois uma alta expressão desta quimiocina foi encontrada em 

macrófagos na lesão da íntima na doença aterosclerótica (MINAME et al., 2001; 

KORBECKI et al., 2021). Também pode causar proliferação de células 
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musculares lisas e aumentar a expressão de fator de necrose tumoral (TNF) 

nestas células que associa-se com DASCV (CHANDRASEKAR et al.,2004; 

KOBERCKI et al., 2021). 

 

Um estudo feito para avaliar a expressão de CXCL16 em pacientes portadores 

de HF que estavam em uso de iPCSK9 demonstraram redução da expressão 

deste marcador após 8 semanas de tratamento com Alirocumab (MARQUES et 

al., 2022). 

 

2.5.4.3 Fatty acid binding protein 3 (FABP3) 

 

A proteína de ligação de ácidos graxos 3 é uma das nove FABPs citosólicas 

conhecidas, mais ubiquamente expressa no coração e músculo esquelético, 

envolvida na manutenção de suprimento de energia para o coração e regulando 

o transporte de ácidos graxos em cardiomiócitos (TSUKAHARA et al.,2014; 

MOON et al., 2021). O gene FABP3 codifica uma proteína de baixo peso 

molecular no citosol dos cardiomiócitos, a Heart-type fatty acid binding protein 

(H-FABP) que é amplamente distribuída em altos níveis no coração e menores 

quantidades no músculo esquelético, testículos, cérebro, rim, pulmão, glândula 

adrenal e linfócitos (ZHANG et al., 2013). Essa proteína é rapidamente liberada 

na circulação, diante de um dano no tecido cardíaco, através de poros na 

membrana do miocárdio lesado, tornando um indicador de eventos 

cardiovasculares e um marcador para detectar dano miocárdico em curso, 

podendo ser usado para estratificar o risco de várias doenças cardíacas (OTAKI 

et al., 2014; GOEL et al., 2020; MOON et al., 2021). 

 

O FABP3 é expresso em resposta ao gene de receptor gama ativado por 

proliferador de peroxissoma (PPARγ) que é um membro da superfamília de 

receptores de hormônios nucleares, os quais funcionam por fatores de 

transcrição ativada por lipídios como ácidos graxos de cadeia longa 

(TSUKAHARA et al., 2014). Esses fatores regulatórios gênicos têm um impacto 

direto nas doenças humanas como a aterosclerose, obesidade, DM e câncer 

(TSKAHARA et al.,2014, ZHUANG et al., 2021). 
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Aumento nos níveis de FABP3 foi observado em pessoas com alto risco 

cardiovascular que desenvolvem doenças estruturais cardíacas (estágio B de 

insuficiência cardíaca), podendo predizer mortalidade por causas 

cardiovasculares numa população geral aparentemente saudável, sugerindo ser 

um marcador promissor para estratificação de risco cardiovascular (GLATZ et 

al., 1985; ZHANG et al., 2013; OTAKI et al., 2014; JONES et al.,2017). Além 

disso, observou-se um aumento nos níveis de FABP3 em indivíduos que 

apresentavam fatores de risco cardiovascular, como HAS, DM, obesidade e SM 

(OTAKI et al., 2014), sendo proporcional ao dano latente no miocárdio, que por 

sua vez era mais grave em pessoas com maior número de fatores de risco 

cardiovascular (ZHANG et al., 2013; OTAKI et al., 2014; MOON et al., 2021). 

 

2.5.4.4 Fatty acid binding protein 4 (FABP4) 

 

A FABP4, também conhecida como a FABP do adipócito (A-FABP) ou adipócito 

P2 (aP2), é altamente expressa nos adipócitos, macrófagos e células dendríticas 

e consiste em 1% de todas as proteínas solúveis no tecido adiposo 

(FURUHASHI et al., 2014; TAN et al., 2019). A expressão dessa proteína é 

altamente induzida durante a diferenciação dos adipócitos e controlada 

transcricionalmente por agonistas do PPARγ (FURUHASHI et al., 2014). 

 

É liberada principalmente durante a diferenciação dos monócitos em 

macrófagos, processo onde a LDLox é englobada para a formação de células 

espumosas, aumentando o acúmulo de éster de colesterol e induzindo resposta 

inflamatória (MAKOWSKI et al., 2005; HUI et al., 2010). Este processo faz parte 

do desenvolvimento da aterosclerose, uma vez que as células dendríticas e as 

células T estão envolvidas na patogênese da placa ateromatosa. Esta evidência 

foi demonstrada com a expressão aumentada de FABP4 em macrófagos 

presentes em amostras de placas instáveis de pacientes após endarterectomia 

de carótida (AGARDH et al., 2011; FURUHASHI et al., 2015).  
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O aumento dos níveis circulantes de FABP4 tem sido associado também à 

obesidade, SM, resistência insulínica e DM, atuando como uma adipocina, bem 

como à HAS e disfunção diastólica ventricular esquerda, além da dislipidemia 

(FURUHASHI, 2019; TAN et al., 2019). Tem sido relatado que o nível sérico de 

FABP4 está também associado à aterosclerose, avaliada pela espessura da 

camada íntima-média da carótida (YEUNG et al., 2007; MIROSHNIKOVA et al., 

2021), se tornando um novo alvo terapêutico para essas comorbidades 

(FURUHASHI, 2019; MIROSHNIKOVA et al., 2021). 

 

2.5.4.5 Tumor necrosis factor superfamily 14 (TNFSF14/LIGHT) 

 

O TNFSF14 ou LIGHT foi identificado como um novo membro da superfamília 

TNF e como uma chave reguladora de fibrose, inicialmente descrito como uma 

molécula sintetizada por células T (MAURI et al., 1998; HARROP et al.,1998; 

HERRO e CROFT, 2016; HERRERO-CERVERA et al., 2021), e que possui dois 

receptores, o mediador de entrada de vírus herpes (HVEM ou TNFRSF14) e o 

receptor β de linfotoxina (LTβR ou TNFRSF3) (YUAN et al., 2017; HERRERO-

CERVERA et al., 2021), os quais são ubiquamente expressos em vários tipos 

celulares inflamatórios e estruturais, como células do estroma e células 

hematopoiéticas, incluindo células endoteliais, células reticulares fibroblásticas, 

células dendríticas, macrófagos, mastócitos, eosinófilos, neutrófilos, linfócitos T, 

B e natural killer (NK), podendo ser ligado à membrana ou ser um produto 

solúvel como uma citocina (MAURI et al., 1998; HERRO e CROFT, 2016; 

AGOSTINO et al., 2021).  

 

As células endoteliais desempenham um papel crítico no controle da função 

vascular, e adicionalmente, podem participar de reações inflamatórias e 

imunológicas. A ligação do LIGHT ao LTβR expresso em células endoteliais foi 

descrita por promover a adesão endotelial de células T pela regulação positiva 

de E-selectina, molécula de adesão intercelular 1(ICAM-1) e molécula de adesão 

celular vascular 1 (VCAM-1) (CHANG et al., 2005; CELIK et al., 

2007;HERRERO-CERVERA et al., 2021). O LIGHT também pode induzir a 

expressão de interleucina 8 (IL-8) e quimiocina ligante 12 (CXCL12) (CHANG et 
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al., 2005; MADGE et al., 2010) nestas células que facilitam a migração de 

leucócitos para áreas de inflamação, e promovem indiretamente um ambiente 

propício para a promoção da fibrose tecidual (HERRO e CROFT, 2016). 

 

A pesquisa básica e alguns estudos clínicos indicam que o TNFSF14 pode 

desempenhar um papel no desenvolvimento de várias doenças inflamatórias 

(WARE, 2009; LIN e HSIEH, 2011) e possivelmente está envolvido na 

patogênese da aterosclerose (LEE et al., 2001; SANDBERG et al., 2009; HSU et 

al., 2019). 

 

2.5.4.6 Cluster de diferenciação 14 (sCD14) 

 

A CD-14 é uma glicoproteína de membrana ancorada à glicosilfosfatidil-inositol 

(GPI) presente nas formas ligadas à membrana (mCD-14) e solúvel (sCD14). A 

forma mCD14 ancorada é expressa na superfície de monócitos, macrófagos, 

neutrófilos e células dendríticas que se ligam aos lipopolissacárides (LPS), que 

são componentes de membranas na superfície celular de outros 

microrganismos, resultando em uma ativação de vários receptores toll-like 4 

(TRL4), os quais desencadeiam vias de sinalização pró-inflamatórias (REINER 

et al., 2013; OLSON et al., 2020). Na sua forma solúvel, a sCD-14 pode ser 

secretada por hepatócitos em reposta à interleucina 6 (IL6), sendo considerada 

um reagente de fase aguda (BAS et al., 2004; OLSON et al., 2020), ou ser 

derivado de clivagem enzimática de GPI ligada ao mCD-14 (DURIEUXet 

al.,1994; SU et al., 1999; PAN et al., 2000) com a liberação de vesículas 

intracelulares por processos que ocorrem durante ativação celular ou apoptose 

(OLSON et al. 2020). 

 

Em resposta à inflamação/infecção, a IL6 induz a expressão hepática da sCD-

14, como outras proteínas de fase aguda, ocorrendo aumento dos níveis no 

contexto de doenças infecciosas/inflamatórias agudas e crônicas, incluindo a 

aterosclerose (REINER et al., 2013). O sCD14 pode ter efeitos diferentes na 

sinalização inflamatória relacionada ao LPS, podendo potencializar a inflamação 

relacionada ao LPS nas células com e sem mCD14 (SHITOLE etal., 2019) e, por 
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outro lado, altos níveis de sCD14 podem tamponar o LPS promovendo a 

transferência para partículas de lipoproteína, impedindo a ligação do mCD14 na 

superfície de monócitos/macrófagos para consequente remoção (REINER et al., 

2013; SHITOLE et al., 2019). Portanto, a sCD-14 é capaz de mediar a ativação 

de LPS de células que não expressam a mCD-14, como as células endoteliais e 

do músculo liso (PUGIN et al., 1993; JUAN et al., 1995, SHITOLE et al., 2019), 

pois o sCD14 desempenha um papel central ao transferir LPS para o complexo 

TRL4, aumentando a expressão de moléculas de adesão celular e atividade pró-

coagulante, o que poderia servir como um potencial evento desencadeante para 

o desenvolvimento de aterosclerose e doenças cardiovasculares, além de 

aumentar a secreção de citocinas pró-inflamatórias com o TNF, interleucina 1-

β(IL1-β) e IL-6 (REINER et al., 2013, OLSON et al., 2020). 

 

Como um marcador de inflamação, ativador de células imunes e de translocação 

bacteriana, a sCD14 ganhou interesse como um potencial fator de risco para 

DCV, mas estudos sobre esta questão são limitados. Porém, maiores níveis de 

sCD14 foram associados com o risco aumentado de DAC incidente (OLSON et 

al., 2020).  

 

O CD14 foi demonstrado ser um dos marcadores de estágio avançado da 

doença aterosclerótica em pacientes com HF e foi significativamente associado 

à DAC, independentemente da idade e do tabagismo, e consequentemente, 

associado a eventos coronarianos futuros em pacientes com HFHe. Assim, o 

CD14, pode ser uma nova ferramenta em potencial para investigação e previsão 

precisa de risco, sugerindo uma capacidade promissora de marcador a ser 

testado em populações com acompanhamento prospectivo (BOS et al., 2017; 

PRASONGSUKARN et al., 2021). 

 

2.5.4.7 Proteína Gla de matriz não carboxilada circulante (ucMGP) 

 

A proteína Gla de matriz (MGP) é um membro de proteínas da família de 

vitamina K-dependente, expresso por células musculares lisas vasculares de 

camada média arterial, fibroblastos, condrócitos e células endoteliais, podendo 
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também ser expresso em uma variedade de tecidos, incluindo a parede arterial, 

coração, pulmões e rins (GRIFFIN et al., 2019). A MGP é um marcador de 

calcificação vascular, pois é um potente inibidor deste processo, podendo 

estimar o risco cardiovascular (VAN DEN HEUVEL et al.,2014, GRIFFIN et al., 

2019; SHIOI et al., 2020). A deficiência de MGP leva a uma maciça calcificação 

arterial e morte prematura por eventos vasculares (LUO et al., 1997; SHIOI et. al, 

2020; BILALIC et al., 2021).  

 

A MGP para se tornar ativa, precisa sofrer carboxilação e fosforilação vitamina 

K-dependentes (ROUMELIOTIS et al., 2020).  A vitamina K tem um papel crucial 

na síntese da MGP ativa, servindo como cofator para a enzima γ-glutamato 

carboxilase que catalisa a conversão da MGP desfosforilada não-carboxilada 

(dp-ucMGP), que é a forma totalmente inativa para formar a MGP desfosforilado-

carboxilada (dp-cMGP), uma forma intermediária, seguido da fosforilação de 

serina para formar a MGP fosforilado-carboxilado ativa e madura (p-cMGP) que 

serve como grupos ligadores de cálcio (GRIFFIN et al., 2019; JESPERSEN et 

al., 2020). A carboxilação é essencial para a sua atividade inibitória da 

calcificação e sua secreção é aumentada pela fosforilação (CRANENBURG et 

al., 2010). A MGP desfosforilada não-carboxilada (dp-ucMGP) é considerada um 

melhor indicador do estado vascular da vitamina K do que outros componentes 

do sistema MGP e se correlaciona com a rigidez vascular na população em geral 

(GRIFFIN et al., 2019;SHIOI et al., 2020, ROUMELIOTIS et al., 2020).  

 

Elevados níveis circulantes da forma inativa dp-ucMGP refletem a baixa ingestão 

de vitamina K, o que resulta em inibição menos eficiente de calcificação 

vascular. Em vários grupos de pacientes foi encontrada a associação entre dp-

ucMGP circulante com morbidade e mortalidade cardiovasculares (VAN DEN 

HEUVEL et al., 2014; JAMINON et al., 2020; BILALIC et al., 2021). Em pacientes 

diabéticos com doença renal (DR), mostrou-se eficiente na avaliação do risco de 

desenvolver doença vascular manifestada como calcificação medial e intimal 

com patologias distintas, sendo um fator de risco comum na DR (GRIFFIN et al., 

2019; JAMINON et al., 2020). Além disso, a deficiência de vitamina K em 

pacientes com DR associado à exposição da vasculatura a um meio urêmico 

tóxico demonstrou redução da atividade da carboxilase, causando uma 
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inatividade da MGP e consequente deficiência vascular da vitamina K e aumento 

da calcificação vascular (JAMINON et al., 2020; GRZEJSZCZAK e 

KURNATOWSKA, 2021; STEPIEN et al., 2022).  

 

2.5.5 Micropartículas 
 

As micropartículas (MPs) correspondem a um grupo distinto de pequenas 

vesículas anucleadas, que estão envolvidas em vários processos fisiológicos e 

fisiopatológicos. Podem advir de várias linhagens celulares ativadas ou pela 

morte celular. No contexto da cardiologia, podem estar envolvidas no 

desenvolvimento e manifestação de DCV, sendo que a presença em níveis 

elevados no plasma está associada à inflamação crônica, dano endotelial e 

trombose, já que evidências sugerem que MPs liberadas de plaquetas, 

leucócitos e endotélio podem ajudar a avaliar a saúde vascular. A constatação 

dessa forte correlação dos níveis de MPs com vários desfechos de DCV levou 

ao investimento em estudos avaliando a sua utilização como biomarcadores 

(VOUKALIS et al., 2019, LUGO-GAVIDIA et al., 2021).  

 

As MPs são fragmentos submicrônicos que originam diretamente da membrana 

plasmática, liberadas a partir de células que estão em condições de estresse 

e/ou lesão. Sua formação inicia-se pela modificação na membrana da célula, 

seguida pela fissão e subsequente liberação no espaço extracelular, quando 

ocorre a externalização da fosfatidilserina (PS), sendo uma das principais 

características das MPs (BURGER et al., 2013; MINCIACCHI et al., 2015).  

 

As MPs podem ser liberadas sob condições de estresse, morte celular ou 

apoptose, mas também poderá ocorrer durante um processo de ativação celular, 

como ocorre com as células endoteliais e plaquetas, contendo proteínas de 

superfície da célula originária, juntamente com conteúdo citosólico incluindo 

enzimas, RNA e possivelmente DNA, e se distinguem das outras microvesículas 

com base no tamanho, mecanismo de formação e conteúdo (BURGER et al., 

2013; COCUCCI e MELDOLESI, 2015; ZABOROWSKI et al., 2015). Evidências 

emergentes sugerem que as MPs não são simplesmente uma conseqüência das 

doenças, mas podem contribuir para manutenção dos processos patológicos das 
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mesmas, sendo assim, consideradas marcadores e mediadores de doenças 

(BURGER et al., 2013). A liberação de MPs é um fenômeno compartilhado por 

muitos tipos celulares como forma de comunicação com outras células e, uma 

vez absorvidas por células vizinhas e/ou distais, as MPs podem transferir a 

carga funcional que poderá alterar o estado das células receptoras, contribuindo 

para processos fisiológicos e patológicos (ZABOROWSKI et al., 2015). 

 

Devido às MPs serem muito pequenas e heterogêneas, houve a necessidade de 

se desenvolverem técnicas para medí-las e assegurar de maneira precisa e com 

alto rendimento, sendo a citometria de fluxo o método mais disponível para a sua 

abordagem de estudo, devido ao seu alto rendimento para quantificar e fenotipar 

um grande número de MPs, pois combina a alta sensibilidade da fluorescência 

(LANNIGAN e ERDBRUEGGER, 2017; SZATANEK et al., 2017). A identificação 

das MPs por citometria de fluxo baseia-se na ligação específica da anexina V à 

PS, esta última exposta na superfície da MP durante a sua formação (CONNOR 

et al., 2010; JEPPESEN et al., 2019). 

 

2.5.5.1 Micropartículas de cardiomiócitos (CardioMPs) 

 

As CardioMPs são liberadas durante condições de estresse, como hipóxia, 

inflamação ou lesão do músculo cardíaco e podem atuar como mediadores de 

comunicações intercelulares. Em condições de hipóxia, as MPs são enriquecidas 

com fatores angiogênicos, e no infarto agudo do miocárdio (IAM), as células 

cardíacas danificadas produzem MPs com aumento de conteúdo de fatores 

angiogênicos, anti-apoptóticos, mitogênicos e de crescimento para induzir reparo 

e cicatrização do miocárdio infartado (CHISTIAKOV et al., 2016; GONZALO-

CALVO et al., 2017; SIEGEL et al., 2020; WAGNER e RADISIC, 2021). 

 

2.5.5.2 Micropartículas de células endoteliais (EMPs) 

 

A homeostase vascular é um reflexo integral do endotélio quiescente, mas ao 

mesmo tempo competente (YONG et al., 2012). A disfunção endotelial é um 

evento precoce no desenvolvimento e progressão de uma ampla gama de 
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doenças cardiovasculares (LOVREN e VERMA, 2013) e é causado pela 

inflamação - evento inicial na formação da placa aterosclerótica, evento que 

pode não ser identificado e tratado de forma eficaz em pacientes com lesões 

vasculares assintomáticas ou frágeis, sendo necessário descobrir novos 

biomarcadores e desenvolver abordagens diagnósticas mais eficientes para 

estratificar pacientes com maior risco de eventos cardiovasculares que se 

beneficiariam de uma intervenção (SCHIRO et al., 2014). 

 

As EMPs são liberadas na circulação após ativação das células endoteliais ou 

apoptose, atuando como efetores biológicos móveis capazes de mediar a 

fisiologia e a função vascular (YONG et al., 2012; CURTIS et al., 2013; SCHIRO 

et al., 2014). As EMPs têm atuado como mensageiros primários e secundários 

de inflamação vascular, trombose e resposta vasomotora, angiogênese e 

sobrevivência endotelial, e estão emergindo como indicadores potencialmente 

úteis de endotélio disfuncional, pelo qual a presença diferencial de EMPs está 

ligada à manifestação da doença vascular (YONG et al., 2012; CURTIS et al., 

2013). 

 

As EMPs podem ser classificadas como fisiológicas com efeitos anticoagulantes, 

ou patológicas com efeitos pró-inflamatórios (SCHIRO et al., 2014). Evidências 

crescentes sugerem que as EMPs desempenham um papel importante na 

patogênese da DCV, atuando como um marcador de dano, exacerbando a 

progressão da doença ou desencadeando uma resposta de reparo, e têm sido 

cada vez mais reconhecidas a desempenhar uma infinidade de papéis 

biológicos, refletindo a competência da função endotelial e da biologia vascular 

com potencial de atuar como biomarcadores do estado da doença (YONG et al., 

2012, SCHIRO et al., 2014). 

2.5.5.3 Micropartículas que expressam fator tissular (FTMPs) 

 

A coagulação é iniciada pelo fator tissular (FT), que é expresso 

constitutivamente por células extravasculares, mas há evidências crescentes de 

que o FT pode estar presente no sangue exposto em vesículas derivadas de 
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células, sendo a sua presença associada a estados de hipercoagulação 

(KLEIJAN et al., 2012). 

 

A hipercolesterolemia é um importante fator de risco para aterosclerose, mas 

também está associado à hiperatividade plaquetária que aumenta a morbi-

mortalidade por doenças cardiovasculares, mas os mecanismos pelos quais a 

hipercolesterolemia produz um estado pró-coagulante permanecem indefinidos. 

Foi hipotetizado que a hipercolesterolemia com níveis elevados de LDLox no 

plasma induz a expressão de fator tissular em monócitos humanos, pois 

portadores de HF tiveram níveis elevados de atividade de FTMP (OWENS III et 

al., 2012). Devido a isso, houve intenso interesse na medição clínica das FTMPs 

em condições clínicas diversas. Este interesse foi impulsionado pela 

demonstração de seu papel em modelos animais de propagação de trombos 

com potencial pró-coagulante (KEY, 2010). 

 

2.5.5.4 Micropartículas de Plaquetas (PMPs) 

 

As plaquetas são conhecidas em desempenhar um papel central na hemostasia 

primária, bem como na fisiopatologia de distúrbios trombóticos. Além disso, 

estão envolvidas em vários processos fisiopatológicos incluindo respostas 

imunes, inflamação, angiogênese, regeneração tecidual e metástases de câncer 

(VARON e SHAI, 2015). Estudos revelaram um papel importante das PMPs na 

comunicação e envio de sinais para outras células, com mudança do fenótipo, 

durante a inflamação, miopatia, angiogênese e metástase tumoral (VARON e 

SHAI, 2015). 

 

Diante do detalhamento desses marcadores cardiovasculares e das MPs que 

podem ser usados como sinalizadores de alterações endoteliais e vasculares 

precoces para a aterosclerose, e ainda por serem potenciais alvos terapêuticos 

para a prevenção de desfechos cardiovasculares, o presente estudo se justifica 

por existir, até o presente, poucos estudos que objetivam a avaliação desses 

marcadores numa população com HF.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Caracterização clínica e genética de casos-índices com HF e seus familiares, 

bem como a avaliação de novos marcadores de risco cardiovascular e 

micropartículas nesta população. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Seleção de pacientes (casos-índices) com HF de acordo com os critérios 

de Dutch; 

 Captação de familiares dos casos-índice; 

 Caracterização clínica e laboratorial (perfil lipídico) dos indivíduos 

selecionados; 

 Caracterização genética dos indivíduos; 

 Avaliação da relação entre as variantes genéticas e as características 

clínico-laboratoriais; 

 Avaliação dos novos marcadores de risco cardiovascular GDF-15, 

CXCL16, FABP3, FABP4, LIGHT, sCD14 e ucMGP de acordo com a 

presença ou ausência de variantes genéticas; 

 Avaliação de micropartículas de cardiomiócitos, células endoteliais, fator 

tissular e plaquetas de acordo com a presença ou ausência de variantes 

genéticas. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Aspectos Éticos 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG 

(COEP-UFMG) (Projeto CAAE- 76387417.6.0000.5149) (Anexo I). Os 

participantes selecionados tiveram o esclarecimento sobre a pesquisa e os que 

estavam de acordo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) (Anexo B). Os TCLEs dos menores de 18 anos foram assinados pelos 

pais ou responsáveis legais que responderam também a um questionário clínico 

com perguntas de interesse da pesquisa.  

 

4.2 Caracterização do estudo 

Trata-se de um estudo transversal observacional para caracterização clínica e 

molecular de carreadores de variantes genéticas relacionadas à HF e avaliação 

de marcadores de DCV nesses pacientes, em comparação com grupo controle 

selecionado com familiares não carreadores das variantes genéticas 

relacionadas à HF. 

4.3 Tamanho amostral 

Este estudo foi dividido em 3 etapas a seguir: caracterização molecular, 

avaliação de novos marcadores cardiovasculares, avaliação de micropartículas; 

sendo que,em cada uma delas, foram selecionados diferentes grupos à medida 
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que as avaliações foram realizadas.Todos os participantes foram selecionados 

pelo programa Hipercol Brasil Itinerante do Instituto do Coração (InCor), onde os 

CI apresentavam valores deLDLc ≥ 210mg/dL para adultos e ≥ 190 mg/dL para 

crianças; ou pela busca ativa por CI a partir de resultados de perfil lipídico de 

laboratórios de análises clínicas, utilizando os mesmos critérios. Após a 

identificação das variantes genéticas dos CI, houve a convocação para a 

participação voluntária de familiares de 1º e 2º graus para rastreamento genético 

em cascatapara análise genética e de biomarcadores. O total de participantes 

para cada etapa estão representadas de acordo com as Figuras 4, 5 e 6. 

 

Figura 4 – Fluxograma da seleção dos participantes para caracterização 

molecular  
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13 sem variantes  19 sem variantes  
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39 sem variantes 
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     32 casos-índices 
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Figura 5 – Fluxograma da seleção dos participantes para avaliação dos novos 

marcadores cardiovasculares 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Fluxograma da seleção dos participantes para avaliação das 

micropartículas  
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51 sem variantes 
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86 com variantes 
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Hipercol Brasil Itinerante  

3 casos-índices  

LDLR Asp224Asn 

LDLR Cys34Arg 

APOE Pro28Leu 

 

 

29 familiares de 1º e 2º graus 

12 com variantes LDLR Asp224Asn 
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M
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4.4 Critérios de inclusão 

CI com suspeita clínica de HF e seus familiares, de qualquer faixa etária, de 

ambos os sexos, sendo permitido tratamento com redutores de colesterol 

(estatinas, ezetimiba ou ambas). 

4.5 Critérios de não-inclusão 

Doenças hepáticas, hematológicas (incluindo histórico de trombose venosa e 

TEP), doenças renais (RGF < 60 mL/min calculado por Cockcroft Gault), 

doenças inflamatórias (incluindo artrite reumatóide e doenças auto-imunes), 

diabetes mellitus descompensado (HbA1c > 7,0%), obesidade (IMC > 30 Kg/m² 

para adultos e Z score de IMC > +2 para crianças), doenças tireoideanas 

descompensadas (TSH ultrassensível > 5,33 UI/mL), triglicérides > 400 mg/dL, 

portadores de HIV. As informações necessárias para a exclusão foram obtidas 

por meio de exames de laboratório recentes na época da coleta de material para 

o estudo e as informações foram registradas em uma ficha clínica da pesquisa. 

4.6 Coleta das amostras 

O programa Hipercol Brasil Itinerante deu início ao processo de coleta do 

material para caracterização molecular dos participantes por meio de mutirão 

com busca ativa pelo sistema de atendimento público de saúde e por resultados 

alterados de LDLc nos laboratórios de análises clínicas. Todos os valores de 

LDLc foram reavaliados no InCor pelo método de dosagem direta e aqueles 

indivíduos com valores de LDLc≥ 210 mg/dL nos adultos e ≥ 190 mg/dL foram 

genotipados. O restante que não revelou o valor de corte de LDLc foram 

excluídos.  



92 
 

Para a coleta de material para avaliação dos marcadores cardiovasculares e 

micropartículas, foram agendados em datas específicas em meses 

subsequentes (Agosto, Setembro, Outubro e Novembro/2021) a medida que os 

participantes eram avaliados clinicamente. Na data marcada, os participantes se 

dirigiam ao laboratório, ou o laboratório se dirigia ao participante (os que 

moravam em zona rural) e o material era coletado e processado. No mesmo dia, 

esse material era levado em condições de refrigeração adequada para serem 

trazidos para o armazenamento a -80ºC na Faculdade de Medicina da UFMG. 

 

Para a obtenção do DNA, foi coletada amostra deswab bucal usando Oragene® 

OG-500 DNA Genotek dos CI, ou sangue total coletado em Whatman® FTA® 

card (Sigma-Aldrich) dos parentes de 1º e 2º graus para a análise em cascata. 

 

As amostras de sangue para avaliação de lipoproteína(a) e dos marcadores de 

risco cardiovascular, foram obtidas por meio de parcerias com laboratórios das 

cidades de Bom Despacho (Laboratório Márcio Jardim) e Moema (Laboratório 

Moema) para facilitar o acesso dos participantes à coleta. Foi coletadosangue 

venoso (sem anticoagulante – 1 tubo; em EDTA – 1 tubo e em Citrato de Sódio – 

1 tubo) após jejum de 12 horas, em tubos de Sistema Vacuntainer® (Becton-

Dickinson). A ordem da coleta seguiu a recomendação do CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute) a fim de eliminar possíveis interferências. As 

amostras foram centrifugadas a 1.500 RPM por 15 minutos. O soro e o plasma 

foram estocados a - 80ºC para posterior análise.O tubo de plasma em Citrato de 

sódio foi centrifugado a 3.000 rotações por minuto (RPM) por 15 minutos, dois 

terços superiores do sobrenadante foram transferidos para tubo de ensaio e uma 

nova centrifugação foi realizada a 3.000 RPM por mais 15 minutos para que 2/3 

do plasma sobrenadante, pobre em plaquetas,fosse utilizado para avaliação das 

micropartículas. 

4.7 Delineamento experimental 

Foram avaliados os seguintes parâmetros: 
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 Teste genético para detecção de variantes genéticas nos genes LDLR, 

APOB, PCSK9, APOE, STAP1, PDLRAP1, LIPA, ABCG5 e ABCG8. 

 Dosagem da lipoproteína (a) para avaliação de perfil lipídico não 

convencional. 

 Dosagem dos novos marcadores GDF-15, CXCL16, FABP3, FABP4, 

LIGHT, sCD14 e ucMGP para avaliação de risco cardiovascular. 

 Quantificação de micropartículas oriundas de cardiomiócitos, células 

endoteliais, plaquetas e fator tissular. 

 

4.7.1 Teste genético 
 

4.7.1.1 Extração de DNA 

 

A extração de DNA genômico a partir da saliva foi realizada usando o kit 

comercial preplT-L2P (DNA Genotek®), conforme descrito pelo fabricante.  A 

extração de DNA genômico a partir do sangue total seco foi realizada usando o 

kit de extração comercial QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®) de acordo 

com o fabricante. A quantificação da amostra foi utilizada em espectrofotômetro 

NanoDrop™ 1000 e, para verificação de sua integridade, foi submetida à 

eletroforese em gel de agarose a 1% (exceto para amostras de mancha de 

sangue seco). Todas as amostras de DNA foram armazenadas a -80ºC até a 

análise. Esta etapa, bem como o sequenciamento do DNA descrito a seguir, foi 

realizado no Laboratório de Genética e Cardiologia Molecular do Instituto 

do Coração de São Paulo (INCOR), Hospital das Clínicas da Universidade de 

São Paulo, sob a coordenação da Dra Cinthia Elim Jannes. 

  

4.7.1.2 Sequenciamento do DNA 

 

O sequenciamento do DNA foi realizado por técnica de NGS (next generation 

sequencing), com biblioteca preparada de acordo com as recomendações do 

fabricante. Esta preparação consiste na captura e enriquecimento de regiões-

alvo por Sure Select QXT (Agilent Technologies), incluído neste kit um conjunto 

de reagentes de sequenciamento e um conjunto de sondas de captura 
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personalizadas para os genes a serem analisados: LDLR, APOB, PCSK9, 

LDLRAP1, LIPA, STAP1, APOE, ABCG5 e ABCG8. A análise foi realizada na 

plataforma Illumina MiSeq Plataform com uma extremidade emparelhada de 150 

pb. As leituras de extremidade emparelhada de sequenciamento foram 

mapeadas para a referência do genoma NCBI Build (hg19) usando software CLC 

Genomics Workbench 9.0 (QIAGen®). Os critérios mínimos de detecção para 

chamadas de variantes foram cobertura de 10x e qualidade de Phred ≥ 

Q30.MLPA (Multiplex Lobe Depende Probe Amplification) no gene LDLR foi 

usado para rastrear variantes de número de cópias (CNVs) em CI sem nenhuma 

mutação do tipo missense, nonsense ou frameshift identificada no NGS. 

 

O sequenciamento dos familiares, após caracterização da variante genética do 

CI, foi realizado pelo método de Sanger. Para isto, reações em cadeia da 

polimerase (PCR) foram realizadas usando primers projetados pelo software 

Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer304.0/). Os fragmentos amplificados foram 

sequenciados usando o kit de sequenciamento BigDye 3.1 (Applied Biosystems) 

em um sequenciador ABI 3500 automatizado (Applied Biosystems). 

 

As variantes encontradas foram classificadas de acordo com as diretrizes do 

American Collegeof Medical Genetics and Genomics (ACMG). Foram utilizados 

os programas Mutation Taster, Provean, SIFT e PolyPhen-2 para predição de 

efeitos funcionais. Os dados de frequência dos bancos de dados Kaviar 

(KnownVARiants), ABraOM (Online ArchiveofBrazilianMutations) e gnom AD 

(GenomeAggregationDatabase) foram utilizados para comparação. As variantes 

encontradas também foram pesquisadas em bancos de dados da literatura 

médica, como ClinVAR (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), HGMD 

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), LOVD (https://databases.lovd.nl/) e 

PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). 

 

4.7.2 Lipoproteína(a) e LDLc 
 

A quantificação da Lp(a) foi realizada no soro utilizando o conjunto diagnóstico 

Atellica CH® cujo princípio analítico é o método de turbidimetria. O ensaio foi 

realizado pelo Laboratório Márcio Jardim, localizado em Bom Despacho, em 

http://bioinfo.ut.ee/primer304.0/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
https://databases.lovd.nl/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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parceria com o Laboratório Hermes Pardini, localizado em Belo Horizonte, 

utilizando-se o analisador Atellica Siemens Healthineers ®. 

 

Os valores LDLc, obtidos dos prontuários, foram avaliados em condições basais 

dos pacientes, ou seja, sem tratamento. No entanto, nos pacientes que estavam 

recebendo tratamento hipolipemiante, foi estimado o LDLc basal usando fatores 

de conversão relatados na literatura conforme Foody et al. (2013)¹ e Ballantyne 

et al. (2014)², seguindo as seguintes formulações de acordo com os tratamentos 

em uso pelos participantes : 

 

Uso de Sinvastatina 20 mg: LDLc basal = LDLc medido ÷ 0,64 

Sinvastatina 40 mg: LDLc basal = LDLc medindo ÷ 0,59 

Sinvastatina 20 mg + Ezetimiba 10 mg: LDLc basal = LDLc medindo ÷ 0,48 

Sinvastatina 40 mg + Ezetimiba 10 mg: LDLc basal = LDLc medindo ÷ 0,44 

Atorvastatina 20 mg: LDLc basal = LDLc medido ÷ 0,56 

Atorvastatina 40 mg: LDLc basal = LDLcmedido ÷ 0,51 

Atorvastatina 80 mg: LDLc basal = LDLc medido ÷ 0,45 

Atorvastatina 20 mg + Ezetimiba 10 mg: LDLc basal= LDLc medido ÷ 0,46 

Atorvastatina 40 mg + Ezetimiba 10 mg: LDLc basal = LDLc medido ÷ 0,44 

Atorvastatina 80 mg + Ezetimiba 10 mg: LDLc basal = LDLc medido ÷ 0,39 

Rosuvastatina 10 mg: LDLc basal = LDLc medido ÷ 0,67 

Rosuvastatina 20 mg: LDLc basal = LDLc medido ÷ 0,52 

Rosuvastatina 40 mg: LDLc basal = LDLc medido ÷ 0,40 

Rosuvastatina 20 mg + Ezetimiba 10 mg: LDLc basal = LDLc medido ÷ 0,36 

Rosuvastatina 40 mg + Ezetimiba 10 mg: LDLc basal = LDLc medido ÷ 0,30 

 

 

 

_______________________ 

1
FOODY, J.M.; TOTH, P.P.; TOMASSINI, J.E.; SAJJAN, S.; RAMEY, D.R.; NEFF, D.; TERSHAKOVEC, A.M.; HU, H.; 

TUNCELI, K. Changes in LDL-C levels and goal attainment associated with addition of ezetimibe to simvastatin, 
atorvastatin, or rosuvastatin compared with titrating statin monotherapy. Vascular Health and Risk Management, v.9, 
p.719–727,2013 
2 

BALLANTYNE, C.M.; HOOGEVEEN, R.C.; RAYA, J.L.; CAIN, V.A.; PALMER, M.K.; KARLSON, B.W. GRAVITY Study 

Investigators. Eficcacy, safety and efect on biomarkers related to cholesterol and lipoprotein metabolism of rosuvastatin 
10 or 20 mg plus ezetimibe 10 mg vs. simvastatin 40 or 80 mg plus ezetimibe 10 mg in high risk patients: results of the 
GRAVITY randomized study. Atherosclerosis, v.232, p.86–93,2014 
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4.7.3 Dosagem dos novos marcadores de risco cardiovascular 
 

A quantificação dos marcadores GDF-15, CXCL16, FABP3, FABP4, LIGHT, 

sCD14 e ucMGP foi realizada em amostras de plasma colhidas em EDTA, 

utilizando kit de ensaio multiplex para Luminex (MILLIPLEX®MAP Human 

Cardiovascular Disease,EMD Millipore®), em um equipamento MAGPIX® 

Multiplexing System (Millipore Sigma®) seguindo o protocolo do fabricante. 

Resumidamente, a tecnologia baseia-se na utilização de microesferas de 

poliestireno que são carregadas com fluorocromos. Usando-se uma proporção 

precisa de fluorocromos, até 100 esferas diferentes podem ser geradas de modo 

que cada uma contenha uma assinatura codificada por cores exclusivas. Cada 

placa é executada com 3 níveis de QCs (baixo, médio e alto) para cada analito.  

 

4.7.4 Análise das micropartículas por citometria de fluxo 
 

As amostras de plasma pobre plaquetas (PPP) foram descongeladas a 37ºC e 

centrifugadas a 13.000 x g por 3 min. O sobrenadante foi aspirado e diluído 1:3 

em solução salina tamponada com citrato fosfato (PBS) contendo heparina. A 

amostra diluída foi centrifugada a 15.000 x g por 90 min a 15ºC. O pellet de MPs 

foi então ressuspenso em tampão de ligação 10xanexina V Thermo Fisher 

Scientific® (San Diego, EUA). O procedimento experimental para o 

isolamento/purificação das MPs foi feito segundo Campos et al. (2010)3. 

Dessa forma, os anticorpos e fluorocromos utilizados foram compreendidossem 

um painel conforme o objetivo de se proceder uma análisemultiplex, realizando a 

análise das MPs em tubo único, incluindo o marcadorgeral para MPs, anexina V, 

capaz de se ligar à PS, conforme explicado anteriormente. O painel utilizado 

encontra-se na Tabela 2. 

 

 

 

 

 

_______________________________ 

3
CAMPOS, F. M. F. et al. Augmented Plasma Microparticles During Acute Plasmodium VivaxInfection. Malaria Journal, v. 

9, p. 327, nov. 2010. 
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Tabela 2 - Painel definido para análise multiplez de micropartículas por 

citometria de fluxo 

 

As análises foram realizadas no citômetro CytoFLEX (Beckman Coulter Life 

Sciences®) na plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto René Rachou 

(IRR/FIOCRUZ-Minas) no mesmo dia da marcação dos fluorocromos. O 

citômetro foi programado para operar em uma 

configuração de alta taxa de fluxo, 60 segundos para cada amostra (50.000 

eventos, cada). O número de MPs/μL de plasma foi calculado conforme 

descrito por Campos et al. (2010)3 sendo: 

                      MPs (/µL)=N x 400 

                                     60 x 100 

Em que N é o número de eventos, 400 é o volume total do tubo antes da 

análise, 60 é o volume da amostra analisada e 100 é o volume original 

desuspensão de MPs utilizado para realizar o protocolo de fenotipagem. 

Os gates de tamanho foram determinados com base na distribuição de 

dispersão frontal (FSC) e lateral (SSC) de microesferas (beads) de 

fluorescência verde de poliestireno de 0,1 μm, 0,2 μm, 0,5 μm, 1,0 μm e 2,0 

μmde diâmetros (Flow CytometrySub-micronParticleSizeReference Kit, 

ThermoFisherScientific®). 

4.8 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas usando-se o programa R Platform 

versão 4.2.2. Foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a distribuição de 

normalidade, onde nenhum assumiu distribuição normal. As variáveis 

Filtro  530/30 575/26 780/60 670/14 450/50 

Anticorpo CD51/61 Anti-CD142 Anti-CD41a Anti-caveolina 3 Anexina V 

Fluorocromo FITC PE PE-Cy7 AlexaFluor 647 eFluor 450 

Especificidade endotélio Fator tissular plaqueta cardiomiócito fosfatidilserina 
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qualitativas foram descritas como frequências absolutas e relativasde suas 

categorias, e a variáveis quantitativas como medidas de tendência central 

(mediana) e variabilidade (intervalo interquartil -QI). A associação entre variáveis 

qualitativas foi testada por meio do teste qui-quadrado, com simulação de Monte 

Carlo quando necessário. A comparação de tendência central das variáveis 

quantitativas entre os grupos foi realizada por meio dos testes não-paramétricos 

de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. Foram consideradas significativas as 

diferenças com valor de p< 0,05. 
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1. Introduction 

 

Familial hypercholesterolemia (FH) is a monogenic disease related to the 

presence of variants in genes that express proteins involved in low-density 

lipoprotein (LDL) metabolism. These genetic alterations results in an increase in 

LDL-cholesterol (LDLc) levels, resulting in an improved risk of developing 

premature coronary atherosclerotic disease (CAD) [1,2,3]. The clinical diagnosis 

of FH has been based on criteria such as the Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) 

[4], US make Early Diagnosis Prevent Early Death Program (US MEDPED) [5] 

and Simon Broome Register Group [6], which the score is calculated by the 

presence of family history, clinical history, presence of physical signs of the 

disease and suspicious LDLc values for FH [7].  

 

Plasma markers are useful tools in the diagnosis and prognosis of numerous 

processes such as atherosclerotic disease, which, alone or in combination, may 

play an important role in predicting risk and morbidity status. In addition, they can 

be used to detect an earlier stage of the disease, allowing a better response to 

treatment [8,9] and avoiding fatal outcomes. One of the cardiovascular markers, 

GDF-15, was discovered as a protein derived from transforming growth factor 

beta (TGF-β). It is a protein related to inflammation and oxidative cells [10] and is 

involved in cardiac hypertrophy and apoptosis [11]. GDF-15 has been shown to 

be a promising biomarker, since increased values have been observed in early 

subclinical disease, with prognostic utility for cardiovascular events and mortality 

[12]. 

 

The oxidized lipoprotein phosphatidylserine scavenger receptor (CXCL16/SR-

PSOX) is related to atherosclerosis plaque formation and CAD development [13]. 

In vitro studies have suggested that this chemokine may mediate T cell adhesion 

to the endothelium, driving T cell migration, stimulating cell proliferation and 

inflammation in smooth muscle cells. It also acts as a scavenger receptor, being 

able to mediate the uptake of atherogenic lipoproteins by macrophages and 

smooth muscle cells [14]. 
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Fatty acid binding protein 3 (FABP3) is one of nine known cytosolic FABPs, 

expressed in heart and skeletal muscle, involved in maintaining energy supply to 

the heart and regulating fatty acid transport in cardiomyocytes [15,16]. Increased 

levels of FABP3 have been observed in people with high cardiovascular risk who 

develop structural heart disease (stage B heart failure), and may predict mortality 

from cardiovascular causes in an apparently healthy general population, 

suggesting that it is a promising marker for cardiovascular risk stratification 

[17,18,19,20]. 

 

FABP4, also known as adipocyte FABP (A-FABP) or adipocyte P2 (aP2), is 

highly expressed in adipocytes, macrophages and dendritic cells and consists of 

1% of all soluble proteins in adipose tissue [21, 22]. It is mainly released during 

the differentiation of monocytes into macrophages, a process where LDLox is 

involved for the formation of foam cells, increasing the accumulation of 

cholesterol esters and inducing an inflammatory response [23, 24]. It has been 

reported that the serum level of FABP4 is associated with atherosclerosis, as 

assessed by the thickness of carotid intima-media layer [25, 26]. 

 

TNFSF14 or LIGHT was identified as a new member of the TNF superfamily and 

as a key regulator of fibrosis [27,28,29,30], which presents two receptors, the 

herpes virus entry mediator (HVEM or TNFRSF14) and the lymphotoxin β 

receptor (LTβR or TNFRSF3) [30, 31]. Binding of LIGHT to LTβR expressed in 

endothelial cells promotes endothelial adhesion of T cells by upregulating E-

selectin, intercellular adhesion molecule 1 (IACM-1) and vascular cell adhesion 

molecule 1 (VCAM-1) [30,32,33]. LIGHT can also induce the expression of 

interleukin 8 (IL-8) and chemokine ligand 12 (CXCL12) [32, 34] in these cells that 

facilitate the migration of leukocytes to areas of inflammation, and indirectly 

promote a conducive environment for the promotion of tissue fibrosis [29]. 

Studies show the involvement of LIGHT in the pathogenesis of atherosclerosis 

[35,36,37]. 

 

CD-14 is a glycosylphosphatidyl-inositol (GPI)-anchored membrane glycoprotein 

present in both membrane-bound (mCD-14) and soluble (sCD-14) forms. The 

anchored mCD14 form is expressed on the surface of monocytes, macrophages, 
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neutrophils and dendritic cells that bind to lipopolysaccharides (LPS), resulting in 

an activation of several toll-like receptors 4 (TRL4), which trigger pro-

inflammatory signaling pathways [38,39]. sCD-14 is able to mediate LPS 

activation of cells that do not express mCD-14, such as endothelial and smooth 

muscle cells [40,41,42]. sCD-14 plays a central role in transferring LPS to the 

TRL4 complex, increasing the expression of cell adhesion molecules and 

procoagulant activity, which could serve as a potential triggering event for the 

development of atherosclerosis and cardiovascular diseases (CVD), in addition to 

increase the secretion of inflammatory cytokines with TNF, interleukin 1-β (IL1-β) 

and IL -6 [38,39]. 

 

Matrix Gla protein (MGP) is a member of the vitamin K-dependent family of 

proteins, expressed by vascular smooth muscle cells of the arterial media layer, 

fibroblasts, chondrocytes and endothelial cells. MGP can also be expressed in a 

variety of tissues, including the arterial wall, heart, lungs and kidneys [43]. MGP 

is a marker of vascular calcification, as it is a potent inhibitor of this process, and 

can estimate cardiovascular risk [43,44,45]. MGP deficiency leads to massive 

arterial calcification and premature death from vascular events [45,46,47]. In 

several studies, its association with cardiovascular morbidity and mortality was 

observed [44,47,48]. 

 

This study aimed to evaluate the new cardiovascular disease markers in patients 

with FH. For this, individuals with clinical suspicious of the disease were 

genetically characterized. To compose the control group, family members who 

did not carry these genetic variants related to FH, but with exposure to the same 

risk factors (diet and life habits), were included in order to reduce the 

environmental effect on the elevation of LDLc levels. The new markers were also 

evaluated according to the treatment with statins, with the purpose to understand 

how statins can alter their concentration. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1 Patients and samples 
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In this study, 17 index cases (IC) with FH who were included, which presented 

LDLc ≥ 210mg/dL (adults) or ≥ 190 mg/dL (children), attended in a primary health 

care segment in the city of Bom Despacho, Minas Gerais, Brazil. The clinical 

diagnosis was performed according to the criteria of Simon and Broome and 

DLCN [49], considering the scores > 8 points: definitive diagnosis of FH; 6-8 

points: probable FH; between 3-5 points: possible FH. Those with a score < 3 

were considered absent. All 1st and 2nd degree family members of these ICs 

available were invited for clinical and laboratory evaluation without restriction 

regarding gender, age or use of cholesterol-lowering drugs, and 120 relatives 

presented themselves for participation in the study. Family members who did not 

carry genetic variants were included in the study as a control group.Individuals 

with liver, hematology and inflammatory disease; uncompensated diabetes 

mellitus (HbA1c > 7%), obesity (body mass index - BMI > 30 Kg/m² for adults and 

Z score > +2 for children), uncompensated thyroid disease, triglycerides > 400 

mg/dL and HIV carriers were excluded. 

 

Blood samples were collected from all participants after 12 hours of fasting, in a 

Vacutainer® tube without anticoagulant and another with anticoagulant (EDTA) 

for quantification of lipoprotein(a) and the new cardiovascular markers. To obtain 

DNA, a buccal swab was collected using Oragene® OG-500 DNA Genotek from 

ICs, or whole blood was collected on a Whatman® FTA® card (Sigma-Aldrich). 

 

2.2 Ethical aspects  

The present study was approved by the UFMG Research Ethics Committee 

(COEP-UFMG) (Project CAAE-76387417.6.0000.5149) and by the University of 

São Paulo Ethics Committee (CAPPesqprotocolo100594212.0.1001.0068). The 

selected participants and/or their legal representatives were informed about the 

research and those who agreed signed a Free and Consent Form. The study was 

conducted in accordance with the World Medical Association Declaration of 

Helsinki. 

 

2.3 Laboratory analysis 

The genetic characterization of ICs was performed as described in our previous 

study [50]. DNA sequencing was performed using NGS (next generation 
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sequencing) technique for the following genes: LDLR, APOB, PCSK9, LDLRAP1, 

LIPA, STAP1, APOE, ABCG5 and ABCG8. ICs that did not show variants by 

NGS analysis were also submitted to the MLPA (Multiplex Ligation Probe 

Amplification) technique to track copy number variants (CNVs) in the LDLR gene. 

The sequencing of family members, after characterizing the IC genetic variant, 

was performed using the Sanger method [50]. 

The variants found were classified according to the guidelines of the American 

College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). The following heterozygous 

genetic variants were found with their respective pathogenic potentials: 1) LDLR 

gene – pathogenic variants: missense Asp224Asn in exon 4 and deletion of exon 

15; probably pathogenic missense variants: Ser854Gly in exon 18, Cys34Arg in 

exon 2, Asp601His in exon 12; 2) APOB gene – missense variant of unknown 

clinical significance (VUS) Met499Val in exon 12; 3) APOEgene – missense VUS 

Pro28Leu in exon 3 [50]. 

The LDLc values, obtained from the medical records, were evaluated in the 

patients without treatment. However, in patients receiving lipid-lowering 

treatment, baseline LDLc was estimated using conversion factors [51, 52], based 

on the percentage of LDL reduction according to the therapeutic scheme used by 

each patient on lipid-lowering treatment. 

 

Quantification of Lp(a) was performed in serum using the Atellica CH® diagnostic 

kit. The quantification of GDF-15, CXCL-16, FABP3, FABP4, LIGHT, sCD-14 and 

ucMGP markers was performed in plasma samples collected in EDTA, using a 

multiplex assay kit for Luminex (MILLIPLEX®MAP Human Cardiovascular 

Disease, EMD Millipore®) and a Luminex equipment following the manufacture‘s 

protocol. 

 

2.4 Statistical analysis 

Statistical analyzes were performed using the R Platform version 4.2.2 program. 

Qualitative variables were described as absolute and relative frequencies of their 

categories, and quantitative variables as measures of central tendency (median) 

and variability (interquartile range –IQ). The association between qualitative 

variables was tested using the chi-square test, with Monte Carlo simulation when 

necessary. Comparison of the central tendency of quantitative variables between 
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groups was performed using the non-parametric Mann-Whitney or Kruskal-Wallis 

tests, as none of them assumed a normal distribution (Shapiro-Wilk test). The 

significance level adopted was 5%. 

 

3. Results 

 

The 137 individuals were classified according to the presence or absence of 

genetic variants, which were identified as follows: Asp224Asn in the LDLR gene 

in 70 individuals, Asp601His in the LDLR gene in 4 individuals, deletion of exon 

15 in the LDLR gene in 3 individuals, Cys34Arg in the LDLR gene in 1 individual, 

Ser854Gly in the LDLR gene in 2 individuals, Met499Val in the APOB gene in 3 

individuals and the Pro28Leu variant in APOE gene in 3 individuals. In total, 86 

individuals carried one of the identified variants. 

 

According to the clinical criteria of DLCN, in the group of carriers of genetic 

variants, 38 (44.2%) individuals were classified as definitive, 31 (36%) were 

classified as probable, 15 (17.5%) were classified as possible and only two 

(2.3%) were classified as absent. In the group of non-carriers, 19 (37.2%) were 

classified as absent, 27 (53%) were classified as possible, four (7.9%) were 

classified as probable and only 1 (1.9%) received the definitive classification. 

 

The group of carriers of genetic variants showed higher levels of LDLc (p=0.010) 

and Lp(a) (p= 0.020), in addition to a higher frequency of corneal arch (p=0.010), 

xanthomas (p=0.020) and xanthelasma (p=0.030) (Table 1).Approximately, 4% 

of subjects in each group experienced cardiovascular complications. There was 

no difference between groups regarding age, sex, BMI, frequency of diabetes 

mellitus, hypertension or smoking (p>0.05 for all). 

 

Forty-six individuals were treated with statins alone (simvastatin, atorvastatin or 

rosuvastatin). In the group of non-carriers, eight (22.2%) individuals were under 

lipid-lowering treatment, six (75%) were using simvastatin and two (25%) were 

using atorvastatin associated with ezetimibe. In the group carrying genetic 

variants, 53 individuals were under lipid-lowering treatment with statin alone or in 

combination with ezetimibe, 33 (62.2%) were using atorvastatin, 9 (17.0%) using 
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rosuvastatin and 10 (20.8%) were using simvastatin. Regarding the use of 

ezetimibe, 16 individuals were using this drug, two (12.5%) individuals in the 

group without genetic variants and 14 (87.5%) in the group with genetic variants. 

 

When comparing the levels of new cardiovascular disease markers between the 

two groups, only FABP4 levels were significantly lower in the carrier group when 

compared to the non-carrier group of genetic variants (p=0.010) (Table 2). 

 

In order to verify whether the treatment could have influenced the results, the 

groups were then classified into carriers of variants: 1) using statins and 2) not 

using statins; non-carriers of variants: 3) using statins and 4) not using statins.For 

FABP3, it was observed that the levels in individuals carrying variants using 

statins [1.8 (1.3-14.9) pg/dL] were significantly higher compared to the group of 

carriers not using statins [1.4 (0.9-1.9) pg/dL] (p=0.040). The other comparisons 

were not different between the groups (p> 0.05 for all) (Figure 1).There was also 

a significant difference for FABP4 levels, where individuals without genetic 

variants using statins showed higher values [5.6 (1.1 – 12.0) pg/dL] than the 

group with variants using these drugs [0.7 (0.2 – 1.0) pg/dL] (p=0.010). The other 

comparisons showed no significant difference between groups (p>0.05 for all) 

(Figure 2).It should be noted that the group of non-carriers using statins showed 

a tendency towards higher levels of FABP4 [5.6 (1.1-12.0) pg/dL] compared to 

the group of non-carriers without statins [0.9 (0.6-1.7)pg/dL] (p=0.090). 

 

A trend towards higher Lp(a) levels was also observed in the groups of 

individuals not using statins, comparing carriers [25.0 (10.0-42.0)mg/dL] and non-

carriers of genetic variants [13.5(10.0-22.9) mg/dL] (p=0.080).For the other 

comparisons between groups 1 to 4 involving markers GDF-15, CXCL16, LIGHT, 

sCD-14 and ucMGP, no significant differences were found between groups (p> 

0.05 for all). 

 

4. Discussion 

 

In this study, 137 individuals participated, 17 ICs and 120 relatives, who were 

classified according to the presence or absence of genetic variants related to FH, 
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treated or not with statins. It was observed that levels of Lp(a), and of the new 

markers of cardiovascular diseases FABP3 and FABP4, can be associated with 

FH, whose levels can be modulated by the use of statins.  

 

It was shown that higher LDLc values were observed in the group of genetic 

variant carriers, as expected, since the most variants were located in genes 

related to the metabolism of this lipoprotein, and it also confirms the use of higher 

LDLc cutoffs as a criterion associated with a higher probability of finding genetic 

variants [53,54,55]. However, few individuals in both groups had a history of 

cardiovascular disease, which can be explained by the fact that the groups were 

composed of younger individuals - age is a risk factor for these complications. 

 

In the group carrying genetic variants, 62.8% were under treatment with lipid-

lowering agents and 37.2% were not under treatment. The study conducted by 

Jannes et al. involving populations with FH in 3 different Brazilian regions, 

including the population of this study, found 36 individuals with pathogenic 

genetic variants among 105 IC evaluated, from which only 24 (66.7%) used lipid-

lowering drugs [56]. In this same study, among 240 family members carrying 

genetic variants, only 93 (38.8%) were under lipid-lowering treatment. This data 

shows that the FH population is still underdiagnosed and, consequently, 

undertreated, suggesting the need to identify laboratory markers for monitoring 

these patients in order to reduce morbidity and mortality from CAD [1, 57]. 

 

Regarding Lp(a), higher levels were observed in the group carrying genetic 

variants compared to the group without variants, suggesting that Lp(a) is a 

suggestive marker of individuals with suspected FH and carriers of genetic 

variants associated with the disease. The results also indicate an effect in the 

reduction of Lp(a) levels with the use of statins, since the tendency to higher 

levels was only observed in carriers of genetic variants that do not use statins. In 

a prospective cohort study with 46,200 healthy individuals aged between 20-100 

years, in which all those with elevated Lp(a) were submitted to genotyping in the 

most common genes for FH (LDLR, APOB and PCSK9), it was observed that 

Lp(a) was elevated in 25-30% of individuals who carry genetic variants for FH. 

However, Lp(a) was also elevated in some individuals who did not carry the 
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studied genetic variants, suggesting the presence of possible variants in the LPA 

gene, which could contribute to a form of clinical familial hypercholesterolemia 

[58]. In fact, one of the limitations of our study is that the LPA gene was not 

sequenced; however, our results suggest that Lp(a) is a CAD marker associated 

with variants in other genes linked to FH, and that the use of statins can reduce 

Lp(a) levels regardless of the carrying status of these variants. 

 

The marker FABP4, also known as adipocyte FABP (A-FABP or aP2), is 

released during the differentiation of monocytes into macrophages in the process 

of foam cell formation, also functioning as an adipokine [23,24]. A study was 

conducted to assess the serum level of this marker in the atherosclerotic disease 

and it was observed that the increase was significantly associated with a greater 

burden of coronary plaque, showing that the serum dosage of FABP4 could be 

used to assess the extent of coronary atherosclerosis [59]. Other studies were 

conducted to evaluate FABP4 and its relationship with atherosclerotic plaque 

instability and the results indicated that FABP4 is a factor that connects vascular 

and cellular lipid accumulation to inflammation [60, 61]. FABP4 was also 

evaluated as a marker for coronary artery disease, showing that it may be useful 

for prognosis in the risk stratification of patients with acute coronary syndrome 

(ACS) [62], including predicting new cerebrovascular and secondary 

cardiovascular events 30 days after the infarction. Another study also showed an 

increase in levels in patients with acute myocardial infarction with ST-segment 

elevation (STEMI) when compared to controls, with prognostic performance 

similar to the risk score of the Global Registry of Acute Coronary Events 

(GRACE) or N-terminal brain natriuretic peptide (NT-ProBNP) [63]. 

 

In the present study, we observed that FABP4 levels were higher in non-carriers 

of genetic variants compared to carriers, even when both groups were using 

statins. To our knowledge, no other study has been performed quantifying 

FABP4 in genetically characterized individuals with FH. One hypothesis to 

explain our findings is the fact that 93% of carrier individuals had variants in the 

LDLR gene. Thus, structural changes in LDLR could affect LDL oxidation and, in 

turn, reduce FABP4 expression by macrophages that differentiate into foam cells 

during the atherosclerotic process [64]. Zhou et al. observed that LDLR is critical 
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in the regulation of cholesterol efflux and ABCA1 expression in macrophages, 

since the loss of LDLR function alters this expression by sterol regulatory 

element-binding protein 1 (SREBP 1)-dependent under hypercholesterolemic 

conditions [65]. Thus, FABP4 expression by macrophages could follow the same 

LDLR-dependent mechanism. 

 

Studies have shown that statins, mainly atorvastatin, reduce FABP4 expression 

induced by LDL oxidation in macrophages [66, 67, 68]. However, in a study that 

evaluated FABP4 in women with polycystic ovary syndrome who received 

treatment with simvastatin, with or without metformin, no changes in FABP4 

levels were observed [69]. In our study, non-carrier individuals of variants 

showed a tendency to higher levels of FABP4 when they were using statins. In 

agreement with our study, Rhee et al., analyzing individuals with a tendency to 

CAD, also observed that FABP4 levels showed increased values in individuals 

who were using statins and antihypertensive drugs [70], although the mechanism 

is still unknown. 

 

FABP3 is a marker related to cardiac muscle and skeletal muscle injury [16]. 

Although FABP3 levels have not been related to variables such as smoking, 

diabetes mellitus and dyslipidemia, its presence was increased in the content of 

atherosclerotic plaque [71]. In our study, FABP3 levels did not differ between the 

non-carrier and variant carrier groups, however, in the latter group, higher values 

were observed in statins users. It is important to emphasize that 61.6% of these 

patients carrying the variants were using therapeutic regimens with high-potency 

statins, mainly atorvastatin. Khodabukus et al. analyzed FABP3 levels relating 

skeletal muscle toxicity with the use of statins (cerivastatin) in animal models for 

skeletal muscle injury [72]. The authors observed an increase in FABP3 with loss 

of myobundle contractile function and statin-dependent myotube atrophy. These 

results corroborate our findings, suggesting that the increase in FABP3 may be 

an adverse effect of statin use. 

 

GDF-15, CXCL16, LIGHT, sCD14 and ucMGP levels showed no difference 

between carrier and non-carrier groups. The presence of comorbidities, such as 

diabetes mellitus and hypertension; smoking; sex; and BMI may be confounding 
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events for these results, although these variables were paired between groups. In 

addition, the groups were formed by young individuals, with a low frequency of 

cardiovascular events. Thus, these markers should not be indicated for the early 

diagnosis of CVD in FH young individuals. Other studies with older populations 

are needed to verify the accuracy of these markers in diagnosing CVD in 

individuals with greater probabilitytopresent atheromatous plaque. 

 

Some limitations should be mentioned in this study, such as the limited sample 

size, especially the analysis of statin use in individuals who do not carry genetic 

variants. Prospective studies should be conducted in order to evaluate the 

application of these markers along the complications caused by FH. 

 

5. Conclusion 

 

The FABP4 and Lp(a) markers proved to be useful in distinguishing between 

carriers and non-carriers of genetic variants related to FH. As the presence of 

these variants predisposes to the development of CAD in these patients, FABP4 

and Lp(a) can potentially be used as markers to assess cardiovascular outcomes 

in individuals with suspected FH. 
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Table 1 – Clinical and demographic characterization of carrier and non-carrier 

groups of genetic variants related to Familial Hypercholesterolemia. 

Variables Non-carriers 

(n= 51) 

Carriers 

(n= 86) 

 

P 

value 

LDLc (mg/dL) 118 (96-145) 253 (214-312) 0.010* 

Lp(a) (mg/dL) 13.4 (10-22.9) 23.5 (10.0-50.2) 0.020 * 

Age (years) 29 (14-56) 39 (24-53) 0.340 

Gender (%) 

   Male 

Female 

 

17 (33.3%) 

34 (66.7%) 

 

34 (39.5%) 

52 (60.5%) 

 

0.580 

BMI (Kg/m²) 22.9 (18.6-26.1) 23.3 (20.1- 26.5) 0.200 

Cornealarch (%) 1 (2%) 15 (17.5%) 0.010* 

Xanthomas (%)    0 (0%) 10 (11.6%) 0.020* 

Xanthelasma (%)    0 (0%) 9 (10.5%) 0.030* 

CVD familyhistory (%)    30 (58.8%) 56 (65.2%) 0.470 

CVD personalhistory (%) 2 (4%) 4 (4.6%) 1.000 

Diabetes mellitus (%) 5 (9.8%) 3 (3.5%) 0.150 

Systemic arterial 

hipertension (%)    

14 (27.5%) 19 (22.1%) 0.540 

Smoking 

      Non-smokers 

      Ex-smokers# 

      Smokers 

 

43 (84.4%) 

4 (7.8%) 

4 (7.8%) 

 

75 (87.2%) 

5 (5.8%) 

6 (7.0%)  

 

 

0.920 

Continuous variables expressed as median (interquartile range), categorical 
variables expressed as absolute numbers (frequency). BMI=Body Mass Index; 
CVD= cardiovascular disease. * Significant p<0.05. # up to 1 year before 
collection. 
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Table 2 – Evaluation of levels of new cardiovascular disease markers comparing 

carrier and non-carrier groups of genetic variants related to Familial 

Hypercholesterolemia. 

Marker Non-carriers 

(n= 51) 

Carriers 

(n=86) 

 

P value 

GDF-15 (ng/dL) 1.4 (0.9-2.0) 1.5 (1.3-4.0) 0.300 

CXCL16 (pg/dL) 1.7 (1.3 – 2.5) 1.7 (1.4 – 2.7) 0.310 

FABP3 (pg/dL) 1.6 (1.2-13.8) 1.6 (1.1- 12.4) 0.530 

FABP4 (pg/dL) 1.0 (0.6 – 1.7) 0.7 (0.1 – 1.1) 0.010* 

LIGHT (pg/dL) 0.1 (0.1 – 0.6) 0.1 (0.1 – 0.6) 0.570 

sCD14 (ng/dL) 6.079 (5.281-8.414) 5.885 (5.029- 7.347) 0.270 

ucMGP (ng/dL) 16 (13.7- 19.4) 16.5 (14.2 – 19.0) 0.930 

Variables expressed as median (interquartile range). * Significant p<0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



134 
 

Figure 1- FAPB3 levels in FH genetic variants carriers and non-carriers, 

classified according to statin treatment. 

 

 

 

Figure 2 - FAPB4 levels in FH genetic variants carriers and non-carriers, 

classified according to statin treatment 

. 

Carriers without statin (n= 32) 
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Abstract 

 

Familial hypercholesterolemia (FH) is an autosomal dominant genetic disease 

characterized by elevated levels of LDL-c. The detection of genetic variants in 

genes related to LDL metabolism can provide an early diagnosis to reduce 

unfavorable atherosclerotic outcomes in this population. Microparticles (MPs) are 

extracellular vesicles released by the membrane of various cell types during the 

process of cell activation or apoptosis and are important messengers in 

intercellular communication. This study aimed to evaluate MPs in a group of 

carriers of FH-related genetic variants compared to family members without FH, 

and the influence of statin treatment on MP counts. Annexin-positive total- MPs, 

cardiomyocyte-derived MPs (CardioMPs), endothelial cell (EMPs), platelet-

derived MPs (PMPs) and tissue factor expressing MPs (TFMPs) were evaluated 

comparing individuals with FH and genetic variants (n=16) and without FH and 

without genetic variants (n=16), using or not using statins. Higher counts of total-

MPs, CardioMPs, EMPs and TFMPs were observed in the group carrying genetic 

variants. Furthermore, patients with FH without the use of statins had higher 

counts of these same MPs compared to the non-FH group without the use of 

statins. In conclusion, the data suggests that MPs are related to FH and that 

statins can modulate the activation or injury of the cells of origin of these MPs. 

Keywords: Familial hypercholesterolemia, genetic variants, statins, 

microparticles. 
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1 –Introduction 

 

Familial hypercholesterolemia (FH) is an autosomal dominant genetic disease 

characterized by the presence of variants in genes related to the metabolism of 

low-density lipoprotein cholesterol (LDLc). Chronic elevation of LDLc predisposes 

to the risk of prematurely developing cardiovascular diseases (Nordestgaard et 

al., 2013; Silva et al., 2016; Scicali et al., 2018). FH can be caused by variants 

located mainly in the low-density lipoprotein receptor (LDLR), apolipoprotein B 

(APOB) and proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) genes, with 

more than 2,900 genetic alterations associated to the disease (Iacocca et al., 

2018). FH can presents multiple phenotypes due to different molecular etiologies 

and additional genetic factors (Sturm et al., 2018), but the risk of coronary artery 

disease (CAD) is higher in carriers of pathogenic variants (Khera et al., 2016). 

 

The pathophysiology of atherosclerosis begins with endothelial injury, mediated 

by cascade of intra and intercellular signaling events that shape cellular behavior 

within vessels (Da Luz et al., 2018). Vascular endothelial cells facilitate the active 

transport of low-density lipoprotein (LDL) to the subendothelial space through 

transcytosis pathways, and the accumulation of LDL initiates an inflammatory 

response (Mundi et al., 2018), a process that occurs intensely in FH. Early in the 

atherosclerosis process, the endothelium transitions from a quiescent state to an 

activated state in response to proatherogenic stimuli, including oxidized LDL 

(LDLox) and proinflammatory cytokines (Ricard et al., 2021). The complication 

resulting from this process is mainly acute coronary syndrome (ACS), observed 

more frequently in patients with FH, including young people (Cahill and 

Redmond, 2016; Da Luz et al., 2018). Thus, plasmatic markers related to the 

atherosclerotic process, endothelial injury, as well as cardiac dysfunctions, such 

as intercellular adhesion molecule (ICAM-1), vascular cell adhesion molecules 

(VCAM-1), platelet selection (P-selectin) and endothelial cell selectin (E-selectin) 

(Motta et al., 2013)and that can early identify these outcomes in patients with FH, 

are highly desirable. 
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Microparticles (MPs) are extracellular vesicles (0.1 – 1.0 µm in diameter) that 

slough off from cell membranes in response to activation or apoptosis. The initial 

step of its formation consists in membrane remodeling with bubble formation and 

an increase in intracellular calcium, resulting rearrangement in the phospholipid 

layer and exposure of phosphatidylserine. Concomitantly with loss of membrane 

asymmetry, calcium-sensitive enzymes are activated and promote the cleavage 

of cytoskeletal filaments, leading to the formation of membrane bubblesand 

release of MPs (Marques et al., 2012; Carvalho et al., 2017). MPs come from 

various cell types and can be released under the influence of cytokynes, 

thrombin, endotoxins or physical stimuli, as wellas shear stress or hypoxia 

(Nomura et al., 2008; Rodrigues et al., 2018). Moreover, MPs and carry markers 

on its surface that make it possible to identify the cell of origin. 

 

This study aims to evaluate the total MPs, MPs from cardimyocytes, endothelium, 

platelets and MPs that express tissue factor (TF) in individuals carrying FH-

related genetic variants, compared to the control group of non-carriers. 

Futhermore, the effect of treatment with statins on the count of MPs released in 

both groups was investigated. 

 

2 – Materials and Methods 

 

2.1-  Characterization of individuals  

 

In this study, 32 individuals were included, 16 cases with FH and 16 controls, 

assisted by the Itinerant Hipercol Brazil program of Instituto do Coração (InCor)- 

Brazil (Jannes et al., 2022). This program aims to investigate the presence of 

genetic variants in populations with high prevalence of dyslipidemia, according to 

information collected by local medical assistance, with an active search for index 

cases (IC) based on medical records and cholesterol tests carried out in 

laboratories of clinical analysis of the local health units.  

 

Individuals in the case group were diagnosed according to the clinical criteria of 

the Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) (Williams et al., 1993), considering LDLc 

levels ≥ 210 mg/dL in adults (≥ 18 years) and ≥ 190 mg/dL in children (< 18 
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years). First and 2nd degree relatives without genetics variants in the genes 

evaluated, with the same lifestyle and diet were included as controls (Figure 1). 

Individuals with hepatic or hematological diseases, descompensated diabetes 

mellitus (HbA1c >7,0%), obesity (BMI > 30 Kg/m² for adults and BMI Zscore> +2 

for children), inflammatory and thyroid diseases, triglycerides > 400 mg/dL and 

HIV carriers were excluded in both groups. 

 

The genetic characterization of both groups was performed as described in our 

previous study (Silvino et al., 2020), with the sequencing of LDLR, APOB, 

PCSK9, LDLRAP1, LIPA, STAP1, APOE, ABCG5 and ABCG8 genes by next 

generation sequencing (NGS) in ICs. Individuals who did not show variants by 

NGS analysis were also submitted to the MLPA (Multiplex Ligation Probe 

Amplification) technique to track copy number variants (CNVs) in the LDLR gene. 

DNA sequencing of family members was performed using the Sanger method 

after characterizing the patient‘s genetic variant. Thus, in the present study, those 

carrying genetic variants in at least one of the investigated genes were 

considered to have FH, and also they were included in the case-group.  

 

Subjects were then classified according to statin use. In the group of patients 

carriers genetic variants (n=16), 13 were using statins (Simvastatin, Atorvastatin 

or Rosuvastatin), while in the group of patients non-carriers genetic variants 

(n=16), only 3 were using statins (Simvastatin and Atorvastatin). 

 

2.2   Ethical aspects 

 

The present study was approved by the Research Ethics Committee of the 

UFMG (COEP-UFMG) (Project CAAE-76387417.6.0000.5149) and by the Ethics 

Committee of the University of São Paulo 

(CAAPesqprotocolo100594212.0.1001.0068) and selected participants and/or 

their legal representatives were informed about the research and those who 

agreed signed a Free and Informed Consent Form. 

 

2.3 Quantification of microparticles 
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MPs analysis in plasma was performed by flow cytometry as previously 

described (Campos et al., 2010). The antibodies and fluorochromes used in this 

panel were: CD51/61-FITC (endothelial cells - EMP), CD142-PE (MPs 

expressing tissue factor - TFMP), CD41a-PE-Cy7 (platelets - PMP) and anti-

caveolin3-AlexaFluor 647 (cardiomyocytes - CardioMP). AnnexinV-eFluor450 

was used to identify phosphatidylserine (PS) in total-MPs. All antibodies-

fluorochromes were from Thermo Fisher Scientific® (San Diego, USA). The MPs 

were assessed in CytoflexS® (Beckman Coulter Inc, Brea, USA).  

 

Firstly, the platelet-poor plasma (PPP) samples were thawed at 37°C and 

centrifuged at 13,000×g for 3 min. The supernatant of the platelet-free plasma 

(PFP) was aspirated and diluted 1:3 in citrate phosphate buffered saline (PBS) 

containing heparin. The diluted sample was centrifuged at 15,000×g for 90 min at 

15°C. The MPs pellet was then resuspended in 10× annexin V binding buffer 

Thermo Fisher Scientific® (San Diego, USA). 

 

The number of MPs/µL of plasma was calculated as: 

MPs/µL = (N × 400)/(60 × 100), in which N is the number of events, 400 is the 

total volume of the tube before analysis, 60 is the sample volume analyzed, and 

100 is the original volume of MPs suspension used to perform the phenotyping 

protocol. The cytometer was programmed to operate at a high flow rate setting 

for 60 seconds for each sample (50.000 events, each). Calibration microbeads 

(The Flow Cytometry Submicron Particle Size Reference Kit, by Thermo Fisher 

Scientific®), ranging in diameter from 0.02 µm to 2.0 µm, were used to identify 

MPs according to their sizes.Analysis was performed using the FlowJo® software 

(Tree Star). 

 

2.4 LDLc and Lipoprotein(a) quantification 

 

The LDLc values, obtained from medical records, were evaluated in the patients‘ 

baseline conditions, that is, without treatment. However, in patients receiving 

lipid-lowering treatment, baseline LDLc was estimated using conversion factors 

reported in the literature according to Foody et al. (2013) and Ballantyne et al. 

(2014). 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sequest
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The quantification of Lp(a) was carried out in serum using the Atellica CH® 

diagnostic kit whose analytical principle is the turbidimetry method, using the 

Atellica Siemens Healthineers® analyzer. 

 

2.5 Statistical analysis 

 

Statistical analysis was performed using the R Platform version 4.2.2 program. 

Qualitative variables were described as absolute and relative frequencies of their 

categories, and quantitative variables through measures of central tendency 

(median and interquartile range – IQ, or mean + standard deviation). The 

normality test applied was the Shapiro-Wilk. The association between qualitative 

variables was tested using the chi-square test, with p-value calculation via Monte 

Carlo simulation when necessary. Comparison of the central tendency of 

quantitative variables between groups was performed using the Student T-test or 

Mann-Whitney test for two groups, Kruskal-Wallis for three or more groups. 

Correlation analysis was performed using Spearman test. The significance level 

adopted was 5%. 

 

3 Results  

 

The case group consisted of 14 individuals with genetic variants in the LDLR 

gene (13 carrying Asp224Asn variant, included 1 IC and 1 IC carrying Cys34Arg 

variant) plus 2 individuals with genetic variant in the APOE gene (both carrying 

Pro28Leu variant, included 1 IC). The other 16 relatives were not carriers of 

these genetic variants and were classified as control group. There was no 

significant difference between groups regarding age, Lp(a) levels, sex, frequency 

of diabetes mellitus, hypertension, presence of corneal arch, xanthoma or 

xanthelasma, history of cardiovascular disease and smoking (p> 0.05 for all). 

However, body mass index (BMI) was higher in the group carrying genetic 

variants, as well as LDLc levels, as expected, since it is a diagnostic criteria for 

FH (p=0.025 and p < 0.001, respectively). Clinical and demographic 

characterization of case-group and control-group are summarized in Table 1. 
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Patients with FH who carry genetic variants had higher counts of annexin-positive 

total-MPs (p=0.040), Cardio-MPs (p=0.010), EMPs (p=0.010) and TFMPs 

(p=0.010), compared to the group of family members without FH and non-

carriers. No significant difference was observed between the groups regarding 

PMPs count (p=0.060) (Table 2). 

 

A significant and positive correlation was observed between LDLc levels and 

total-MPs count (ρ=0.500, p=0.004), Cardio-MPs (ρ=0.509, p=0.030), EMPs 

(ρ=0.618, p<0.001) and TFMPs (ρ=0.623, p<0.001). No correlation was observed 

with the PMPs count (ρ= -0.326, p=0.068). Interestingly, the total-MPs count also 

showed a significant correlation with Lp(a) levels (ρ= 0.360, p=0.043). As BMI, 

aninterfering covariate, was higher in the group with FH, the correlation with the 

MPs count was verified and a correlation was observed only between BMI and 

Cardio-MPs (ρ= 0.352, p=0.048). 

 

For total-MPs, higher counts were observed in the group of individuals with FH 

who were not using statins compared to individuals without FH and not using 

these drugs [15,182 (12,374 -17,516) MPs/µL and 8,553 (6,641-11,188) MPs/µL, 

respectively, p=0.020] (Figure 2a). 

 

Likewise, higher Cardio-MPs and TFMPs counts were observed in the group of 

individuals with FH when compared to the group of individuals without FH, both 

not using statins [Cardio-MPs 9,726 (7,884-11,675) MPs/µL and 3,494 (2,799-

5,832) MPs/µL, respectively, p=0.020] (Figure 2b); [TFMPs 4,736 (4,072-5,305) 

MPs/µL and 1,977 (1,554 – 3,117) MPs/µL, respectively, p=0.020] (Figure 2c). 

 

The same pattern was observed for EMPs, in which individuals with FH had 

higher EMPs counts than individuals without FH, both groups notusing statins 

[9,244 (7,932-10,118) MPs/µL and 1,326 (1,034-2,420)MPs/µL, respectively, 

p<0.001] (Figure 2d). In addition, a significant difference (p=0.010) was also 

observed in the group of carriers of variants with FH, in which individuals who 

were not using statins showed higher counts of EMPs than individuals who were 

using this drug [9,244 (7,932-10,118) MPs/µL and 3,531 (2,408-3,766)MPs/µL, 

respectively] (Figure 2d). PMPs showed no significant difference between 
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carriers of genetic variants with FH and non-carriers due to the use of statins 

(p>0.050 for all comparisons – data not shown). 

 

4 Discussion 

 

In this study, 32 individuals were evaluated, of which 16 were carriers of genetic 

variants related to FH, and 16 were 1st and 2nd degree family members who were 

not carriers of the variants found in family clusters. A higher count of total-MPs, 

Cardio-MPs, EMPs and TFMPs was observed in the group with FH compared to 

the group without FH. In addition, for these same MPs, a higher count was 

observed among individuals with FH without the use of statins, which suggests 

that these drugs may have a regulatory role in the release of MPs, either by a 

direct action in reducing cell activation or injury that gave rise to the evaluated 

MPs, or by reducing LDLc levels. In fact, MPs showed a positive correlation with 

LDLc levels, FH diagnostic criteria and risk markers for coronary artery disease, 

in agreement with our previous study (Carvalho et al., 2017). It is also important 

to emphasize the correlation of total-MPs with Lp(a), a marker currently related to 

FH (Izar et al, 2021). 

 

Chen et al. (2020) analyzed the role of total-MPs in the atherosclerotic process 

and suggested that they may induce endothelial dysfunction, vascular 

inflammation, coagulation, thrombosis, and calcification through their protein 

components and non-coding RNAs that may promote atherosclerosis. MPs may 

represent important pathways of intercellular communication and act as 

messengers, accelerating the atherosclerosis process, and may become 

diagnostic biomarkers in the approach to atherosclerotic disease (Chen et al., 

2020). 

 

In another study, the impact of atherogeniclipoproteins on the production of MPs 

and their contents of microRNAs that produce protective factors, derived from 

human coronary artery smooth muscle cells, was evaluated (Gonzalo-Calvo et 

al., 2017). Individuals with FH who had not been treated with lipid-lowering drugs 

were evaluated, compared with normocholesterolemic individuals. The groups 

were paired based on the following criteria: age, sex and cardiovascular risk 
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factors (hypertension, diabetes, smoking, obesity, protein C reactive, Lp(a), 

family and personal history of CVD, HDLc, triglycerides). After quantitative 

analysis of circulating MPs derived from smooth muscle cells and their microRNA 

contents, a higher count of MPs with reduced microRNA within them was 

demonstrated in patients with FH than in control individuals (Gonzalo-Calvo et 

al., 2017). The findings of this study corroborate our results, which showed higher 

counts of total-MPs and MPs related to cardiovascular disease in patients with 

FH. 

 

When the MPs were characterized according to cell origin, we observed that 

Cardio-MPs were significantly increased in FH group compared to non-FH. As far 

as we know, this is the first study that evaluates the relationship between Cardio-

MPs and FH. Although cardiomyocytes are not considered as typical secretory 

cells, MPs can be released due to cellular activation, hypoxia, apoptosis, injury 

and inflammation, conditions that co-occur with coronary artery disease that 

presents early in individuals with FH (Chistiakov et al., 2016).It is known that 

cardiac cell dysregulation can be both a signal and a propagation mechanism of 

heart disease, requiring a better understanding of the role of MPs from 

cardiomyocytes in the development of FH (Wagner and Radisic, 2021). As the 

Cardio-MPs count was correlated with the BMI, which was higher in the FH 

group, further studies are needed in order to demonstrate dependence between 

these variables. 

 

EMPs counts were higher in the group of individuals with FH compared to 

individuals without FH. In addition, in individuals with FH, the count was higher in 

non-users of statins when compared to those with FH and using statins, 

corroborating the hypothesis that statins reduce endothelial damage and, 

consequently, the release of EMPs. MPs originating from endothelial cells are 

suggestive of vascular pathologies (Curtis et al, 2013), being one of the cellular 

responses to an activated, compromised and damaged endothelium, placing 

EMPs as an early marker of vascular dysfunction in ACS, atherosclerosis, stroke 

(CVA), hypercholesterolemia, metabolic syndrome, obesity, diabetes, peripheral 

arterial disease (PAD), hypertension and heart failure. Therefore, EMPs are a 

predictive marker of vascular health (Curtis et al., 2013). Studies have shown a 
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significant elevation of circulating EMPs in association with coronary artery 

disease, suggesting that this elevation is not only related to coronary endothelial 

dysfunction, but is also associated with an increased risk of major cardiovascular 

events (Bernal-Mizrachi et al., 2004; Werner et al., 2006; Sinning et al., 2011; 

Finn et al., 2013; Schiro et al., 2014). 

 

In a controlled study by Camargo et al. (2014), evaluating the effect of 

simvastatin associated with ezetimibe on MPs, no change was observed in 

platelet aggregation and in the amount of endothelial and circulating platelet 

MPs, concluding that cardiovascular protection after therapy with 

simvastatin/ezetimibe seems restricted to lipid changes and function 

improvement , not directly affecting the release of MPs, endothelial progenitor 

cell flow or decrease in platelet aggregation (Camargo et al., 2014).On the 

contrary, in another study, the evaluation of MPs carrying cellular markers of 

vascular and circulating cellular origin (platelets, endothelial cells, pan-leukocytes 

and their specific subsets) were significantly lower in the blood of 

hypercholesterolemic patients on lipid-lowering therapy with statins compared to 

hypercholesterolemic patients without treatment, in addition to a reduction in 

platelets, activated inflammatory cells and tissue factor (Suades et al., 2013), 

corroborating our findings. Furthermore, it was argued that the effect of lipid-

lowering therapy on MPs clearance was cumulative over years and that patients 

on statin treatment had significantly lower numbers of MPs carrying activated cell 

markers, indicating that statins protect against cell activation vascular disorders 

(Suades et al., 2013). Another study, comparing two groups, one using 

atorvastatin 10 mg and the other using a 40 mg dose, showed that the group 

using 40 mg had a reduction in circulating EMPs and an increase in circulating 

endothelial cell progenitor cells in patients with ischemic cardiomyopathy, 

compared with the group using 10 mg. The effect was independent of the 

decrease in lipids, LDLox and ultrasensitive C-reactive protein (usCRP) (Huang 

et al., 2012). 

 

 In the analysis of MPs that express tissue factor (TFMPs), higher values were 

observed in individuals with FH who carry genetic variants. Tissue factor is highly 

expressed in atherosclerotic plaque and is upregulated by LDLox (Matsumoto et 
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al., 2004). Analyzing TFMPs in relation to lipid-lowering treatment with statins, a 

study was carried out to assess whether simvastatin would be able to inhibit 

tissue factor production in monocytes from hypercholesterolemic mice and 

monkeys, considering that hypercholesterolemia can produce a procoagulant 

state (Owens III et al., 2012). It has been hypothesized that hypercholesterolemia 

leads to elevated plasma LDLox levels and that this induces tissue factor 

expression in monocytes. Simvastatin treatment in hypercholesterolemic mice 

and monkeys reduced LDLox, and consequently, decreased monocyte tissue 

factor expression and TFMPs activity, reducing the prothrombotic state 

associated with hypercholesterolemia (Owens III et al., 2012). Other studies also 

obtained the same findings with the use of high-potency statins or in association 

with ezetimibe (Nomura et al., 2004; Montoro-Garcia et al., 2011; Huang et al., 

2012; Suades et al., 2013). 

 

In the evaluation of PMPs, no significant difference was observed comparing the 

groups regarding the presence of FH/genetic variants or the use of statins. The 

same finding was reported by Camargo et al. (2014) analyzing the effects of 

simvastatin/ezetimibe on MPs and platelet aggregation (Camargo et al., 2014). 

Considering that platelets play a central role in primary hemostasis due to 

aggregation, and secondary hemostasis because they exhibit procoagulant 

properties (Zhou et al., 2014; Varon and Shai, 2015), the data shows that 

individuals with FH in our study are young (mean aged 43,6 years) and probably 

they do not still show thrombus formation in atheromatous plaques in formation 

and hemostatic complications, conditions observed in more advanced processes. 

This study has some limitations, mainly the limited sample size with regard to the 

number of individuals carrying genetic variants who were not using statins.  In 

addition, genetic variants in other uninvestigated genes related to LDL 

metabolism may be present in family members classified as non-FH. Thus, 

further studies should be conducted to evaluate the application of these markers 

in the evolution of atherosclerotic disease in individuals with FH. 

 

5    Conclusion 
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MPs could be potential markers in the monitoring of atherosclerotic disease in 

individuals with FH. In addition, treatment with statins can reduce the amount of 

total-MPs, as well as Cardio-MPs, TFMPs and EMPs, potentially resulting in 

reduced activation of the cells of origin, and consequently, a decrease in the risk 

of cardiovascular diseases. 
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Table 1 – Clinical and demographic characterization of carrier and non-carrier 

groups of genetic variants related to Familial Hypercholesterolemia. 

Variables Non-carriers 

(n= 16) 

Carriers 

(n= 16) 

P 

value 

 

GeneticVariants 

 

 

 

Asp224Asn(n= 13) 

Cys34 Arg (n=1) 

Pro28Leu (n=2) 

 

 

 

LDLc (mg/dL) 139.1+ 36.5 294.8+81.7 <0.001* 

Lp(a) (mg/dL) 13.4 (10.0-22.10) 19.8 (10.0-48.2) 0.216 

Age (years) 31.9 +21.7 43.6 +12.2 0.064 

Gender (%) 

   Male 

   Female  

 

20 

80 

 

23,5 

76.5 

 

0.810 

BMI (Kg/m²) 21.7+5.5 26.3+5.2 0.025* 

Corneal arch (%) 0 12 0.486 

Xanthomas/ Xanthelasma 

(%)    

0 23 0.104 

CVD history (%) 6.7 5.9 0.927 

Diabetes mellitus (%) 0 0 1.000 

Hipertension (%)    13.3 23.5 0.659 

Smoking (%) 

Non-smokers 

Ex-smokers# 

Smokers 

 

100 

0 

0 

 

88.2 

5.9 

5.9 

 

 

0.390 

Continuous variables expressed as median (interquartile range - 25th-75th) or 
mean + standard deviation, categorical variables expressed as frequency. Data 
not normally distributed were compared by Mann–Whitney U test. Data normally 
distributed were compared by Student T-test. BMI=Body Mass Index; CVD= 
cardiovascular disease. * Significant p<0.05. # up to 1 year before collection. 
 

 

 

 

 

 



154 
 

Table 2 – Microparticles (MPs) count between carrier and non-carrier groups of 

genetic variants related to Familial Hypercholesterolemia. 

MPs/ µL Non-carriers 

(n= 16) 

Carriers 

(n= 16) 

P value 

Total-MPs 8386 (6600-8386) 
10966 (8713-17121) 0.040* 

CardioMPs 
3922 (2861-5425) 

7496 (5456-11439) 
0.010* 

EMPs 1904 (1138- 2927) 
3682 (2441 -5927) 0.010* 

TFMPs 1982 (1673-2933) 3908 (2882 -5724) 
0.010* 

PMPs 
2279 (1408-4220) 

 

1200 (635-1708) 
0.060 

MPs: microparticles; Total-MPs: MPs marked with AnnexinV-eFluor450; CardioMPs: 
MPs derived from cardiomyocytes; EMPs: MPs derived from endothelial cells; TFMPs: 
MPs that express tissue factor in surface; PMPs: MPs derived from platelets. Data not 
normally distributed were expressed as median (25th-75th) and compared by Mann–
Whitney U test.*Significant p < 0.05 
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Figure 1 – Flowchart of selection the participants  

From the Itinerant Hipercol Brazil program, 3 ICs were selected based on Dutch 

criteria and were sequenced in 9 genes related to FH by NGS or MLPA. After the 

genetic variant detected in ICs (Asp224Asn and Cys34Arg in LDLR gene, 

Pro28Leu in APOE gene), 1st and 2nd degree relatives were included, in a total 29 

individuals were sequenced by the Sanger technique to search the variant 

detected in ICs. 13 individuals carrying the genetic variants (12 in LDLR gene 

Asp224Asn and 1 in APOE gene Pro28Leu) and 3 IC formed the case group and 

16 individuals not carrying the genetic variants formed the control group. 
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LDLR , APOB, PCSK9, APOE, LDLRAP1, LIPA, STAP1, 
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29 first and
second degree

relatives

LDLR Asp224Asn, LDLR Cys34Arg , and
ApoE Pro28Leu search by sequencing with Sanger 

tecnique

16 non-carriers12 carriers LDLR Asp224Asn 
1 carrier ApoE Pro28Leu 1  

16 individuals
Case group

16 individuals
Control group

Figure 1
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Figure 2a – Total-MPs analyses comparing carriers and non-carriers related the 

use of statins. 
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Figure 2b – Cardio-MPs analyses comparing carriers and non-carriers related 

the use of statins 
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Figure 2c – TFMPs analyses comparing carriers and non-carriers related the use 

of statins 
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Figure 2d – EMPs analyses comparing carriers and non-carriers related the use 

of statins 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esse estudo tem como originalidade a avaliação de novos marcadores de risco 

cardiovascular em indivíduos portadores de HF, os quais ainda não são 

aplicados na prática clínica de rotina, mas que mostraram ser potenciais no 

acompanhamento na evolução da doença aterosclerótica, condição esta comum 

e precoce em pacientes com HF devido à exposição de altos níveis da 

lipoproteína de baixa densidade desde a infância. 

 

Dessa forma, destacam-se os seguintes resultados do presente estudo: 

 

 A região de Bom Despacho-MG tem uma alta prevalência de HF, servindo 

como alerta à vigilância de saúde em relação à incidência de desfechos 

por doenças cardiovasculares nessa população 

 Níveis muito elevados de LDLc e Lp(a) podem ser indícios da presença 

de variantes genéticas relacionadas à hipercolesterolemia familiar 

 FABP4 e Lp(a) mostraram-se úteis na distinção entre carreadores e não-

carreadores de variantes genéticas relacionadas à HF. 

 FABP3 não foi capaz de diferenciar indivíduos carreadores dos não-

carreadores de variantes genéticas, mas níveis aumentados foram 

constatados em usuários de estatinas, requerendo maiores estudos para 

esclarecimento dessa relação 

 Micropartículas originárias de cardiomiócitos, células endoteliais e que 

expressam fator tissular mostraram-se mais elevadas em indivíduos 

carreadores de variantes e que não estavam em tratamento com estatinas 

em comparação aos não-carreadores que não estavam em uso de 

estatinas 

 

A avaliação dos marcadores de risco cardiovascular GDF-15, CXCL16, FABP4, 

FAP3, LIGHT, sCD14, ucMGP foi motivada pelo fato de existirem poucos 

estudos a respeito destes marcadores até o presente momento, mas representa 

uma etapa preliminar para que novos estudos sejam conduzidos para 

confirmação dos nossos resultados. 



159 
 

 

Devido ao risco da doença aterosclerótica se desenvolver de forma precoce na 

hipercolesterolemia familiar, constatações sobre a relação dos critérios clínicos e 

bioquímicos em relação ao encontro de variantes genéticas aumentando a 

acurácia no diagnóstico precoce, bem como o rastreamento familiar, tornam-se 

cada vez mais desejável na redução de desfechos cardiovasculares em certas 

populações. 

 

O tratamento com estatinas e seus efeitos pleiotrópicos como redução da 

inflamação, trombose e disfunção endotelial ficaram evidenciados pela avaliação 

das MPs oriundas de cardiomiócitos, células endoteliais e expressão de fator 

tissular de monócitos, mostrando que o tratamento com esses fármacos pode 

mudar a história natural da HF. 

 

Em conclusão, as observações desse estudo tornam-se relevantes para que 

novos estudos sejam conduzidos para melhor compreensão da utilidade destes 

novos marcadores de risco cardiovascular, em uma população geneticamente 

caracterizada para a HF. 
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9 PERSPECTIVAS 

 

1) Validar os marcadores Lp(a), FABP3, FABP4 e as MPs em uma população 

amostral maior com HF. 

2) Estudo de follow-up com estes pacientes para diagnóstico das complicações 

cardiovasculares. 

3) Amplificação da testagem para outros membros familiares dos CI 

4) Correlacionar Lp(a) com Geração de Trombina para avaliar o sistema 

fibrinolítico 

5) Criação de serviço de atendimento e educação para Hipercolesterolemia 

Familiar em parceria com a prefeitura de Bom Despacho para assistência 

multidisciplinar aos portadores da doença e posterior ampliação para 

atendimento às formas raras de dislipidemias. 
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Anexo I- Aprovação do COEP/UFMG  
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Anexo II- Participação em Congresso com Apresentação de Pôster                                     
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Anexo III- Participação com Resumo nos Anais do Congresso Internacional 

Endo 2020 
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Anexo IV-  Participação com Resumo no Congresso Multidisciplinar de Análises 

Clínicas e Toxicológicas                                             
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Anexo V- Participação no Congresso com Apresentação de Temas Livres – 

Endorecife 2021                                                        
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Anexo VI - Premiação no Congresso Endorecife com 2º lugar em Temas Livres                                                                 
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Anexo VII- Artigo Pulblicado na Thrombosis Research
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Anexo VIII- Artigo Publicado na Research, Society And Development                        
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Anexo IX- Artigo Publicado com Co-Autoria nos Arquivos Brasileiros de 

Cardiologia                                                                   
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Anexo X- Participação em Orientação de Trabalho de Conclusão de Curso 

(TCC) de Graduação
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Anexo XI- Participação em Bancas de Trabalhos de Conclusão de Curso (TCC) 

de Graduação    
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Anexo XII- Participação com Co-Autoria em Capítulo de Livro  
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Anexo XIII- Aprovação no Concurso de Professor Efetivo em Magistério 

Superior   
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Anexo XIV- Caracterização dos Casos-Índices (CI) quanto à idade, sexo, critério 

de DLCN, variante genética, nº familiares, tratamento, nível de LDLc basal e 

classificação ACMG 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caso-índice Idade Sexo DLCN Variante genética Nº familiares Tratamento LDLc  mais alto Classificação ACMG

1 53 anos Fem Possível Ser854Gly gene LDLR 1 com variante Sinvastatina 40 mg 223 mg/dL Provavelmente patogênica

2 55 anos Masc Definitivo Asp224Asn gene LDLR 2 com variante Atorvastatina 40 mg + Ezetimiba 10 mg 243 mg/dL Patogênica

3 45 anos Fem Provável Asp 601His gene LDLR 3 com variante e 1 sem variante Rosuvastatina 40 mg + Ezetimiba 10 mg 263 mg/dL Provavelmente patogênica

4 56 anos Masc Definitivo Cys34Arg gene LDLR 2 sem variante Atorvastatina 40 mg + Ezetimiba 10 mg 261 mg/dL Provavelmente patogênica

5 13 anos Masc Definitivo Asp224Asn gene LDLR sem familiar Ezetimiba 10 mg 194 mg/dL Patogênica

6 58 anos Fem Definitivo Asp224Asn gene LDLR 14 com variante e 6 sem variante sem tratamento 489 mg/dL Patogênica

7 27 anos Fem Definitivo Asp224Asn gene LDLR 4 com variante e 2 sem variante Atorvastatina 20 mg + Ezetimiba 10 mg 214 mg/dL Patogênica

8 49 anos Fem Definitivo Asp224Asn gene LDLR 9 com variante e 4 sem variante Rosuvastatina 20 mg 283 mg/dL Patogênica

9 42 anos Fem Provável Asp224Asn gene LDLR 19 com variante e 22 sem variante Rosuvastatina 20 mg 228 mg/dL Patogênica

10 30 anos Fem Definitivo Asp224Asn gene LDLR 8 com variante e 7 sem variante sem tratamento 393 mg/dL Patogênica

11 36 anos Fem Possível Asp224Asn gene LDLR 2 sem variante Atorvastatina 40 mg 219 mg/dL Patogênica

12 63 anos Fem Definitivo Asp224Asn gene LDLR 2 com variante e 2 sem variante Atorvastatina 20 mg 263 mg/dL Patogênica

13 33 anos Fem Possível Met499Val gene APOB 2 com variante e 1 sem variante sem tratamento 223 mg/dL VUS

14 58 anos Fem Definitivo Pro28Leu gane APOE 2 com variante e 1 sem variante Atorvaatatina 20 mg + Ezetimiba 10 mg 247 mg/dL VUS

15 86 anos Fem Provável Asp224Asn gene LDLR 1 com variante e 1 sem variante Atorvastatina 80 mg 266 mg/dL Patogênica

16 26 anos Masc Defintivo Asp224Asn gene LDLR sem familiar Atorvastatina 40 mg 213 mg/dL Patogênica

17 42 anos Fem Defintivo Deleção exon 15 gene LDLR 2 com variante Atorvastatina 80 mg 330,6 mg/dL Patogênica


