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Resumo

Summary

—— e

A hipercolesterolomia é o principal fator de risco para
a doenca arterial corondria (DAC) e, apesar de causas
exégenas freqientes, possui um fator genético definitivo
quando hd mutagdes nos genes LDLR, APOB, PSCK9, ABC
ou ARH (causas monogénicas) que levam aos quadros cli-
nicos mais severos. No entanto, pacientes hipercolesterolé-
micos que apresentem mutagdes em vdrios oufros genes
(p-ex.: APOA, APOC, APOE, PON, CETP, LCAT, LPL, EPCR,
ACE, MTHFR, Il-6, MMP, TNF, FG, PAI-1) podem ter aumen-
tado o risco para DAC, uma vez que fais mutagdes promo-
vem alteragdes no metabolismo lipidico, no processo infla-
matdrio ou na coagulacdo sangiinea. A identificacdo de
quais mutagdes estdo presentes em pacientes com hiperco-
lesterolemia desponta como importante ferramenta de apoio
para uma atualizada abordagem de diagnéstico, tratamen-
to e aconselhamento genético em cardiologia.

Palavras-Chave: Hipercolesterolemia, doenga ar-
terial corondria, fatores de risco

Hypercholesterolemia is the major risk factor to co-
ronary arterial disease (CAD) and, although it could
be related to often exogenous causes, it has a definiti-
ve genetic factor when there are mutations in the LDLR,
APOB, PSCK9, ABC or ARH genes (monogenic causes)
that lead to the more severe clinical picture. However,
many other genes [e.g.: APOA, APOC, APOE, PON,
CETP. LCAT, IPL, EPCR, ACE, MTHFR, I1-6, MMP. TNF
FG, PAI-1) could have mutations that increase the risk
for CAD in hypercholesterolaemic patients by interfe-
ring the lipid metabolism or the inflammatory and coa-
gulation mechanisms. Identifying which mutation is in-
volved on the hypercholesterolaemia physiopathology
is crucial in a modern approach to diagnosis, treat-
ment and genetic counseling in cardiology.

Keywords: Hypercholesterolemia, coronary arterial
disease, risk factor

Introducdo —

A hipercolesterolemia é a prin-
.cipal causa de doenca arte-
rial coronaria (DAC), pois quando
associada a outros fatores biolo-
gicos e/ou ambientais, leva a for-
macao da placa ateromatosa au-
mentando o risco de morte por
infarto do miocardio (1). Toda hi-
perlipidemia com hipercolestero-

lemia isolada, independendo da
origem, é classificada, de manei-
ra geral, como do tipo Ila de acor-
do com a ainda vdlida classifica-
cdo fenotipica de Fredrickson et
al. (1967) baseada na determina-
cdo eletroforética das lipoprotei-
nas e dosagens dos lipidios plas-
maticos (2, 3).

Apesar da origem exdgena
frequente, além de outras cau-

sas metabdlicas enddgenas e ia-
trogénicas, a hipercolesterolemia
tem causas genéticas bem defi-
nidas que se tornam mais gra-
ves dependendo dos fatores de
risco (genéticos ou ndo) associ-
ados (Figura 1) (2, 4). Muitos
fatores de risco genéticos para
DAC tém sido descritos e aque-
les relacionados a fisiopatologia
da placa ateromatosa sdo consi-
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derados candidatos a fatores de
risco em pacientes hipercoleste-
rolémicos (Figura 2) (5).

Uma das abordagens mais
utilizadas na pesquisa desses
genes candidatos a fatores de
risco consiste em estudar os
genes envolvidos no processo fi-
siopatologico da DAC, identifi-
cando as variantes genotipicas
comuns nas populagbes que
possuem maior freqliéncia em
pacientes hipercolesterolémicos
com DAC, podendo-se estabe-
lecer uma possivel relagdo de
causa e efeito (Figura 3). Uma
outra forma de investigacdo
pode ser feita determinando a
frequéncia de SNPs (polimorfis-
mos de um Unico nucleotideo)
localizados proximos a genes re-
lacionados com a fisiopatologia
da DAC e estabelecer a forca do
equilibrio de ligagdo entre esses
SNPs e a freqliiéncia de DAC na
populacdo (5).

Como a determinacdo da exis-
téncia de uma causa genética
para a hipercolesterolemia pode
envolver muitas varidveis biolo-
gicas e ambientais, os profissio-
nais envolvidos no diagnostico cli-
nico-laboratorial devem estar
atentos para a necessidade de in-
vestigar quais genes podem es-
tar causando ou influenciando a
DAC, em uma abordagem moder-
na e crucial para a total compre-
ensdo do quadro clinico, na ori-
entacdo do tratamento e na pre-
vencdo primaria de DAC (6).

CAUSAS MONOGENICAS DE
HIPERCOLESTEROLEMIA

A causa genética mais freqlen-
te de hipercolesterolemia é devida
a mutacoes no gene do LDLR (re-
ceptor celular de LDL) causando a
hipercolesterolemia familiar (HF)
(7). No entanto, mutacdes no gene
da APOB (apolipoproteina B) e no
gene da PCSK9 (Prd-proteina Con-
vertase Subtilisina/Kexina tipo 9)
levam a enfermidades com quadro
clinico idéntico a HF e mesmo pa-
drdo autossémico dominante de
hereditariedade (8). Outras muta-
¢des levam a graves quadros hiper-
colesterolémicos, porém com pa-
dr&o autossomico recessivo, foram
descritas nos genes ABC (transpor-
tador ligante de adenosina trifosfa-
to) e ARH (hipercolesterolemia au-
tossomica recessiva) causando as
raras sitosterolemia e hipercoles-
terolemia autossémica recessiva,
respectivamente, com freqliiéncia
em torno de 1/10.000.000 (7). A
identificacdo de mutagdes em so-
mente um desses genes em paci-
entes com DAC precoce, além de
outros dados clinicos peculiares
(p.ex.: xantoma tendinoso), é con-
siderada como definitiva para o di-
agndstico da causa genética da hi-
percolesterolemia, denominada,
entdo, causa monogénica (2).

Mutacao no gene LDLR - Hiper-

colesterolemia Familiar (HF)
A HF é uma doenca genética

autoss6mica dominante, com os

homozigotos em frequiéncia bai-
xa de cerca de 0,0001% (1/
1.000.000), enquanto que os
heterozigotos situam-se na fai-
xa significativa de 0,2% (1/500)
(7). O gene do LDLR codifica
uma glicoproteina transmem-
brana que se liga a LDL plasma-
tica, mediando a sua captacao
pela célula e os valores de hi-
percolesterolemia e a gravida-
de do quadro clinico dependem
de qual regido da proteina é afe-
tada (9). Mais de 700 mutacoes
ja foram descritas nos bancos de
dados eletronicos sobre HF, sen-
do que as mais comuns muta-
cOes ocorrem no éxon 4, respon-
savel pela regido de ligagdo da
LDL com o LDLR (10, 11).
Como toda doenca genética, o
espectro das mutacdes depende
de fatores populacionais, porém,
no Brasil a epidemiologia mole-
cular da HF tem sido pouco in-
vestigada, ao contrario da inves-
tigacdo para genes candidatos a
fatores de risco para DAC (12).
Varios estudos apontam a muta-
¢do C660X no éxon 14 (conheci-
da como “"mutacdo Libanesa”)
como muito freqliente em paci-
entes brasileiros com HF com
descendéncia arabe. Varias ou-
tras mutagdes descritas somen-
te em pacientes brasileiros tam-
bém vém sendo identificadas,
bem como tem sido demonstra-
do que o gene do LDLR influencia
a obesidade em algumas tribos
indigenas brasileiras (13, 14).
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Mutacées no gene APOB -
HipercolestOerolemia por De-
feito Familiar da APOB (DFB)

E uma desordem genética clini-
camente semelhante a HF, cuja
principal alteracdo génica refere-se
a uma mutacdo de ponto R3500Q
onde a substituicdo de arginina para
glutamina induz a uma falha na li-
gacao do LDLR com a LDL (15). No
Brasil, até a presente data, nenhum
caso de DFB foi identificado. A ana-
lise dos polimorfismos do gene da
APOB também pode ser utilizada na
identificacdo de marcadores gené-
ticos de DAC e quatro regides sao
alvo dessa andlise: 1) regido de mi-
crossatélite na regido 5’ do gene;
2) sete sitios polimorficos para en-
donucleases de restricao (Apall,
HinclI, Pvull, Alul, Xbal, Mspl e Eco-
RI); 3) regido hipervaridvel na re-
gido 3’ do gene; e 4) delecdo de
nove pares de bases na regidao 5’
do gene (16).

Mutacoes no gene PCSK9 - FH3

Cerca de 30% dos pacientes
clinicamente diagnosticados como
FH ndo apresentam mutagées nos
genes do LDLR ou da APOB, seja
devido ao tipo de abordagem utili-
zada na investigacdo de tais mu-
tacOes, seja pela existéncia de
outros genes responsaveis pela hi-
percolesterolemia (17). A investi-
gacao de geracdes de pacientes
com diagndstico de hipercoleste-
rolemia autossdmica dominante,
porém sem mutagdes nos genes
do LDLR e APOB, permitiu a iden-

tificacdo de mutagdes no gene
PCSK9 (principalmente a D374Y no
éxon 4) diretamente responsaveis
pela hipercolesterolemia, desor-
dem frequentemente denominada
de “FH3"” (8). Esta enzima esta en-
volvida no metabolismo do coles-
terol induzindo a degradacdo do
LDLR e a super expressao leva ao
decréscimo do numero de LDLR
disponiveis para a captacdo do co-
lesterol plasmatico (18).

Mutacdes no genes ABC -
Sitosterolemia

Os gene homologos ABCG5 e
ABCGS codificam, respectivamente,
as proteinas esterolina-1 e esteroli-
na-2 responsaveis pelo controle da
absorgdo intestinal e excrecao he-
patica do colesterol (19). Mutacdes
nesses genes levam a uma exarce-
bada captacdo dietética de coleste-
rol e esterdides vegetais, associado
a inabilidade hepatica em excretar
esses esterdides pela bile (7). O di-
agnostico apdia-se em severa hiper-
colesterolemia associada a identifi-
cacdo de esterodides vegetais no san-
gue dos pacientes e na identifica-
cao de mutagdes nos genes ABCG5
ou ABCGS (19).

Mutacdes no gene ARH -
Hipercolesterolemia Recessi-
va AutossOmica

O gene ARH codifica uma pro-
teina que possui um dominio ligan-
te ao dominio citoplasmatico do
LDLR e favorece a captagao do
colesterol plasmatico. As mutacoes

descritas estao associadas com a
inibicdo da captacao da LDL pelo
figado e a analise do pedigree
mostra que os heterozigotos nao
apresentam hipercolesterolemia,
ao contrario do que acontece com
pacientes de heterozigotos de HF
e DFB que podem apresentar até
o dobro dos niveis desejados de
colesterol plasmatico (20).

GENES CANDIDATOS A FATO-
RES DE RISCO PARA DAC

Apesar de hipercolesterolemi-
as monogénicas serem mais gra-
ves, na pratica médica, entretan-
to, € mais comum o achado de al-
teracdes genéticas em diferentes
genes favorecendo quadros clini-
cos graves de DAC quando asso-
ciadas a outra causa de hiperco-
lesterolemia (6). Dentre muitos,
0os genes APOA, APOC, APOE,
PON, CETP, LCAT, LPL, EPCR, ACE,
MTHFR, IL-6, MMP, TNF, FG, PAI-
1 sao grandes candidatos a mar-
cadores de risco para DAC envol-
vendo quadros hipercolesterolé-
micos seja por estarem relaciona-
dos ao metabolismo lipidico, seja
por influenciarem no processo in-
flamatdrio ou da coagulagdo (21).

Genes envolvidos no
metabolismo lipidico

Gene da apolipoproteina A
(APOA)

A APOA possui quatro isoformas
(A-I, A-II, A-IV e A-V) que fazem
parte da constituicdo da HDL, li-
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CAUSAS ENXOGENAS
HIPERCOLESTEROLEMIA | +

CAUSAS ENDOGENAS

Figura 1 = Apesar de a hipercolesterolemia ser a principal causa metabélica de

DAC, uma intricada rede de interacdes genéticas e ndo-genéticas deve ser levada

em consideracdo no estudo de suas causas e fatores de risco.
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Figura 2 - Papel dos principais genes envolvidos na hipercolesterolemia como

causa principal (monogénica) ou como fatores de risco para DAC em pacientes

hipercolesterolémicos.

poproteina com fungdo antioxidan-
te e responsavel pelo transporte
reverso do colesterol. A APOA-I é
co-fator da LCAT (lecitina-acil-

transcefarse, enzima do metabo-
lismo reverso do colesterol) e as
mutacdes estao relacionadas com
baixa concentragdes de HDL(22).

MutacOes no gene da APOA-II es-
tdo associadas a disturbios na con-
centracgdo de acidos graxos livres,
mas seu papel como fator de risco
para DAC ainda ndo é claro, ape-
sar de bem descrito seu papel na
ativacdo da lipase hepatica(23). A
APO-1V possui fungdo antioxidan-
te e esta presente na HDL e quilo-
microns e raros alelos polimorficos
no seu gene tém sido investiga-
dos como candidatos a marcado-
res de risco para DAC®%, Polimor-
fismos na regido promotora do
gene da APOA-IV vém sendo as-
sociados a casos de hipertriglice-
ridemia e relatados como impor-
tante fator de risco para DAC(25).

Gene da apoliproteina E (APOE)

O gene da APOE possui trés
isoformas (E2, E3 e E4) que dife-
rem entre si por uma substitui-
cdo nos codons 112 e 158 e os
fenotipos E3/E3 e E2/E3 sdo os
mais comuns (60% e 25%, res-
pectivamente), onde a isoforma
E2 esta relacionada com os mais
baixos niveis plasmaticos de LDL
e a isoforma E4 com niveis mais
altos (26). Em pacientes com HF
e DFB, a presenca de mutagdes
no gene da APOE pode modificar
a amplitude do quadro clinico,
dado importante no diagndstico
precoce de DAC. A isoforma E4
também estd associada como fa-
tor de risco para a Doenca de
Alzheimer, assim como E2 estd
relacionado a longevidade e pro-
tecdo a DAC (27).
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Gene da apoliproteina C
(APOC)

A APOC2 é responsavel pela
ativacdo da lipoproteina lipase
(LPL) que, por sua vez, promo-
ve a captacao celular de trigli-
cerideos dos quilomicrons e
VLDL. O gene da APOC1 esta li-
gado ao gene da APOE e nenhu-
ma mutacao foi descrita relacio-
nada com DAC, porém devido a
proximidade entre os genes,
mutagdes no gene da APOC tém
sido sugeridas como marcadores
de alguns estados de demeéncia
associada a idade (28).

Gene da paraoxonase (PON)

A paraoxonase (PON) é uma
esterase anti-oxidante presente na
HDL que confere protegao contra a
DAC em individuos hipercolestero-
Iémicos e os polimorfismos L55M e
Q192R no gene da PON1 e S311C
no gene da PON2, sdo importantes
marcadores de risco genético para
DAC, principalmente em individu-
os fumantes e diabéticos (29).

Gene da CETP (colesterol es-
ter-transferase)

A CETP é uma enzima atero-
génica que participa da retirada

de colesterol da HDL para a
VLDL promovendo a formacao
de LDL. Polimorfismos para a
enzima de restricao Taql
(A277G) tém sido fortemente
associados a baixas concentra-
cOes de HDL, o que coloca este
gene como um importante can-
didato a marcador de DAC. Ou-
tras mutacdes na regiao promo-
tora (-629 C>A), no sitio de po-
liadenilacdo terminal (-92G>A),
no intron 9 (A29G) e nos éxons
12 (A373P), 14 (1405V) e 15
(R451Q), tém sido investigadas
como possiveis marcadoras de

Andlise
Estatistica:

o alelo C esta
relacionado com
DAC e
hipercoles terolemia

C
_Biuhgia molecular:

{ andlise genotipica)

ac 4B

T cc

Pacientes com DAC + B
hipercolesterolemia

[~
Diagnéstico
Clinico-Laboratorial
(analise fenotipica)

Grupo controle
(sem DAC ou hipercolesterolemia)

Figura 3 - Abordagem para o estudo da relagdo de uma variante genotipica com DAC. A determinacdo da freqiéncia

dos gendtipos mais freqientes e raros em uma populagdo e em um estudo controlado com pacientes de DAC e

hipercolesterolémicos pode permitir uma andlise estatistica segura da relagdo da presenca de um determinado gendtipo

com o fenétipo determinado clinicamente. Pode-se expandir a andlise fazendo-se o cruzamento de dados com outras

variantes (p.ex.: idade, tabagismo, diabetes mellitus, hipertens@o arterial, habitos alimentares, obesidade efc.).
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DAC, mas ainda sem resultados
conclusivos (30).

Gene da LCAT (lecitina coles-
terol-acil transferase)

Esta enzima circula no plas-
ma ligada a HDL e é ativada pela
APOA1l, promovendo a conver-
sao de colesterol livre e leciti-
nas a ésteres de colesterol e
liso-lecitinas, que se ligam a
HDL e podem ser degradadas no
figado no chamado transporte
reverso do colesterol. Mutagoes
no gene sdo responsdveis pela
diminuicdo drastica na concen-
tracdo plasmatica de HDL e sdo
fortemente associadas a DAC
como na rara “doenca do olho-
de-peixe”, severa dislipidemia
com tipica opacidade da cérnea
devida a delecdo do amionacido
300 (Leucina) e a perda do sitio
de restricao para a endonuclea-
se MinI (31).

Gene da LPL (lipoproteina lipase)

A LPL hidrolisa os trigliceri-
deos dos quilomicrons e VLDL
durante a captacgao celular ati-
vada pela APOC2 e pela insuli-
na. Mutacdes no gene da LPL sdo
responsaveis pela elevada hi-
pertrigliceridemia tipica da Hi-
perlipoproteinemia Familiar do
Tipo I. A hipertrigliceridemia ob-
servada em certos casos de can-
cer e em pacientes com diabe-
tes mellitus 2 também estdo
associadas a diminuicdo da ati-
vidade de LPL (32, 33).

Genes relacionados com o
processo inflamatério

Em tese, todos 0s genes que
expressam proteinas envolvidas
na resposta inflamatodria sdo po-
tenciais candidatos a fatores de
risco para DAC quando associa-
dos a uma causa enddgena ou
exdgena de hipercolesterolemia e
aqueles envolvidos no processo
inflamatdrio da formacédo da pla-
ca ateromatosa, sdo os candida-
tos natos a marcadores de risco
para DAC (21).

Gene da EPCR (Receptor celu-
lar de Proteina C)

Esse receptor, presente em
grande quantidade nas células en-
doteliais dos vasos cardiacos e
pulmonares, participa da ativacao
da proteina C, processo funda-
mental na regulacao da coagula-
¢do sanguinea. Mutagdes no gene
da EPCR levam a um retardo no
processo de degradacao da fibri-
na o que leva a um aumento no
risco para DAC (34).

Gene da ACE (enzima conver-
sora de angiotensina I)

Uma delecao de 250bp no
gene da ACE tem sido utilizada
como marcador de DAC onde a
esta variante polimorfica esta re-
lacionada com niveis aumenta-
dos de ACE plasmatica, o que
pode estar relacionado com au-
mento da resposta inflamatodria
durante o processo de formacao
do ateroma (35).

Gene do MTHFR (5,10 Meta
Tetra-Hidroxi-Folato Redutase)

Esta enzima cataliza a reme-
tilacdo da hemocisteina, passo
decisivo para evitar o seu acu-
mulo que, apesar do aumento
isolado da hemocisteina plasma-
tica ndo ser reconhecido como
fator determinante de CAD,
pode ser relacionado como im-
portante fator de risco devido a
disfuncao endotelial causada du-
rante processos inflamatérios
(36). A mutagdo autossbmica
recessiva C677T leva a troca de
valina por alanina, o que induz
a queda da especificidade da
MTHFR induzindo ao aumento da
hemocisteina plasmatica e ao
aumento da suscetibilidade para
CAD principalmente em pacien-
tes diabéticos (37).

Genes da IL (Isoleucina)

As citocinas IL6 e IL1p estdo
aumentadas durante a aterogéne-
se e as mutacbes descritas nos
genes podem ser relacionadas
com um estimulo da resposta in-
flamatdria aumentando o risco
para DAC, principalmente em fu-
mantes (38).

Genes da MMP (Metalo-protei-
nases da matriz celular)

As MMP sdo responsaveis pela
regulacao do crescimento do ate-
roma. Dentre elas, o gene da
MMP3, que codifica a enzima es-
tromelisina-1, possui variante po-
limorfica situada cerca de 1600pb
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antes do inicio da transcrigdo, que
esta relacionada com aumento de
risco para DAC, principalmente
em fumantes. O alelo com seis
nucleotideos adenosina (6A) esta
relacionado a uma instalagédo
mais rapida de DAC, enquanto
que a variante 5A esta relaciona-
da com um risco aumentado para
infarto do miocardio (39). O ale-
lo T na regido polimdrfica -1562
T>C do gene da MMP9, respon-
savel pela expressdo da enzima
gelatinase B, tém sido conside-
rado como marcador de risco para
DAC (40).

TNF (fator de necrose tumo-
ral alfa)

O gene do TNFA expressa
uma proteina que participa de
varios processos metabdlicos,
entre eles a coagulacdo sangu-
inea, metabolismo lipidico e re-
sisténcia a insulina. Apesar de
ndo haver evidéncias de rela-
cdo diretamente com a fisiopa-
tologia da DAC, o papel de po-
limorfismos (principalmente o
alelo A do sitio polimérfico -308
G>A) vem sendo investigado
como possivel marcador de ris-
co para DAC devido sua rela-
cdo com a obesidade e resis-
téncia a insulina e a hipersecre-
cdo de cortisol (41).

Genes envolvidos no mecanis-
mo do processo de coagulacao

Gene do fibrinogénio (FG)

O FG é sintetizado no figado

e é composto de trés subuni-
dades, expressas por trés dife-
rentes genes: alfa (FGA), beta
(FGB) e gama (FGG). O aumen-
to de FG plasmatico aumenta o
risco para trombose arterial e
é detectado em pacientes dia-
béticos, fumantes, obesos em
mulheres fazendo uso de con-
traceptivos orais, gravidas e
menopausadas (1). Polimorfis-
mos nos genes do FG sdo des-
critos como fatores indepen-
dentes de risco para infarto do
miocardio e, quando presentes
em pacientes hipercolesterolé-
micos, o risco aumenta de 6 a
12 vezes (42).

Gene do PAI-1 (inibidor da ati-
vacdo do fibrinogénio)

A presencga da variante alé-
lica 4G para o polimorfismo
4G-668/5G presente na regido
promotora do gene do PAI-1
vem sendo associada como
causa de risco para DAC em
pacientes hipercolesterolémi-
cos, principalmente quando
associada a presenca de ou-
tros alelos de risco em outros
genes (43).

Consideracées finais
|

A maioria dos métodos de
diagndstico genético ainda
estd restrita a laboratérios de
pesquisa, porém, a populari-
zacdo do diagndstico genético

para outras doencas (p.ex.:
fibrose cistica, hepatite C,
AIDS) ja realizada rotineira-
mente em muitos laboratdrios
clinicos, tem aberto um leque
de possibilidades na investiga-
cdo clinico-laboratorial da
DAC, haja vista a utilizacao de
equipamentos similares. A
complexidade das interacgdes
genotipicas e fenotipicas en-
volvidas na fisiopatologia da
DAC ainda ndo possibilitam um
preciso diagndstico do verda-
deiro componente genético en-
volvido (44).

No entanto, devido a exis-
téncia de fatores genéticos
causando ou complicando o
quadro clinico de pacientes
com hipercolesterolemia alia-
da a dificil caracterizacdo cli-
nica do componente genético,
torna-se fundamental uma
abordagem mais abrangente
para a investigagdo clinica-la-
boratorial da DAC, o que justi-
fica o crescente interesse pelo
conhecimento da genética da
hipercolesterolemia.
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