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RESUMO

Silva, Juliana Duarte Lopes. Avaliacdo da funcdo endotelial e das células progenitoras
endoteliais, em pacientes com Hipercolesterolemia Grave. Rio de Janeiro, 2015. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Cardiovasculares) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, 2015.

Objetivos: Avaliar a funcdo endotelial microvascular e as células progenitoras endoteliais de
pacientes com hipercolesterolemia grave, identificar pacientes com diagnéstico clinico de
Hipercolesterolemia Familiar Heterozig6tica e comparar pardmetros clinicos e funcionais entre os
grupos. Métodos: Estudo transversal de pacientes com niveis de LDL-c>190mg/dL e historico
pessoal ou familiar de hipercolesterolemia e/ou doenca cardiovascular. Os critérios clinicos para
diagndstico de HF descritos na | Diretriz Brasileira de HF foram utilizados para defini¢do do grupo
com diagndstico definitivo de HF (Grupo HF) e grupo com diagnéstico possivel ou provavel de HF
(Grupo SD). Foi aplicado um questionario padronizado para obtencdo de informagdes clinicas. A
fungdo endotelial microvascular foi avaliada com o sistema de fluxometria Laser Speckle Contrast
Imaging durante o teste de hiperemia reativa pos-oclusiva (HRPO) e iontoforese com acetilcolina
(ACh) e nitroprussiato de sodio (NPS).

A quantificagdo de células progenitoras endoteliais (CPE) do sangue periférico foi realizada através
da citometria de fluxo. Também foram realizadas analises bioquimicas, medidas antropométricas e
avaliacdo por Bioimpedéancia Elétrica. Os dados foram analisados através do software IBM®
SPSS® Statistics versao 21.

Resultados: Foram avaliados 54 pacientes de ambos 0s sexos (72,2% mulheres) com idade média
de 54,24+12,93 anos. A comorbidade mais prevalente foi a hipertensdo (64,8%), seguida da
Diabetes Mellitus (24,1%). Quinze pacientes possuiam diagnéstico definitivo de HF. Foi observada
uma associagdo direta entre os niveis de CPE e a concentracdo plasmatica de HDL-c e Apo-Al e
uma relacdo inversa entre os niveis de CPE e a concentracdo plasmatica de triglicerideos. Foi
observada uma relacdo direta entre a pontuacao do escore de diagnéstico da HF e a area sob a curva
da vasodilata¢do induzida por Ach. Na estratificagdo entre os grupos

foram observados maiores niveis de LDL-c (p=0,01) e Apolipoproteina B (p=0,01) no grupo HF, e
maior prevaléncia de revascularizagdo do miocardio(p=0,04). Foi observada uma tendéncia a
reducdo da area sob a curva da vasodilatagdo induzida por ACh nos pacientes HF, entretanto ndo foi
estatisticamente significativa (p=0,07). Nao foram encontradas diferengas na quantidade de CPE
entre 0Ss grupos.

Concluséo: Os niveis de HDL-c e Apolipoproteina Al parecem estar diretamente associados com
o0s niveis de CPE. A pontuacdo do escore de diagnostico da HF baseado no histérico clinico e
familiar dos individuos se relacionou inversamente com a area sob a curva da vasodilatacdo
induzida por Ach. Entre os pacientes avaliados, 15 possuiam diagnéstico clinico de HF e foi
observada uma tendéncia a diminuicdo da resposta vasodilatadora dependente do endotélio nestes
individuos. Ndo houve diferenca significativa na quantificagdo de CPE entre os grupos. Os
resultados sugerem que a resposta vasodilatadora e o nimero de CPE sédo similares em pacientes
com hipercolesterolemia grave independente da causa.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia Grave, Hipercolesterolemia Familar, Funcdo Endotelial,

Células Progenitoras Endoteliais



ABSTRACT

Silva, Juliana Duarte Lopes Evaluation of endothelial function and endothelial
progenitor cells in patients with severe hypercholesterolemia.

Rio de Janeiro, 2015. Dissertation (Master’s degree in Cardiology) - Medical School,
Federal University of Rio de Janeiro, 2015.

Objective: To evaluate endothelial function and endothelial progenitor cells (EPC) in
patients with severe hypercholesterolemia, identify patients with clinical diagnosis of
Familial Hypercholesterolemia Heterozygous and compare clinical and functional
parameters between groups.

Methods: This was a cross-sectional study of patients with LDL-c>190mg/dL and a history
of cardiovascular disease or family history of cardiovascular disease. Clinical criteria for
FH described in the | Brazilian Guidelines for FH were used to define a group with
definitive FH (HF group) or with possible/probable FH (group SD). A standardized
questionnaire was used to obtain clinical information. Microvascular function was
evaluated with the Laser Speckle Contrast Imaging system during post-occlusive reactive
hyperemia testing (PORH) as well as iontophoresis with acetylcholine (Ach) and sodium
nitroprusside (NPS). Quantification of EPC from peripheral blood was performed with flow
cytometry. Biochemical, anthropometric and bioelectrical impedance analyses were also
performed. Data were analyzed with IBM® SPSS® Statistics software version 21

Results: Fifty-four patients form both genders were evaluated (72.2% women), with mean
age of 54,24+1293 years. The most frequent comorbidity was hypertension (64,8%),
followed by diabetes mellitus (24,1%). Fifteen patients had a definitive diagnosis of FH. A
direct association between EPC levels and plasma HDL-C and Apo-Al and an inverse
relationship between EPC levels and the plasma concentration of triglycerides was
observed. A direct relationship between the score of the HF diagnosis score and the area
under the curve of the vasodilation induced by ACh was observed. In the comparison
between groups, there were higher levels of LDL-c (p=0.01) and apolipoprotein B (p=0.01)
in group FH, as well as a higher prevalence of myocardial revascularization (p=0.04).
There was a trend towards a reduction of the area under the curve of the Ach-induced
vasodilatation in FH patients, which was not statistically significant, though. There was
also no difference in EPC number between the groups. Conclusion: HDL-C levels and
apolipoprotein Al appear to be directly associated with the CPE levels. The HF diagnostic
score based on the clinical and family history individuals was inversely related to the area
under the curve for ACh-induced vasodilation. Among the patients, 15 had a clinical
diagnosis of HF and had tendency towards decreased endothelium-dependent vasodilation.
There was no significant difference in the quantification of EPCbetween groups. The
results suggest that the vasodilator response and the number of EPC are similar in patients
with severe hypercholesterolemia regardless of its the cause.

Keywords: Severe hypercholesterolemia; Familial hypercholesterolemia; endothelial
function; endothelial progenitor cells.
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1-Introducao:

As doencas cardiovasculares (DCV) constituem a principal causa de
morbimortalidade entre homens e mulheres no Brasil e no mundo (MS 2011, ANDRADE
et al 2013). Estima-se que ocorram cerca de 16,6 milhGes de 6bitos ao ano por DCV no
mundo todo (OMS 2011). Dados do Ministério da Saude verificaram a ocorréncia, em
2010, de 326 mil mortes por DCV, perfazendo cerca de 1.000 mortes/dia (SIMAO et al
2014).

A dislipidemia é considerada um dos principais fatores de risco para
desenvolvimento de DCV. Segundo a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencéo da
Aterosclerose, valores de LDL-colesterol (LDL-c) > 190 mg/dL e triglicerideos > 800
mg/dL, isoladamente ou associados, caracterizam uma dislipidemia grave (XAVIER et al
2013).

A hipercolesterolemia familiar (HF) é uma doenca genética autossdmica
caracterizada por altos niveis colesterol total (CT) e LDL-colesterol (LDL-c) e também
esta associada ao aparecimento de DCV precoce (SANTOS et al 2012). A suspeita clinica
da HF deve ser cogitada sempre que exames laboratoriais indicarem LDL-C >190 mg/dL
em individuos adultos. Seu diagnéstico é baseado em critérios clinicos e/ou genéticos e
deve ser feito de maneira precoce para a instituicdo de um tratamento otimizado que se
baseia na mudanca do estilo de vida e medicacdo hipolipemiante (CIVEIRA et al 2004,
SANTOS et al 2012, MATA et al 2013).

A dislipidemia afeta adversamente o sistema cardiovascular atuando, dentre outros
aspectos, sobre o endotélio (ROSSI et al 2010). A manutencédo da integridade funcional do
endotélio é crucial para a prevencdo da aterosclerose; tem sido demonstrado que a
disfuncé@o endotelial ocorre desde o inicio do processo aterosclerdtico e contribui para a
formagéo, progressdo e instabilidade da placa (SITIA et al 2010). A disfuncdo endotelial
esta associada com os fatores de risco cardiovascular tradicionais, como diabetes mellitus
(DM), dislipidemia, hipertensédo arterial sistémica (HAS), sindrome metabolica, tabagismo
e histéria familiar de doenca cardiovascular precoce. Estudos demonstraram que a

disfuncdo endotelial € um preditor independente de eventos cardiovasculares e de pior
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prognostico em longo prazo (TIBIRICA et al 2007, DEBBABI et al 2010,SCHACHINGER
et al 2000). Além disso, evidéncias apontam uma associacdo entre a melhora da fungéo
endotelial e aumento da sobrevida em pacientes com doencga arterial coronariana (DAC)
(FICHTLSCHERER et al 2004).

A agressdao ao endotélio ocasionada pela dislipidemia também pode ser estudada
através de alteracGes nas células progenitoras endoteliais (CPE). Estas sdo células CD34
circulantes que possuem a capacidade de migrar para lugares de agresséo vascular e ajudar
no reparo endotelial (HILL et al 2003, URBICHI et al 2004, EGUCHI et al 2007). As CPE
tém sido intensamente estudadas devido ao seu potencial prognostico e terapéutico em
individuos com DCV(WERNER et al 2005, SCHMIDT-LUCKE et al 2005).

Neste contexto, 0 objetivo primario deste estudo foi realizar uma caracterizagcdo dos
pacientes com hipercolesterolemia grave, com foco na avaliacdo da funcdo endotelial
microvascular e das células progenitoras endoteliais. Secundariamente, o trabalho tem
como objetivo comparar estes parametros entre os pacientes que possuem diagndstico
clinico de HF e os que ndo possuem, a fim de verificar se os primeiros apresentam maiores

anormalidades.

16



2-Referencial Teorico

2.1- Epidemiologia e fatores de risco das doencas cardiovasculares

A prevaléncia de doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) tem aumentado em
decorréncia da transicdo demografica, nutricional e epidemioldgica ocorrida nas ultimas
décadas. As principais DCNT tém em comum alguns fatores de risco modificaveis, dentre

0s quais se destacam o tabagismo, 0 excesso de peso e as dislipidemias (MS 2011).

Apesar de se observar nas ultimas décadas uma queda na mortalidade por DCV
(MANSUR et al 2012), elas ainda sdo a principal causa de morte no Brasil e no mundo,
sendo responsaveis por 17,3 milhdes de mortes por ano, um numero que devera crescer
para > 23,6 milhdes em 2030. ( OMS 2011). Além disso, elas constituem uma das
principais causas de permanéncia hospitalar prolongada e respondem pela principal

alocacdo de recursos publicos em hospitalizacdes no Brasil (CASTRO et al 2004).

As doencas do aparelho circulatorio sdo as principais causas de morte em homens e
mulheres no Brasil. Segundo dados divulgados pelo DATASUS, dentre essas doengas, as
principais causas de Obito sdo as doengas isquémicas do coracdo e as doengas
cerebrovasculares (MANSUR et al 2012).

A aterosclerose associa-se intimamente com determinados fatores de risco
cardiovascular, como hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, diminuicdo do HDL-
colesterol (HDL-c), HAS, DM e obesidade (SANTOS et al 2012). Ja ha bastante tempo
sabe-se que o controle da dislipidemia, em especial as reduc¢des mais intensivas do LDL-C,
tem se associado a importantes beneficios na reducdo de eventos e mortalidade
cardiovascular, sendo observado que a reducdo de 10% do colesterol sérico em adultos

pode reduzir em até 15% as chances de morte cardiovascular (XAVIER et al 2013).

Eventos coronarianos agudos sdo a primeira manifestacdo da doenca aterosclerotica
em pelo menos metade das pessoas com DAC (SANTOS et al 2012), e a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) estima que % da mortalidade cardiovascular podem ser
diminuidos com adequadas mudancas no estilo de vida (OMS 2012, SIMAO et al 2014).
Assim, é de extrema importancia a identificacdo de fatores de risco na populagdo, para a

prevencdo primaria e secundaria de eventos cardiovasculares.
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2.2 Hipercolesterolemia Grave

O LDL-c tem sido reconhecido como o mais importante fator de risco para o
desenvolvimento de doenca arterial coronariana (FERENCE et al 2012, HEIGL et al 2015).
Diversos ensaios clinicos e metanalises com 0 uso de estatinas mostraram uma clara
associacdo entre a reducdo do LDL-c e a reducéo do risco cardiovascular (O’KEEFE et al
2004).

O fendtipo de hipercolesterolemia grave inclui todos os individuos com LDL-C
acima de 190 mg / dl, independentemente da causa (SNIDERMAN et al 2014).

Afastadas as principais causas secundarias da hipercolesterolemia grave, como 0
hipotireoidismo ndo tratado, DM descompensada, nefropatia crénica e uso de certas
medicagcdes como corticosteroides, deve-se considerar a etiologia genética e de carater
familiar (STONE et al 2013). Entre as dislipidemias de causa genética, a
Hipercolesterolemia Familiar se destaca como uma das doencas monogénicas herdadas
mais comuns na populacdo em geral estando relacionada com mutacgdes genéticas no gene
que codifica os receptores especificos de LDL (LDL-r), ou no gene APOB que codifica a
apolipoproteina B-100 (ApoB-100), ou ainda no gene pré-proteina convertase
subutilisina/kexina tipo 9 (PCSK-9)(SANTOS et al 2012, MASANA et al 2013).

Entretanto muitos individuos com niveis de LDL-C> 190 mg / dl ndo tém defeitos
em qualquer um dos trés genes, sugerindo uma provavel origem poligénica nesses casos,
onde a triagem genética ndo origina diagnostico(TALMUD et al 2013). Além disso, como
novas mutacOes relacionadas ao fenétipo da doenga sdo descobertas a todo 0 momento, a
HF ndo pode ser descartada quando o teste genético ndo detectar alguma mutacdo,
principalmente se o fendtipo apresentado sugerir fortemente o diagnostico (VAN AALST-
COHEN et al 2006, TALMUD et al 2013). Por outro lado, existe uma porcentagem de
individuos que ndo sdo identificados com base nos questionarios clinicos, principalmente
criangas e individuos com fendtipos moderados (ALVES et al 2010).

Uma vez que o risco de doenca vascular é determinado pela exposi¢do a
hipercolesterolemia ao longo da vida e ndo pelo genotipo que a produz, alguns estudos tém

sugerido que o foco dos profissionais deve ser a identificacio e gestdo da
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hipercolesterolemia grave, com uma abordagem em cascata fenotipica para identificar os
membros da familia afetados, sem investir recursos na identificacdo das causas genéticas
(SNIDERMAN et al 2014, STEIN & RAAL 2013). Assim, individuos com
hipercolesterolemia grave devem ser tratados adequadamente com o objetivo de reduzir o

LDL-c independentemente do diagnostico clinico ou genético de HF.

2.2.1- Hipercolesterolemia Familiar

A hipercolesterolemia familiar € uma doenca genética, autossdmica dominante, que
se caracteriza por niveis elevados de colesterol total (CT) e LDL-c na corrente sanguinea
(SANTOS et al 2012). Este aumento geralmente estd relacionado com a diminuigdo ou
auséncia dos receptores especificos de LDL causado por mutacdes no gene deste receptor.
Outras causas mais raras estdo relacionadas com alteracfes genéticas no gene APOB ou
com mutac6es no gene PCSK-9 (ABIFADEL et al 2003, SANTOS et al 2012, MATA et al
2014,SING et al 2015). A sua forma heterozig6tica tem prevaléncia estimada em 1:500
individuos, enquanto a sua forma homozig6tica é mais rara atingindo 1:1.000.000 de
individuos (SANTOS et al 2012, MASANA et al 2013). Assim, acredita-se que cerca de 10
milhGes de pessoas possuam HF no mundo e no Brasil estima-se que entre 402.000 e
670.000 pessoas possuam a doenca. Entretanto, estudos apontam que menos de 25% dos
portadores possuem diagnostico conhecido e menos de 10% sdo adequadamente tratados
(OMS 1997, SANTOS et al 2012, NORDESTGAARD et al 2013). Em muitos paises esse
namero cai para 1% ( JANNES et al 2015).

Dentre as complicagfes da HF, destaca-se o aparecimento de DCV precoce (em
homens abaixo de 55 anos e em mulheres abaixo de 65 anos), reduzindo a expectativa de
vida em muitas familias de portadores de HF (CIVEIRA et al 2008, SANTOS et al 2012).
Estima-se que 5-10% dos individuos que sofrem um infarto agudo do miocéardio antes dos
55 anos de idade possuam alguma mutacdo relacionada a HF (BOURBON 2008).

Dentre os sinais para a suspeita da presenca de HF na populagdo em geral, a |
Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar destaca a presenca de LDL-c >190
mg/dL em adultos, além da presenca de arco corneano, espessamento de tenddes e

xantelasmas. Apesar de os niveis de triglicerideos séricos estarem geralmente na faixa de
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normalidade, caracterizando a HF como uma dislipidemia com elevacéo isolada do LDL-c,
cerca de 25% dos pacientes podem apresentar uma dislipidemia mista com elevacéo de
ambos (CIVEIRA et al 2008).

O diagnostico da HF se baseia em critérios clinicos, bioquimicos e genéticos
(CIVEIRA et al 2004), sendo estes o histdrico pessoal e familiar de hipercolesterolemia
grave, a doenca cardiovascular precoce, a presenca de sinais clinicos de depdsito de
colesterol como arco corneano e xantomas tendinosos e a presenca de mutacdo em algum

dos 3 genes envolvidos na fisiopatologia da doenga (MATA et al 2013).

Ainda que ndo exista um acordo internacional na defini¢do de critérios clinicos para
o diagnostico de HF, este apresenta a vantagem de ser mais econdémico, pois é baseado no
fenotipo (AUSTIN et al 2004, DEFESCHE et al 2010). Dentre eles destacam-se 0s critérios
da Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) os do programa USA Make Early Diagnosis
Prevent Early Death Program (USAMEDPED) e os do grupo Simon Broome Register
Group.

O Programa dos Estados Unidos USA Make Early Diagnosis Prevent Early Death
Program (MEDPED) utiliza critérios baseados na probabilidade do diagnostico de HF de
acordo com os valores de CT e LDL-C, a idade e se o individuo possui algum parente de
primeiro, segundo ou terceiro grau que possua HF ou ndo (WENG et al 2015).

Os critérios definidos pelo Grupo Simon Broome no Reino Unido (Simon Broome
Register Group, 1991) levam em conta os valores de CT e LDL-C com pontos de corte
diferenciados para adultos e criangcas menores de 16 anos, além da presencga de xantomas
tendinosos e historia familiar de dislipidemia e DAC precoce. De acordo com a combinacéo
destes critérios, os casos sdo classificados como “definitivo” ou “provavel”. A presenga de
xantoma tendinoso é considerada essencial para o diagnostico definitivo de acordo com
esses critérios. Como eles normalmente ndo estdo presentes em individuos antes dos 40
anos de idade, esse método pode limitar o diagndstico em individuos jovens que néo
tenham acesso ao rastreamento genético (DAMGAARD 2005, MARKS et al 2003).

Uma ferramenta de diagndstico similar foi desenvolvida pela rede holandesa Dutch
Lipid Clinic Network que inclui parametros semelhantes aos do Grupo Simon Broome, mas

inclui a presenca de arco corneano e a historia pessoal de DCV precoce. Além disso, ela
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acrescenta o calculo de uma pontuacdo numérica para o diagnostico. Assim, a avaliacdo é
baseada na histéria familiar e clinica prematura para DCV; no exame fisico a partir da
presenca de sinais de depositos extra vasculares de colesterol como xantomas e arco
corneano; das concentracGes plasmaticas de LDL-c e da determinacdo da mutacdo de genes
do LDL-r, Apo B-100 ou PCSK9. O diagnostico de HF é considerado definitivo quando
acima de 8 pontos , provavel entre 6 a 8 pontos e possivel entre 3 a 5 pontos na tabela de
classificacdo (CIVEIRA et al 2008,SANTOS et al 2012, AL-RASADI et al 2014) A |
Diretriz Brasileira de HF sugere o uso deste critério para diagnostico clinico.

O rastreamento genético deve incluir o sequenciamento da regido codificadora do
gene LDL-r, polimorfismos do gene APOB e PCSK9 (LEREN et al 2004, SANTOS et al
2012). Mais de 1.600 mutacdes do gene LDL-r j& foram documentadas como causadoras de
HF até o momento, representando cerca de 85%-90% dos casos de HF (LEIGH et al 2008,
VILLIGER et al 2002).

O tratamento precoce da HF € altamente benéfico para a prevencao do aparecimento
de DCV(ROBINSON et al 2013), diminuindo a morbi-mortalidade nesta populacao. Ele se
baseia nas modificacGes no estilo de vida e no uso adequado de farmacoterapia (SANTOS
et al 2012), com o objetivo de reduzir os eventos cardiovasculares (GENEST et al 2014).
Os resultados mais relevantes no acompanhamento de pacientes com HF sdo os parametros

bioquimicos, em especial a diminui¢do nos niveis de LDL-c.

Embora ndo existam estudos randomizados que comprovem que a reducdo do LDL-
C deva ser o alvo principal tratamento em pacientes com HF, evidéncias demonstram a
eficacia dessa redugdo no aparecimento de DCV na populacdo em geral ( BAIGENT et al
2010). Além disso, ja foi observada a diminuicdo do seu aparecimento em estudos
observacionais de pacientes com HF que eram tratados com o uso de estatinas
(VERMISSEN et al 2008, MARKS et al 2003).

E recomendada a reducdo de pelo menos 50% dos niveis basais de colesterol
plasmatico do individuo como meta de valor terapéutico (SANTOS et al 2012, GENEST et
al 2014). Além disso, também podem ser utilizados as metas de niveis de LDL-C < 100
mg/dl para individuos sem fatores de risco adicionais e niveis de LDL-c < 70 mg/dl para

individuos que possuam outros fatores de risco (MATA et al 2013).
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Sabe-se que medidas dietoterapicas e modificacdes relacionadas ao estilo de vida
devem sempre devem fazer parte do tratamento e prevengdo de dislipidemias e doenca
cardiovascular (SANTOS et al 2012) , sendo recomendadas para todos os individuos com
alto risco para DCV(ECKEL et al 2013). Assim, pacientes com HF devem adotar a
modificacdo do estilo de vida como parte primordial do tratamento, incluindo o uso de uma
dieta saudavel, o controle do peso, a pratica regular de atividade fisica , a cessacdo do
tabagismo, além do controle de comorbidades como HAS e DM (ECKEL et al 2013).

Segundo a diretriz brasileira de HF (SANTOS et al 2012), a indicacdo de farmacos
deve ocorrer em pacientes sem manifestacdo prévia de DCV mas que permanecam com
concentragdes de LDL-c > 190 mg/dL apds a mudanga no estilo de vida e em pacientes que
apresentem outros fatores de risco e que permanegam com concentracdes de LDL-c > 160
mg/dL apds a mudanca no estilo de vida.

As estatinas, medicacdes inibidoras da enzima hidroxi-metil-glutaril coenzima A
redutase (HMG CoA), sdo os farmacos de primeira escolha, devendo ser administradas nas
doses mais altas toleradas (MATA et al 2013). Apesar de ndo existirem ensaios clinicos
randomizados avaliando 0 uso de estatinas nestes pacientes por questdes éticas, dados de
estudos observacionais de duas grandes coortes europeias de pacientes com HF
(VERMISSEN et al 2008, MATA et al 2011) demonstraram a eficacia e seguranca das
estatinas no seu tratamento. Além disso, outros estudos ja demonstraram a eficacia e
seguranca das estatinas na diminuicdo de eventos cardiovasculares tanto na prevencdo

primaria como secundaria (ELIS et al 2011).

Em pacientes intolerantes as estatinas ou que ndo alcancem a meta terapéutica,
outras classes de medicamentos podem ser associados, como a ezetimiba (inibidor de
absorcéo intestinal de colesterol), os sequestrantes de &cidos biliares , o &cido nicotinico
(niacina) e os derivados do acido fibrico (fibratos) (SANTOS et al 2012, MATA et al 2013,
GENEST et al 2014). Em casos mais graves, o uso da aférese de LDL-c e até o transplante
hepéatico podem ser considerados (SANTOS et al 2012).
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2. 3-O endotélio vascular

O endotélio vascular ndo € somente uma monocamada de células que separa o
sangue circulante da parede dos vasos, como se imaginava no passado, mas € também um
Orgdo estrategicamente localizado com mdaltiplas funcGes endocrinas, autocrinas e
paracrinas (BARBATO et al 2004, ROJAS et al 2004 ,GROVER-PAEZ et al 2009,
TEIXEIRA et al 2014) .

O endotélio tem a habilidade de modular tanto o limen vascular, pelo controle da
dilatacdo e da contracdo locais em resposta a alteracdes do fluxo sanguineo ou a agentes
vasoativos, como o compartimento adjacente da musculatura lisa vascular, pela producéo
de substancias antiproliferativas (DAVIGNON et al 2004, FERREIRA et al 2011, MELO
et al 2014).

A manutencdo do tonus vascular saudavel é realizada pela liberacdo de diversas
substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras. As principais substancias vasodilatadoras
derivadas do endotélio sdo o 6xido nitrico (ON), a prostaciclina e o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio que agem sinergicamente para inibir a agregacdo plaquetaria
(GROVER-PAEZ et al 2009, PROTASIO et al 2005). Porém, de todas essas substincias, 0
ON ¢é considerado o mais importante, pois produz vasodilatacdo, inibe a proliferacdo das
células musculares lisas, impede o recrutamento, a adesdo e a diferenciacdo de células
inflamatdrias, a agregacdo plaquetdria e a producdo do fator tecidual trombogénico
(TEIXEIRA et al 2014).

O endotélio tambem produz substéncias vasoconstritoras, como a endotelina
(vasoconstritor enddgeno mais potente identificado até o momento) e angiotensina Il. A
angiotensina Il ndo sé age como um vasoconstritor, mas também é pré-oxidante e estimula
a producdo de endotelina. Juntas, a duas substancias promovem a proliferacdo de células
musculares lisas (CASEY et al 2005).

23



2.3.1 Disfuncao endotelial

A disfuncdo endotelial € um prejuizo funcional do endotélio caracterizado por
producdo aumentada ou diminuida de fatores vasodilatadores produzindo um estado
anormal de vasoconstricdo ou vasodilatacdo, e aumento da atividade pro-trombdética e / ou
pré-coagulante que resulta na expressdo de citocinas e moléculas de adesao designadas para
interagir com leucécitos e plaquetas, desencadeando mecanismos inflamatorios
direcionados a tecidos especificos (HANSSON et al 2005, GIRIBELA et al 2011) e
levando ao aumento da permeabilidade endotelial (DAVIGNON et al 2004). No entanto, a
alteracdo da disfuncdo endotelial mais estudada refere-se a alteracdes na regulacdo do
limen dos vasos e a reducdo da atividade bioldgica do 6xido nitrico, pois ha concordancia
de que este € 0o mecanismo de maior relevancia no processo multifatorial da disfuncéo

endotelial e na participacdo das principais disfuncdes cardiovasculares (PEPINE et al 2009)

A disfuncdo endotelial apresenta evidente relevancia clinica por preceder o
desenvolvimento das alteracfes aterosclerdticas morfoldgicas e estar associada com fatores
de riscos tradicionais como hipercolesterolemia, HAS, obesidade e DM (MELO et al 2014).
Além disso, a sua presenga pode também contribuir para o desenvolvimento da lesdo e das
manifestaces clinicas finais, contribuindo para formacdo, progressdo e complicacdes da
placa aterosclerotica (SITIA et al 2010, GIRIBELLA et al 2011). Sabe-se que até 70% das
mortes por infarto agudo do miocardio (IAM) ocorrem em decorréncia da rotura da placa
aterosclerdtica, que pode estar relacionada a presenca de disfungdo endotelial intensa, o que
facilita a formacéao de trombos (NAGHAVI et al 2003, MELO et al 2014).

Sabe-se que o estresse de cisalhamento (shear stress) gerado pelo fluxo e pela
pressdo sanguinea é um dos principais estimulos fisiologicos para a liberagdo de fatores
vasoativos e regulacdo do tonus vascular (ANDO &YAMAMOTO 2010, BARAC et al
2007, MENEZES et al 2014).

Alguns metodos ndo invasivos que avaliam a funcdo endotelial se baseiam na
resposta vasodilatadora do endotélio através da hiperemia reativa apos um periodo curto de
isquemia por oclusdo do fluxo sanguineo. Quando ha liberagdo do fluxo, o estresse de
cisalhamento na parede da artéria aumenta e as células endoteliais ativam os canais de

potéssio levando a hiperpolarizacdo do endotélio com aumento do célcio intracelular. Este
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aumento ativa a 0xido nitrico sintase endotelial (eNOS) que libera 6xido nitrico e leva ao
relaxamento do musculo liso com consequente vasodilatacdo e aumento do didmetro
arterial. O mesmo estimulo pode ser alcancado pelo uso farmacoldgico de substancias
vasoativas como a acetilcolina (Ach) (PROTASIO et al 2005). Para se avaliar a resposta da
vasodilatacdo independente do endotélio e descartar a disfun¢do do musculo liso vascular
como causa da menor resposta vasodilatadora, pode-se usar substancias doadoras de
nitrogénio como a nitroglicerina e o nitroprussiato de sodio (NPS) (PLENTZ et al 2006).

A disfuncdo endotelial possui carater sistémico e por isso pode-se observar a sua
presenca também em artérias periféricas que possuam aterosclerose (FLAMMER et al
2012). Estudos também tém demonstrado que a microcirculagdo, composta pelas arteriolas ,
capilares e vénulas, possui envolvimento importante em eventos cardiovasculares
(STRUIUKER-BOUDIER et al 2007). A disfuncdo microvascular possui importantes
implicacdes na fisiopatologia dos eventos isquémicos cerebrais, doenca arterial coronariana e
insuficiéncia renal (MANCIA et al 2007, LEVY et al 2008). Assim, sua avaliacdo pode ser
utilizada para fornecer informacdes sobre a funcdo endotelial sistémica do individuo
(R1ZZONI et al 2003, DE CIUCEIS et al 2007).

2.3.2 A Disfuncao endotelial na hipercolesterolemia grave

A vasodilatacdo cutdnea dependente do endotélio estd diminuida tanto em
individuos com hipercolesterolemia clinicamente definida (LDL-c> 160 mg/dL), como em
individuos com hipercolesterolemia moderada (LDL-c entre 110 e 160mg/dL). Essa
reducdo € mediada por fatores como a regulacdo da atividade da arginase, que limita a
disponibilidade de substrato para a eNOS , além do aumento da oxidacdo do ascorbato
sensivel a mecanismos de estresse e a uma reducdo do cofactor tetrahidrobiopterina (BH4),
que é essencial para a eNOS. Tais fatores levam ao desacoplamento da eNOS e a disfungéo
microvascular cutanea em individuos com LDL-c elevado (KENNEY et al 2013).

A presenca de LDL na forma oxidada também é capaz de induzir o desacoplamento
da eNOS privando o ambiente celular da sintese de ON (PROTASSIO et al 2005). Ela
contribui para o dano endotelial, através da ativacao do receptor de Ldl-oxidada-1 (LOX-1)

(SITIA et al 2010). Em estados patoldgicos a LOX-1 se liga a substancias pré-aterogénicas
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levando ao acimulo de lipideos, induzindo estado inflamatorio, a adesdo de mondcitos e
producdo de moléculas de adesdo com consequente ativacdo endotelial (SZMITKO et al
2003).

Nas dislipidemias de origem genética as alteracbes endoteliais podem estar
presentes desde a infancia. Em estudo de VLAHOS et al (2014), 30 criancas e adolescentes
com idade média de 12 + 2 anos, com diagndéstico clinico ou genético de HF foram
comparadas com um grupo controle constituido por individuos da mesma idade e sexo. Foi
encontrada uma menor DFM, que estava inversamente associada com os niveis de LDL-c.
Entretanto ndo foram encontradas alteracdes na espessura médio-intimal da carotida e da
rigidez arterial, indicando que a disfuncdo endotelial pode ser a primeira alteracdo
observada nos individuos muito jovens, precedendo as alteracBes estruturais
aterosclerdticas subclinicas.

ZHONG-XUAN YE et al (2007), ao estudar 32 pacientes adultos assintomaticos
com diagnostico genético de HF, encontraram uma menor DFM durante a hiperemia
reativa quando comparado com grupo controle de 34 pacientes sem HF. Além disso, foi
observado que niveis elevados de proteina C reativa estavam associados com o
aparecimento da aterosclerose subclinica detectada pela medida de calcificacdo das artérias
coronarias.

Em metanalise de 2010, MASOURA et al, encontraram piora da funcdo endotelial e
maior presenca de aterosclerose subclinica avaliada pela espessura médio-intimal da
carotida nos pacientes com HF. A medida de DFM foi significativamente relacionada com
0 nivel de CT e LDL-C em pacientes com HF, o que indica que a gravidade da

hipercolesterolemia também esté associada com o grau de disfuncédo endotelial.

2.3.3 Sistema de fluxometria por laser-doppler e o sistema de imagem laser speckle de

contraste

A fluxometria por laser doppler é um método ndo invasivo, sensivel e de facil
realizacdo que fornece avaliacdo quantitativa do fluxo sanguineo da microcirculacdo e se
baseia no efeito Doppler de um feixe de raios refletidos por células sanguineas em
movimento (HENRICSON et al 2007). O feixe é refletido pelas hemécias em movimento

na microcirculagéo sofrendo ao mesmo tempo uma modificagdo do seu comprimento de
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onda (Doppler shift) e sendo entdo captado por um sensor e posteriormente analisado
(CRACOWISK et al 2006). A sua vantagem é a alta resolucdo temporal da medida de
perfusdo e sua grande desvantagem consiste no pequeno tamanho da &rea de mensuracéo,
apresentando grande variabilidade do sinal de um lugar para outro, 0 que torna 0 método
pouco reprodutivel e limita seu uso em ensaios terapéuticos (MAHE et al 2012).

Usando o mesmo principio da fluxometria por laser-Doppler, foi desenvolvido
recentemente, o sistema de imagem laser speckle de contraste (Laser speckle contrast
imaging- LSCI). O LSCI é uma técnica baseada na analise de granulacdo de contraste
(speckles) geradas pela luz laser refletida, coletada e transmitida para uma tela. Quando a
luz laser incide sobre a superficie da pele, as particulas em movimento levam a flutuacoes
do speckle no detector (MAHE et al 2012, CORDOVIL et al 2012) que fornece uma
imagem de fluxo sanguineo microvascular (HUMEAU-HEUTIER et al 2012). A maior
fonte de dispersor mével no tecido biolégico sdo as células sanguineas dentro do vaso
(SENARATHNA et al 2013).

A alta taxa de captura do LSCI permite a avaliacdo continua da perfusdo da
pele em areas amplas e demonstra excelente reprodutibilidade em individuos saudaveis
(ROUSTIT et al 2010).

2.4.Células progenitoras endoteliais

As células progenitoras endoteliais foram descritas pela primeira vez por Asahara et
al em 1997, como celulas progenitoras CD34+ isoladas do sangue periférico de adultos que
podiam se diferenciar em um fenotipo endotelial (ASAHARA et al 1997, ASAHARA et al
1999).

As CPE sdo identificadas como células mononucleares que expressam uma
combinacdo de marcadores endoteliais (VEGFR2) e progenitores (CD34/CD133), com alta
capacidade proliferativa, podendo ser isoladas do sangue periférico, medula ¢ssea e sangue
do corddo umbilical. N&o h& um unico marcador especifico para a identificagdo destas
células, sendo atualmente o mais aceito a co-expressdo de marcadores CD133, CD34 e

VEGFR2. Embora estes marcadores ndo sejam exclusivos de CPE, a sua combinacao
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caracteriza uma célula progenitora especifica a um especifico estagio de maturacéo (SEN et
al 2011, POAY SIAN et al 2014).

A descoberta das CPE ampliou o entendimento do processo angiogénico, uma vez
que evidéncias demonstraram a sua capacidade em migrar da medula Ossea para a
circulacdo periférica, auxiliando no processo do reparo endotelial e na formacao de novos
vasos ( ASAHARA et al 1999, URBICHI et al 2004, EGUCHI et al 2007, POAY SIAN et
al 2014). Além disso, estudos mostraram que as CPE também possuem uma atividade
paracrina, sendo capazes de liberar fatores de crescimento para as células endoteliais
adjacentes, facilitando a angiogénese e indicando um efeito adicional para o processo de
neovascularizagdo e reendotelizagdo (GNECHI et al 2008).

Evidéncias sugerem o uso das CPE como um marcador de prognoéstico. Em um
estudo com 44 pacientes com DAC e 33 pacientes com sindrome coronariana aguda,
acompanhados por uma média de 10 meses, a presenca de menores niveis de CPE foi
associada a uma incidéncia significativamente maior de eventos cardiovasculares
(SCHMIDT-LUCKE et al 2005). Em outro estudo maior, com 519 pacientes com DAC
estavel, o aumento dos niveis de CPE foram relacionados a um risco reduzido de morte por
causas cardiovasculares (WERNER et al 2005) . HILL et al (2003), relataram uma
correlagdo negativa entre CPE e escore de Framingham em 45 homens em presenca de
fatores de riscos cardiovascular. Eles também relataram uma correlagdo positiva entre CPE
e melhor funcdo endotelial medida através da dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial
(DFM).

Outros estudos também j& documentaram uma diminui¢do do nimero de CPE em
pacientes com DAC (EIZAWA et al 2004, WANG et al 2007, LIGUORI et al 2008,
BRIGUORI et al 2010).

2.4.1 Células Progenitoras Endoteliais e Hipercolesterolemia

Os niveis elevados de LDL-c circulantes em animais e em adultos com
dislipidemia estdo associados com menor nimero de CPE e sua funcionalidade. ROSSI et
al (2010) verificaram em 80 pacientes hipercolesterolémicos que o numero das CPE foi
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menor quando comparados aos controles, e os que tinham HDL reduzido apresentavam
ainda menor nimero de CPE.

Também tem sido sugerido que o fenotipo destas células pode ser alterado apos a
exposicdo cronica a LDL. IMANISHI et al (2004), observaram que a exposicdo de CPE
isoladas dos sangue periférico de humanos a LDL- oxidada in vitro, acelerou de forma
significativa a taxa de senescéncia destas células. Em outro estudo IMANASHI et al (2003)
também observaram uma diminuicdo da capacidade da formacao de tabulos pelas CPE na
presenca de LDL oxidada.

Por outro lado, estudos demonstraram que o0s niveis de CPE podem
aumentar apds o tratamento com estatinas e reducdo do colesterol com tratamento néo
farmacoldgico (CROCE et al 2006).

Em estudo de FABBRI-ARRIGONI et al 2012, foram observados menores niveis
de CPE em criancas com HF quando comparadas com criangas saudaveis, apontando um
aumento do risco cardiovascular com a exposicdo precoce a alteracGes lipidicas

ocasionadas pelo gendtipo da HF.
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3-Justificativa

Sabendo que a disfuncdo endotelial esta presente desde o inicio do processo
aterosclerdtico, é de extrema importancia identificar se individuos com hipercolestolemia
grave possuem alguma alteracdo na funcdo endotelial microvascular e na capacidade de
reparo do endotélio atraves do numero reduzido de CPE, pois tais dados podem trazer nova
compreensdo para a historia natural da doenca.

Assim a hipétese deste estudo é de que a hipercolesterolemia grave promove uma
diminuicdo na resposta vasodilatadora endotelial e nos niveis de células progenitoras
endoteliais circulantes e que tais efeitos sdo mais pronunciados em individuos com

diagnostico clinico de HF.
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4- Objetivos:

4.1 Objetivo primario

-Avaliar as caracteristicas clinicas, a fun¢do endotelial microvascular e o nimero de

células progenitoras endoteliais de pacientes com hipercolesterolemia grave.

4.2 Objetivos secundéarios
Avaliar associacbes entre dados clinicos, nimero de CPE e funcdo endotelial

microsvascular em pacientes com hipercolesterolemia grave;

-ldentificar, dentre pacientes com hipercolesterolemia grave, aqueles com diagnostico

clinico de Hipercolesterolemia Familiar Heterozigotica;

-Avaliar a funcdo endotelial microvascular de pacientes com e sem diagnostico clinico de

Hipercolesterolemia Familiar Heterozigotica;

-Quantificar as células progenitoras endoteliais de pacientes com e sem diagndstico clinico
de Hipercolesterolemia Familiar Heterozigética;

-Comparar caracteristicas clinicas, namero de CPE e a funcdo endotelial microvascular,

entre 0s grupos com e sem diagnostico clinico de HF.
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5- Métodos

5.1. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado em 24 de junho de 2014 pelo Comité de Etica em pesquisa
do Instituto Nacional de Cardiologia sob protocolo n°® 26802514.4.0000.5272 (ANEXO 1).
Os voluntarios da pesquisa foram devidamente informados sobre os procedimentos aos
quais seriam submetidos na pesquisa, sendo seu consentimento formalizado através do
termo de consentimento livre e esclarecido, conforme a resolugdo n°196/96 sobre pesquisa

envolvendo seres humanos, do Conselho de Saude do Ministério da Saude (ANEXO I1).

5.2. Desenho do estudo
Estudo descritivo observacional e transversal, de uma amostra de conveniéncia de
pacientes adultos e idosos de ambos os sexos com hipercolesterolemia grave do Instituto

Nacional de Cardiologia (INC) , realizado no periodo de julho de 2014 a marco de 2015.

5.3. Critérios de elegibilidade

Critérios de inclusdao: idade > 18 anos, LDL-colesterol > 190mg/dL historico
pessoal e/ou familiar de hipercolesterolemia ou doenca cardiovascular.

Critérios de exclusdo: gestacdo, aleitamento, sindromes coronarianas agudas,
insuficiéncia cardiaca congestiva, realizacdo de angioplastia coronariana ou qualquer
procedimento cirargico nos 30 dias anteriores a consulta, doenca reumatica ou doenca
sistémica do tecido conjuntivo, hipotireoidismo nédo tratado, insuficiéncia renal cronica,

hepatopatia, cancer ou uso de corticosteroides.
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5.4. Triagem e selecdo dos voluntarios:

A triagem para selecdo dos voluntérios foi realizada em 3 etapas. Na primeira foi
realizada busca ativa no banco de dados informatizado (Sistema MV®) do INC em busca
de pacientes que possuissem exames com valores de LDL-c >190mg/dL. Na segunda etapa
foi realizado um primeiro contato telefénico onde eram feitas perguntas adicionais sobre
historico clinico e familiar. Caso os pacientes atendessem aos critérios de incluséo era feito

0 convite para a pesquisa na terceira etapa.

5.5 Protocolo do estudo:

A partir do més de julho de 2014, os pacientes previamente triados foram
convidados através de contato telefénico para participar da atual pesquisa e comparecer ao
INC durante o periodo da manhd para a avaliagéo.

No primeiro momento do encontro foram explicados os procedimentos da pesquisa,
além de serem realizados leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). Durante a primeira consulta, foram coletadas informacdes mais detalhadas sobre
historia clinica e familiar dos pacientes, através de questionario padronizado (ANEXO I11).

Na segunda consulta os pacientes compareceram em jejum para a realizacdo de
coleta de sangue,avaliacdo por bioimpedancia elétrica e para o exame de reatividade
microvascular.

Os pacientes que possuiam necessidade de acompanhamento cardiolégico e/ou
nutricional foram incluidos no atendimento de rotina do Ambulatério Multidisciplinar de
Aterosclerose e Prevencéo Cardiovascular da propria instituicéo.

A figura 1 resume as etapas de triagem e as duas consultas realizadas durante o

estudo.
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*Busca ativa de exames com LDL-C = 190mg/dL no banco
de dados do laboratério do INC (Sistema MV®)
J
N
*Triagem complementar:
ePesquisa de histérico clinico e/ou familiar de DCV e dislipidemia.
J
\
eConvocagao:
eConvite para pesquisa
J
N
eAssinatura do TCLE
eAplicagao de questionario padronizado.
J
eColeta de Sangue para analises bioquimicas e quantificacdo de A
CPE.
eBioimpedancia Elétrica e Antropometria.
eExame de Reatividade Microvascular y

Figura 1: Fluxograma da pesquisa.

5.6 Definicdo das variaveis de interesse
Variaveis clinicas

As variaveis foram determinadas pela sua presenca informada e/ou documentada no
prontuario da seguinte forma:

- Idade: foi calculada considerando a data de nascimento registrada no documento
de identidade e/ou informada pelo proprio paciente.
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-Sexo: foi registrado de acordo com a informacao do paciente.

-Diabetes mellitus: Foram considerados diabéticos os individuos que utilizavam
medicacdo hipoglicemiante e/ou insulina e sua presenca informada e/ou documentada em
prontudrio médico.

-Hipertensédo arterial sisttmica: Foram considerados hipertensos os individuos
que utilizavam medicamento anti-hipertensivo ou que relatavam o diagnostico médico de
HAS.

-Tabagismo: Foram considerados tabagistas os pacientes que relataram fumar pelo
menos um cigarro por dia por no minimo um més antes da consulta, ex-tabagistas os que
pacientes que pararam de fumar h& pelo menos um ano e ndo tabagistas, aqueles pacientes
que nunca fumaram.

Histéria de evento cardiovascular: Foram considerados eventos cardiovasculares a
histéria de angina pectoris, infarto agudo do miocérdio, acidente vascular encefalico ou a
realizacdo de angioplastia ou revascularizacdo do miocérdio.

Historia de angina: foi registrado de acordo com a informagdo do paciente ou
informacdo em prontuério clinico.

Historia de Infarto agudo do miocardio: foi registrado de acordo com a informacao
do paciente ou informacao em prontuério clinico.

Historia de Acidente vascular encefélico: foi registrado de acordo com a informacao
do paciente ou informacdo em prontuério clinico.

Historia de angioplastia: foi registrado de acordo com a informacdo do paciente ou
informagao em prontuario clinico.

Cirurgia de revascularizagdo do miocardio prévia: foi registrado de acordo com a
informacdo do paciente ou informacao em prontuério clinico.

O diagnéstico clinico de hipercolesterolemia familiar foi realizado de acordo com os

critérios descritos pela | Diretriz Brasileira de HF, conforme a tabela a seguir:
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Tabela 1: Critérios diagndésticos da hipercolesterolemia familiar.

Parametro: Pontos:
Historia familiar:

Parente de 1° grau portador de doenca vascular/ coronariana 1
prematura (homem < 55 anos , mulher < 60 anos)OU Parente

adulto de 1° ou 2° grau com CT >290mg/dL.

Parente de 1° grau portador de xantoma de tendinoso e/ou arco 2

coreano OU Parente de 1° grau <16 anos com CT >260mg/dL.

Historia clinica:

Paciente portador de doenca coronariana prematura (homem <55 2

anos , mulher < 60 anos).

Paciente portador de doenca arterial cerebral ou periférica 1
prematura(homem < 55 anos , mulher < 60 anos).

Exame fisico:

Xantoma Tendinoso 6

Arco corneano <45 anos 4

Nivel de LDL-c (mg/dL)

Maior que 330 mg/dl 8

250 - 329 mg/dI 5

190 - 249 mg/dl 3

155 - 189 mg/dl 1

Analise do DNA:

Presenca de mutacdo funcional do gene do receptor de LDL, da 8
apoB100 ou da PCSK9

Diagnéstico de HF:

Certeza se > 8 pontos
Provavel se 6-8 pontos
Possivel se 3-5 pontos
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5.7. Avaliacdo nutricional

5.7.1 Avaliacdo antropométrica

A massa corporal em quilogramas (kg) e estatura em metros (m) foram mensuradas
utilizando a balanca plataforma digital com estadiébmetro acoplado (Filizzola®), com
capacidade de 180kg e precisdo de 100g, posicionada sobre superficie plana. A estatura foi
aferida com o uso de estadiébmetro acoplado a balanca, com os individuos descalcos, cabeca
posicionada na posi¢ao Frankfurt com os bracgos estendidos ao longo do corpo.

O indice de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo- se a medida do peso em
quilogramas pela medida da estatura em metros elevada ao quadrado, pacientes adultos
foram classificados de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS 2000), e
pacientes idosos de acordo com The American Dietetic Association, 1994.

O perimetro da cintura (PC) foi medido no ponto médio entre a crista iliaca e a
ultima costela, utilizando-se fita métrica ineléstica (acuracia de 0,1 cm, Standard Sanny),
estando o voluntario em posicao ortostatica, abdémen relaxado, bragos ao lado do corpo e
0s pés juntos. Foram considerados os seguintes pontos de corte para PC aumentado:
homens PC > 102 cm ¢ mulheres PC >88 cm (OMS,1998).

5.7.2. Avaliacao de composicao corporal:

Foi utilizada bioimpedancia multifrequencial tetrapolar com 8 eletrodos tacteis da
marca Bioespace, modelo Inbody 720®, que operou em 6 frequéncias diferentes ( 1, 5, 50,
250, 500 e 1000 kHz).

A avaliacdo foi realizada com os pacientes em jejum de pelo menos 4 horas. Para o

preparo do exame, os pacientes foram orientados a ndo praticar atividade fisica nas 24
horas anteriores, ndo alterarem o consumo habitual de liquidos, ndo consumirem bebidas
alcoolicas, café, chas ou refrigerantes a base de cola. Além disso, as mulheres em idade
fértil deveriam estar fora do seu periodo menstrual.

Os pacientes foram posicionados no aparelho em posicao ortostatica, com a cabeca

posicionada no plano de Frankfurt, pes alinhados e posicionados sobre os eletrodos. O
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paciente foi orientado a segurar os eletrodos manuais com os bragos levemente elevados ao

lado do corpo, mantendo a posicéo até o final da avaliag&o.

5.8 Avaliacdo da pressdo arterial:

A pressdo arterial sistélica (PAS) e diastolica (PAD) foram aferidas duas vezes, no
paciente em decubito dorsal, com o uso de um esfigmomandmetro, com intervalo de 1min,
imediatamente antes da realizacdo do exame da reatividade microvascular. O valor médio

entre as duas aferi¢des foi utilizado como a pressao arterial do paciente.

5.9 Coletas de sangue e analises bioquimicas

As amostras de sangue foram coletadas no laboratério do proprio INC, apds jejum
noturno de 12 horas . As avaliagdes bioquimicas foram realizadas por meio de método
automatizado (ARCHITECT ci8200, Abbott ARCHITECT®, Abbott Park, IL, EUA),
utilizando kits comerciais (Abbott ARCHITECT ¢8000®, Abbott Park, IL, EUA). As
concentracdes séricas de triglicerideos, colesterol total, e HDL-c foram determinadas pelos
métodos enzimatico-colorimétricos: glicerol fosfato oxidase/peroxidase, colesterol
oxidase/peroxidase e detergente direto, respectivamente. Os valores de LDL-c foram
obtidos de acordo com a férmula de FRIEDEWALD et al (1972). Quando o valor de
triglicerideos foi superior a 400 mg/dL foi realizada a analise de forma direta do LDL-c. Os
niveis séricos de Apolipoproteina A-1 (Apo A-1) e Apolipoproteina B (Apo B) foram
mensurados por imunoturbidimetria. A glicemia de jejum foi medida pelo método glicose

oxidase / peroxidase.

6.0 Quantificacéo das células progenitoras endoteliais

As CPE foram definidas como células que possuiam caracteristicas progenitoras
definidas pelos marcadores CD34+ e CD133, caracteristicas de células endoteliais definidas
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pelo marcador CD309, excluindo-se os leucdcitos definidos pelo marcador CD45. Assim
as CPE foram definidas como células CD34+CD133+CD309+CD45-.

Para a quantificacdo destas células, foi utilizada amostra de 2mL de sangue integral.
Para a marcacdao dos antigenos de superficie foram adicionados 0,7 mcl dos seguintes
anticorpos conjugados com fluorocromos: CD45 Percp, CD34 FITC, CD133/2 PE e
CD309 (VEGFR-2/KDR) APC(Biotec ®).

A amostra foi homogeneizada em agitador de solu¢bes marca Phoenix Luferco
modelo AP56 e colocada em cémara escura por 20 minutos. ApoOs esse intervalo,
foramadicionados 200mcl de solucdo BD lise e colocada novamente em camara escura por
15 minutos para a lise das hemacias. Apds este periodo, a amostra foi lavada com 200 mcl
de solucéo salina PBS e centrifugada por 5 minutos a 2000 rota¢fes por minuto.

A amostra com células foi levada para citdmetro de Canto da marca BD®, para a
obtencdo das células marcadas. A quantificacdo das CPE foi realizada através do software
do fabricante e obtida em duplicata para calculo de média.

O ndmero de CPE foi expresso como percentual do nimero total de leucécitos do

sangue.

6.1 Avaliacdo da funcéo endotelial microvascular:

A reatividade microvascular cutanea foi avaliada por meio da técnica de Laser
Speckle Contrast Imaging ,com protocolo estabelecido previamente (SOUZA et al 2014). O
sistema de fluxometria de laser speckle (comprimento de onda de 780 nm; PeriCam PSI-
NR, Perimed AB, Jarfélla, Suécia) acoplado ao sistema farmacoldgico de microiontoforese
(Perilont, Perimed AB) foi utilizado para a avaliagdo nédo-invasiva e em tempo real das
variacbes da vasodilatagdo da microcirculacdo da pele independentes (estimulo
nitroprussiato de sodio-NPS) e dependente (estimulo acetilcolina- Ach e hiperemia reativa
pos-oclusiva - HRPO) do endotélio.

Os pacientes permaneceram 10min em posicdo supina em ambiente com
temperatura controlada (23°C) antes do inicio da realizacdo do exame. Os pacientes foram

orientados a ndo consumir alimentos ricos em polifenois nos 3 dias anteriores da consulta,
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ndo consumirem cafeina, alcool ou alimentos ricos em gordura e ndo praticarem atividade
fisica intensa no dia anterior da consulta. Caso o individuo fosse tabagista, deveria
permanecer pelo menos 12 horas sem fumar. As medicagOes deviam ser ingeridas
normalmente.

Foram determinadas trés areas de medida com aproximadamente 80 milimetros na
pele na face ventral do antebragco com aproximadamente 5 cm de distancia entre eles,
evitando-se areas de pelos, pigmentacdes alteradas e escoriacbes. Em duas areas foram
instalados eletrodos para a infusdo dos farmacos através de discos adesivos (L1611,
Perimed, Jarfalla, Suécia) e a terceira era adjacente aos eletrodos para afericdo da HRPO.

Apo6s medir o fluxo em repouso durante 5 minutos, que foram considerados como
valores basais, quatro doses de ACh (2% peso/volume, Sigma Chemical CO, USA) foram
entregues por meio de iontoforese cutanea utilizando uma corrente anddica . No outro
eletrodo aplicado, quatro doses de uma solucdo de NPS (2% peso/volume, Sigma
Chemical CO, USA) foram administrados utilizando uma corrente catodica (com as
mesmas taxas e intervalos como para ACh).

O teste de hiperemia reativa p6s oclusiva (HRPO) foi realizado com o auxilio de um
esfigmomandmetro localizado na porcdo distal do braco do paciente. Foi realizada a
oclusdo de fluxo através do aumento da pressdo até 50 mm Hg acima da pressao arterial
sistolica ao longo de um intervalo de 3 minutos. Imediatamente ap6s a liberagdo da pressao,
o fluxo méaximo foi registrado. As imagens foram analisadas pelo software do fabricante
(PIMSoft, Perimed, Jarfélla, Sweden) por profissional treinado.

As medidas de fluxo microvascular cutaneo em unidades arbitrarias de perfusdo
(UAP) foram divididas pela pressdo arterial média (PAM) para gerar dados de condutancia
vascular cutanea (CVC) expressas em unidades de UAP/mmHg. A pressdo arterial média
foi calculada como PAD + [(PAS-PAD)/3]

A figura 2 ilustra a realizagdo do exame.
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Figura 2 A:Fluxometria Laser Speckle com transdutor incidindo luz laser sobre a pele.
B:lontoforese com administragdo da droga na camara do eletrodo para o teste de
reatividade microvascular e esfignomandmetro posicionado para o teste de hiperemia pds
reativa. Nucleo integrado de investigacdo cardiovascular ( INC).

6.3 Recursos financeiros

O projeto contou com o apoio financeiro do programa PPSUS/Faperj (NUmero do
Processo: E-26/110.276/2014.) e da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Rio de Janeiro para compra dos anticorpos necessarios para analise de CPE.

Foi concedida uma bolsa de estudos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) para a aluna de mestrado durante todo o periodo da
pesquisa. Também foi concedida uma bolsa de Pesquisa de Iniciacdo Cientifica pelo
Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
(InCor/HCFMUSP) para uma aluna do curso de graduacdo em Nutricdo da Universidade do

Estado do Rio de Janeiro, que auxiliou na execucdo do projeto de pesquisa.
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6.8 Andlise Estatistica:

A normalidade das variaveis foi investigada atraves do teste Shapiro-Wilk. Para a
comparacdo entre grupos das variaveis paramétricas foi utilizado o teste t de Student. Para
a comparacdo entre grupos das variaveis ndo paramétricas foi utilizado teste Mann-
Whitney. Os resultados foram apresentados como média + DP ou mediana (25% - 75%).

As variaveis categoricas foram apresentadas em numero e percentual. Para avaliar
as diferencas entre os grupos nas variaveis categoricas foi utilizado o teste qui-quadrado.

Para analise de correlacdo entre as variaveis continuas foi utilizado o teste de
Spearman.

As analises estatisticas foram realizadas no software IBM® SPSS® Statistics versdo

21. Foi estabelecido um nivel de significancia de 5%.
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6-Resultados

Foram avaliados 4800 exames laboratoriais no sistema informatizado do laboratério

do INC, dos quais 4520 exames foram excluidos por ndo atenderem ao critério de incluséo

e foram selecionados 280 pacientes com LDL-c alterado para triagem complementar.

Destes, 198 pacientes foram excluidos por ndo possuirem histérico pessoal e/ou familiar de

hipercolesterolemia e/ou doenca cardiovasculares. Dentre os pacientes elegiveis, 28 foram

excluidos, sendo finalmente avaliados 54 pacientes. A figura 3 demonstra o fluxograma de

selecdo de pacientes

avaliados.

Busca Ativa: 4800 exames

Exclusdo: 4520 exames com
LDL <190mg/dL

Pacientes selecionados para
triagem complementar (n=280)

Pacientes excluidos (n=198)

=\

Pacientes elegiveis (n=82)

Pacientes excluidos por cirurgia
recente (n=3), internagdo (n=3),
cancer (n=1) ndo quiseram
participar (n=10) ndo
conseguiram ser contatados
(n=8)Obito (n=3)

Grupo Final.(n=54)

Figura 3 Fluxograma de Sele¢do dos pacientes.
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A tabela 2 mostra as caracteristicas demogréaficas e clinicas dos pacientes. O sexo
feminino foi o mais frequente (72,2%). A comorbidade mais prevalente foi a hipertensao
(64,8%), sequida da diabetes mellitus (24,1%). A maioria dos pacientes era ex-tabagista
(51,9%). Historia de angina instavel e infarto agudo do miocardio foram encontrados em
34,6% e 32,1%, respectivamente. Foi observada uma média de IMC elevada, indicando
uma alta prevaléncia de excesso de peso (64,8%) associada ao aumento da gordura visceral
avaliada pela alta prevaléncia de perimetro da cintura aumentado (86,7% ).

Tabela 2: Dados demograficos e caracteristicas clinicas

Variaveis Média ou Numero Absoluto Desvio Padréo ou Percentual
Idade (anos) 54,24 +12,93
Sexo Feminino 39 72,2%
Idosos 19 35,2%
Cor- Nao Brancos 30 55,6%
Hipertensos 35 64,8%
Tempo de HAS(anos) 7,40 18,75
PAS (mmHg) 144,11 +24.65
PAD (mmHg) 81,31 +12,22
Diabéticos 13 24,0%
Tempo de DM (anos) 12,21 18,56
Excesso de Peso 35 64,8%
Tabagistas 5 9,2%
Arco Corneano 6 11,1%
Xantelasmas 4 7,4
Historia de evento 29 53,7%
cardiovascular

Historia de angina 18 33,3%
Historia de AVE 1 1,8%
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Historia de 1AM 17 31,4%

Histdria de angioplastia 15 27, 7%
CRVM prévia 10 18,5%
CT( mg/dL) 244,51 +67,09
LDL-c (mg/dL) 168,23 152,91
HDL-c(mg/DI) 49,98 +11,05
Relagdo LDL/HDL 3,49 +1,30
Triglicerideos§ (mg/dL) 132 (88,00-177,50)
Glicemia( mg/dL) 111,65 +55,91
Apo Al (mg/dL) 138,41 +20,44
Apo B (mg/dL) 116,93 +33,52
IMC(Kg/m?) 28,00 +5,56
Gordura Corporal (%) 37,21 19,30
PC (cm) 96,05 +11,62

Os valores sdo expressos como n (%) ou Média + DP. § Os valores séo expressos Média + DP, Mediana (250
- 750 percentil); HAS: Hipertensdo arterial Sistémica; PAS: pressdo arterial sistolica, PAD: pressao arterial
diastolica; .DM: Diabetes Mellitus; AVE: acidente vascular encefalico, IAM: infarto agudo do miocérdio,
CRVM: cirurgia de revascularizagdo do miocérdio, CT: Colesterol Total; LDL-c: Colesterol da lipoproteina
de baixa densidade; HDL-c:Colesterol da lipoproteina de alta densidade, Apo:Apolipoproteina; IMC: indice
de Massa Corporal, PC: Perimetro da Cintura.

Cinquenta pacientes (92,5%) eram acompanhados por cardiologistas e 47 (87%)
faziam uso de medicacdo hipolipemiante. Apesar de todos os pacientes relatarem estar
fazendo uso continuo da medicacdo no momento da consulta, metade dos pacientes
relataram j& ter parado de tomar a medicacdo hipolipemiante em algum momento do

tratamento.

A tabela 3 demonstra as medicagdes mais utilizadas pelos pacientes.
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Tabela 3: Medicacdes utilizadas pelos pacientes no momento da consulta.

Farmaco Numero Percentual
Estatinas 40 74,1
Ezetimibe 3) 9,3
Ezetimibe+ Atorvastatina 3 5,6
Fibratos 9 16,7
Nenhuma droga hipolipemiante 7 13
Associagdes de drogas hipolipemiantes 10 18,5
Hipoglicemiantes 10 18,9
Inibidor da enzima de conversdo da angiotensina 16 29,6
Beta- Bloqueador 27 50
Nitrato 7 13
Antagonista do Receptor de Angiotensina Il 14 25,9
Bloqueador de Canal de Calcio 7 13
Diuréticos 16 29,6
Acido Acetilsalicilico 17 31,5

Os valores sdo expressos como n (%) .

A tabela 4 descreve os parametros funcionais da avaliagdo da reatividade

microvascular no grupo.
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Tabela 4: Vasodilatacdo méaxima pelo estimulo da iontoforese com acetilcolina,
nitroprussiato de sodio e hiperemia reativa p6s oclusiva e &rea sob a curva da
vasodilatacao induzida por acetilcolina e nitroprussiato de sodio.

Variaveis Meédiaz Desvio Padréo

Maxima Vasodilatacao

CVC Pico-Basal HRPO (APU/mmHg) 0,38 (0,12)
Incremento CVC Pico-Basal HRPO (%) 192,33 (58,19)

CVC Pico-Basal Ach(APU/mmHg) 0,26(0,18)
Incremento CVC Pico-Basal Ach (%) 229,13(51,29)

CVC Pico-Basal NPS(APU/mmHg) 0,14(0,11)

Area sob a curva

Acetilcolina (APU/S) 4917,122(3404,3084)
Nitroprussiato(APU/S) 2879,00(2410,823)

Os valores sdo expressos como Média + Desvio Padrdo. APU: Unidades arbitrérias de perfusdo; s: segundos;
CVC: condutancia vascular cutdnea; HRPO: Hiperemia reativa p6s-oclusiva; mmHg: milimetros de mercdrio;
ACh: Acetilcolina; NPS: Nitroprussiato de Sédio.

Foi observada uma correlacdo negativa entre a area sob a curva da vasodilatacdo

induzida por acetilcolina e a pontuacdo do diagndstico de HF (Tabela 5).
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Tabela 5: Correlacdes entre os parametros de funcéo endotelial e variaveis clinicas.

CVC Ach AUC Ach CVC NPS AUC NPS HRPO

r p r p r P r p r p
Idade -0,096 0,514 0,039 0,791 -0,122 0,405 -0,098 0,504 0,065 0,656
Glicemia -0,273 0,066 -0,040 0,794 0,146 0,332 0,184 0,220 -0,074 0,627
Triglicerideos -0,089 0,557 0,038 0,800 0,117 0,440 -0,037 0,806 -0,059 0,695
HDL -0,048 0,748 -0,076 0,613 0,032 0,831 0,071 0,635 -0,239 0,105
LDL -0,028 0,850 -0,108 0,472 0,093 0,536 0,042 0,780 0,101 0,501
Apo-Al -0,138 0,361 -0,097 0,521 0,062 0,684 0,102 0,502 -0,043 0,787
ApoB -0,107 0481 -0,149 0,323 0,013 0,932 -0,073 0,631 0,118 0,436
CPE 0,243 0,126 0,121 0451 0,018 0913 0,091 0573 -0,229 0,150
IMC 0,597 0,211 059 0,212 0,208 0,693 0,364 0,478 0,732 0,098
PC 0,058 0,694 0,184 0,206 -0,058 0,693 -0,129 0,377 0,011 0,941
Pontuagéo do -0,150 0,309 -0,294 0,043 -0,095 0,522 0,044 0,764 0,010 0,946
Escore de
Diagnostico
CVC: condutancia vascular cutanea; AUC: Area sob a curva ; ACh: Acetilcolina; NPS: Nitroprussiato de

Sédio; ; HRPO: Hiperemia reativa pés-oclusiva; LDL-c: Colesterol da lipoproteina de baixa densidade;
HDL-c:Colesterol da lipoproteina de alta densidade, Apo:Apolipoproteina; CPE: Células progenitoras

endoteliais; IMC: Indice de Massa Corporal, PC: Perimetro da Cintura. *Teste de Spearman

Em relacdo a quantificacdo de CPE, 7 amostras do grupo ficaram inviadveis para

analise. Entre as amostras analisadas foi encontrado um ndmero médio de 0,0005+0,0005%

de CPE. O numero de CPE se correlacionou positivamente com niveis de HDL-c e Apo Al

e negativamente com niveis de triglicerideos, conforme demonstrado na tabela 6.
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Tabela 6: Correlacdes entre o numero de células progenitoras endoteliais e variaveis
clinicas:

Variaveis CPE
R p

Idade 0,217 0,174
Glicemia -0,195 0,223
Triglicerideos -0,428 0,005
cT 0,058 0,719
HDL 0,469 0,002
LDL -0,003 0,987
Apo-Al 0,392 0,011
ApoB -0,147 0,359
PAS -0,179 0,603
PAD 0,359 0,263
PC 0,206 0,197
Pontuacao -0,172 0,289

CPE: Células progenitoras endoteliais; CT: Colesterol total ; HDL-c: Colesterol da lipoproteina de alta
densidade; LDL-c: Colesterol da lipoproteina de baixa densidade; Apo:Apolipoproteina; PAS: pressdo arterial
sistélica, PAD: pressdo arterial diastolica; PC: Perimetro da Cintura. *Teste de Spearman

Resultados estratificados por diagnostico clinico de HF:

Quinze pacientes (27,7%) apresentaram diagnostico clinico de Hipercolesterolemia

Familiar, dos quais somente 2 pacientes possuiam diagndstico prévio.

Os pacientes com HF realizaram mais cirurgias de revascularizacdo do miocardio
(p=0,04). Em relacdo as manifestacdes clinicas da HF a presenca de arco corneano foi
superior no grupo HF (p=0,05), porém a presenca de xantelasmas ndo diferiu entre os
grupos. N&o foi observada presenga de xantomas em nenhum paciente. Também foram
observados niveis significativamente maiores de LDL-c e APO-B no grupo HF. A tabela 7
resume a comparacao entre as principais variaveis em individuos com diagndstico clinico

definitivo de HF e os sem diagnostico.
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Tabela 7: Dados demogréficos e caracteristicas clinicas, bioquimicas, antropométricas
e de composicdo corporal dos individuos com diagnostico clinico de HF e sem

diagnostico.

Variaveis Grupo HF (n=15) Grupo SD( n=39) P
Idade (anos) 52,33 (x15,39) 54,97 (£12,00) 0,507
Sexo feminino 11 (73,3) 28 (71,8) 0,910
Hipertensos 8 (53,3) 27 (69,2) 0,384
Diabéticos 3 (20) 10 (25,6) 0,731
Excesso de peso 8 (53,4) 27 (69,2) 0,351
Tabagistas 0 (0) 5(12,8) 0,334
Arco Corneano 4 (26,7) 2 (5,6) 0,05
Xantelasmas 2 (13,3) 2 (5,6) 0,347
Angina 6 (42,9) 12 (31,6) 0,556
AVE 0 (0) 1(2,6) 0,664
1AM 7 (46,7) 10(26,3) 0,208
Angioplastia 3(20) 12(32,4) 0,514
CRVM 6 (40) 4 (10,5) 0,042
CT( mg/dL) 255,64 (+ 89,60) 240,30 (+ 58,13) 0,478
LDL-c (mg/dL) 196,78 (+51,86) 157,41 (+50,51) 0,018
HDL-c(mg/Dl) 52,07 (+10,49) 49,38 (+11,39) 0,449
Triglicerideos (mg/dL) 125,00(85,00-165,50) 134,00 (91,00-200,00) 0,565
Glicemia( mg/dL) 115,92 (£73,62) 109,94 (+48,27) 0,739
Apo Al (mg/dL) 141,36 (+22,59) 137,22 (+19,74) 0,528
Apo B (mg/dL) 134,55 (+38,52) 109,88 (+ 28,98) 0,018
IMC(Kg/m2) 27,13( £6,00) 28,34 (£5,42) 0,408
Gordura Corporal (%) 38,21 (+£10,03) 36,88 (+9,12) 0,717
PC (cm) 95,45 (+10,36) 96,29 (+12,18) 0,815

Os valores sdo expressos como n (%), Média + DP ou , Mediana (250 - 750 percentil). DM: Diabetes
Mellitus; HAS: Hipertensdo arterial; PAS: pressao arterial sistélica, PAD: pressdo arterial diastdlica,;AVE:
acidente vascular encefalico, IAM: infarto agudo do miocardio, CRVM: cirurgia de revascularizacdo do

miocardio.. CT: Colesterol total ;

HDL-c: Colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c: Colesterol da

lipoproteina de baixa densidade; Apo:Apolipoproteina; IMC: indice de Massa Corporal, PC: Perimetro da

Cintura.
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Conforme descrito na tabela 8, os parametros funcionais da avaliacdo da reatividade
microvascular ndo demonstraram diferencas significativas entre os grupos. A CVC méaxima
durante iontoforose de acetilcolina foi de 0,20+ 0,16 APU/mmHg no grupo HF e de 0,28+
0,19 APU/mmHg no grupo SD. N&o houve diferenca no aumento da CVC induzida pela
resposta vasodilatadora da hiperemia reativa pds oclusiva entre os grupos (HF:0,36 + 0,09
APU/mmHg ; SD: 0,38+ 0,13 APU/mmHg).

Tabela 8: Vasodilatacdo méxima pelo estimulo da iontoforese com acetilcolina,
nitroprussiato de sodio e hiperemia reativa pds oclusiva e area sob a curva da
vasodilatacdo induzida por acetilcolina e nitroprussiato de sodio.

Variaveis Grupo HF(n=15) Grupo SD( n=39) P

Méaxima vasodilatacdo

CVC Pico-Basal HRPO 0,36 + 0,09 0,38+ 0,13 0,637
(APU/mmHQg)

CVC Pico-Basal Ach(APU/mmHg) 0,28 + 0,0 0,20 + 0,0 0,185
CVC Pico-Basal NPS(APU/mmHg) 0,16 + 0,02 0,12 + 0,02 0,247
Area sob a curva

Acetilcolina (APU/S) 3573,26 +2623,93 5431,29 +3702,20 0,072
Nitroprussiato(APU/S) 3081 +432,1 2832 + 600,9 0,742

Os valores sdo expressos como Média + Desvio Padrdo. Teste T Student para comparagdo entre 0s grupos.
APU: Unidades arbitrarias de perfusdo; s: segundos; CVC: condutancia vascular cutanea; HRPO: Hiperemia
reativa pos-oclusiva; mmHg: milimetros de mercirio; ACh: Acetilcolina; NPS: Nitroprussiato de Sodio.

N&o houve diferenca no incremento da CVC durante o estimulo com acetilcolina,
porém ao avaliar a area sob a curva da vasodilatacdo induzida pela acetilcolina, foi
observada uma tendéncia a diminuicdo deste pardmetro no grupo HF(p=0,072), o que esta
relacionado a uma menor resposta do endotélio e pode indicar disfuncéo endotelial.
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A figura 4 ilustra a diferenca entre a area sob a curva da vasodilatacdo induzida por
acetilcolina entre os grupos e a area sob a curva da vasodilatagdo induzida por

nitroprussiato de sodio.
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Figura 4: Area sob a curva da resposta vasodilatadora induzida por estimulo farmacoldgico com
acetilcolina e nitroprussiato de sodio.

SD

Em relacdo a quantificacdo de CPE, ndo foram encontradas diferencas significativas

nos valores de CPE entre 0s grupos.

Tabela 9: Quantificacdo de Células Progenitoras Endoteliais.

Variaveis Grupo HF(n=14) Grupo SD( n=33) P

CPE (%/Leuctcitos totais) ~ 0,0004 +0,0001 0,0005 +0,0005 0,105

Os valores sdo expressos como Média + DP. Foi utilizado Teste t Student para comparagdo entre 0S grupos.

Os valores foram expressos em percentual dos leucécitos totais.
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7-Discussao

O aumento dos niveis de colesterol é um dos principais fatores responsaveis pela
agressao ao endotélio vascular (HOLOWATZ et al 2011) e tem sido apontado como causa
de alteracdo da estrutura e funcdo vascular, uma vez que pode interferir na funcédo
endotelial bem como levar ao surgimento de lesdes ateroscleroticas; (STAPLETON et al
2010). Nesse contexto, o estudo das alteragbes microvasculares e das CPE em pacientes
com hipercolesterolemia grave, realizado neste trabalho, tem importancia no sentido de
avaliar mecanismos fisiopatologicos existentes nessa condicdo, e a comparacdo entre
grupos com ou sem diagnostico de HF se baseia na possibilidade de maior acometimento

dos pacientes com HF, dentre o conjunto de pacientes com hipercolestrolemia grave.

No presente estudo foi observada uma pior funcdo endotelial nos individuos com
hipercolesterolemia grave em comparagdo com dados encontrados na literatura em
individuos saudaveis (SOUZA et al 2014). Em estudo que comparou os parametros de
funcdo endotelial microvascular utilizando a técnica laser speckle em individuos saudaveis
com média de idade de 42,1+0,6 anos e individuos com DAC precoce com média de idade
de 42,6+0,5 anos, a medida da area sob a curva da vasodilatacdo induzida por acetilcolina
foi significativamente maior no grupo controle. Esse valor também foi superior ao
encontrado nesse estudo (7258+730 UAP/s no grupo controle e 3723+789 UAP/s no grupo
de pacientes com DAC). Assim o tempo e intensidade da vasodilatacdo dependente do
endotélio parecem também estar diminuidos nos individuos com hipercolesterolemia grave,
se assemelhando aos resultados encontrados em pacientes com histérico de doenga
cardiovascular precoce. CORDOVIL et al (2012) também observaram uma menor
vasodilatacdo dependente do endotélio apds estimulo com Ach e HRPO em pacientes
dislipidémicos com média de idade de 62,2+1,2 anos quando comparados com individuos
jovens saudaveis utilizando a técnica de fluxometria LSCI . Enquanto o valor de
incremento na condutancia vascular cutanea induzida por estimulo de Ach encontrado em
nosso estudo se assemelhou ao encontrado no grupo de dislipidémicos moderados
(Incremento de CVC Ach 143,7+£14,57% ), observamos que o incremento na vasodilatacao

induzida pela HRPO foi maior no presente estudo quando comparado com 0s pacientes
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hipercolesterolémicos moderados ( Incremento de CVC HRPO 123,9+7,47% ) ficando
mais proximos aos valores encontrados no grupo controle (241,3+25,7%).

A presenca de disfungdo endotelial em pacientes com hipercolesterolemia grave ja é
bem documentada em diversos estudos (AGGON et al 2001, DE JONGH et al 2002,
FERREIRA et al 2007, VLAHOS et al 2014). VLAHOS et al 2014 encontraram uma piora
na funcdo endotelial de criancas com HF quando comparadas com criangas saudaveis,
confirmando a necessidade de acompanhamento e tratamento de individuos com
dislipidemia grave tdo logo o diagnostico seja realizado. ZHONG-XUAN YE et al (2007),
ao estudar 32 pacientes com diagnostico genético de HF com idade média de 36,0+17,8
anos e 34 pacientes com média de idade de 42,1+17,0 anos sem HF, observaram que 0s
individuos HF possuiam uma menor DFM. Em metanélise de 2010, MASOURA et al,
analisaram 51 estudos que avaliaram a funcdo endotelial e a presenca de aterosclerose
subclinica em 4057 pacientes com HF e 732 pacientes com Hiperlipidemia Familiar
Combinada (HFC) e observaram que tanto a vasodilatacdo dependente do endotélio como a
vasodilatacdo ndo dependente do endotélio foram significativamente menores nos grupos
de pacientes com HF e HFC quando comparados com individuos saudaveis. Dentre 0s
mecanismos propostos para a disfuncdo endotelial na hipercolesterolemia estdo o aumento
da degradacdo de ON, a deficiéncia de L-arginina e de tetrahidrobiopterina (BH4) e o
aumento da dimetilarginina assimétrica (ADMA), que é um inibidor end6geno da oxido
nitrico sintase. Estudos anteriores demonstraram que a disfuncdo microvascular induzida
por hipercolesterolemia estd relacionada com niveis de LDL-c , pela presenca de LDL
oxidada e ativacdo do LOX-1 levando a uma reducgdo progressiva da vasodilatacdo
dependente do endotélio (KENNEY et al 2013).

Geralmente individuos com dislipidemia de origem genética s@o cronicamente
expostos a concentracdes elevadas de colesterol plasmatico, sendo propensos a desenvolver
disfungdo endotelial e aterosclerose de maneira precoce (MASOURA et al 2010). No
entanto, a literatura aponta que determinados tipos de mutacdo genética podem gerar maior
gravidade da hipercolesterolemia e suas consequéncias clinicas (JUNYENT et al 2010)
enquanto outros individuos com alteracBes genéticas evoluem com baixos niveis de LDL-c
plasmético. Ao separarmos os individuos entre 0s que tinham diagndstico clinico definitivo
de HF e os que tinham suspeita clinica, foi observada uma tendéncia a reducdo da area sob
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a curva da resposta vasodilatadora ao estimulo farmacoldgico com acetilcolina no grupo HF
(p=0,07). Tal resultado poderia estar relacionado com os valores significativamente
maiores de LDL-c observados nesses individuos, uma vez que diversos estudos ja
relacionaram a gravidade da hipercolesterolemia com o grau de comprometimento
endotelial e aparecimento de DCV ( MASOURA et al 2010, LINS et al 2013). Entretanto,
como ndo foi encontrada correlacdo entre os niveis de LDL-c e os parametros de funcéo
endotelial microvascular mas sim uma correlagdo inversa entre a pontuacdo do escore de
diagnostico utilizado e a area sob a curva da vasodilatacdo induzida por Ach, pode-se
sugerir que gquanto maior a associacdo e intensidade dos fatores de risco como histéria
precoce ou familiar de DCV e niveis elevados de LDL-c, maior a injuria do endotélio com
consequente diminuicdo da sua capacidade de vasodilatagéo.

Em estudo de LEWANDOWSKI et al (2014), ndo foi encontrada diferenca
significativa na DFM de individuos com HF detectada geneticamente e individuos com
suspeita clinica de HF porém sem diagndstico genético. Entretanto, houve uma diminuicéo
significativa desse parametro em ambos 0s grupos quando comparados com individuos
saudaveis, o que provavelmente também seria observado caso fosse feita a comparacédo do
grupo avaliado no presente estudo com individuos saudaveis. Os autores sugeriram que a
DFM poderia ser utilizada para detectar a disfuncdo das células endoteliais de maneira
precoce de forma que antecedesse 0 processo aterosclertico tanto em pacientes
hipercolesterolémicos de causa ndo genética como em pacientes com HF.

No presente estudo, as CPE também foram avaliadas devido a sua capacidade de
contribuir para a restauracao das células endoteliais e da funcéo endotelial, sendo utilizadas
como um indicador da capacidade de reparo endotelial do organismo (LIANG-YU LIN et
al 2014, ASAHARA 1997). Foi observada uma relagdo direta entre 0 aumento dos niveis de
HDL- c e Apolipoproteina Al e os niveis de CPE no grupo estudado. A mesma relagéao foi
encontrada em estudo de Rossi et al 2010, ao estudar 41 homens e 39 mulheres com LDL-c
aumentado e média de idade de 41,6+ 2,2 anos. Eles observaram que individuos com
baixos niveis de HDL-c possuiam menores niveis de CPE e menor capacidade de migracdo
destas células em relacdo aos individuos hipercolesterolémicos com niveis normais de
HDL-c, indicando que o numero e funcionalidade das CPE sdo fortemente influenciados

pelos niveis de HDL-c. Em outro estudo com 122 individuos adultos jovens saudaveis, DEI
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CAS et al (2011) também observaram uma relacdo direta entre os niveis de HDL-c e 0s
niveis de CPE. A mesma relac&o foi observada em 116 pacientes com DAC onde o HDL-c
plasmaético se relacionou positivamente com o numero de células CD34+KDR+.

Dentre os mecanismos que podem explicar essa relagdo, PEUTOMENOS et al 2009
observaram in vitro que o HDL-c inibiu a apoptose das CPE, favorecendo a sua
diferenciacdo e proliferacdo. Inibicdo da apoptose também foi observada por NOOR et al
2007. Em ratos observou-se que a infusdo de HDL-c reconstituida aumentou o nimero de
CPE circulantes (TSO et al, 2006), e promoveu a diferenciacdo de células mononucleares
em CPE e aumentou a sua capacidade angiogénica(SUMI et al, 2007). Em um pequeno
estudo com 7 pacientes com DM do tipo 2, VAN OOSTROM et al 2007, observaram
aumento na concentracao de CPE apds 7 dias de uma infusdo com HDL reconstituido.

O efeito benéfico do HDL-c sobre o nimero e funcdo das CPE pode ser uma das
explicacOes para as acOes de protecdo vascular do HDL-c em situacdes patologicas.

Apesar de ser esperada uma associacao entre os niveis de LDL-c e CPE como o
encontrado em alguns trabalhos (CHEN et al 2004, HILL et al 2003) tal resultado néo foi
observado nos pacientes avaliados. Esse achado provavelmente esté relacionado ao fato de
todos os individuos possuirem altos niveis de CT e LDL-c com pouca diferenca nas
concentracOes de LDL-c devido aos critérios de inclusdo. A mesma falta de associacéo foi
encontrada por alguns outros estudos com pacientes hipercolesterolémicos e com fatores de
risco cardiovascular (VASA et al 2001, ROSSI et al 2010).

Né&o foi observada diferenca nos valores de CPE entre os individuos que possuiam
HF clinicamente definida e os que ndo possuiam diagnostico. RAMUNNI et al (2010)
também ndo encontraram diferencas significativas entre os niveis de CPE de pacientes com
HF e pacientes com hipercolesterolemia moderada de causa ndo genética. Entretanto o
namero de CPE foi significativamente menor em ambos os grupos quando comparados
com individuos saudaveis assim como em estudo de FABBRI-ARRIGONI et al (2012), que
observou niveis de CPE menores em criangas com HF quando comparadas com criancgas
saudaveis , apontando um aumento do risco cardiovascular com a exposicao precoce a
alteracdes lipidicas.

Os resultados encontrados no presente estudo apontam que a gravidade e

comprometimento da funcédo endotelial avaliada pela sua capacidade de vasodilatacdo ou da
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sua capacidade de reparo através das CPE, estdo mais relacionados com a gravidade da
hipercolesterolemia do que com a sua causa, seja ela genética ou ambiental. Assim o
tratamento otimizado da hipercolesterolemia deve ser indicado para todos os pacientes que
mantenham niveis elevados de LDL-c a fim de reduzir a morbimortalidade nessa

populacéo.

8-Limitacdes

O presente estudo apresenta limitagdes que podem ter influenciados os resultados
encontrados. Por se tratar de uma populacdo que ja era acompanhada em um hospital de
Cardiologia, a maioria dos pacientes ja se encontrava em uso de medicacdo hipolipemiante,
ndo sendo possivel avaliar os valores de CT e LDL-c basais na maioria dos pacientes, o que
impediria a inclusdo de possiveis pacientes com HF cujos niveis elevados de CT e LDL-c ja
tivessem sido reduzidos pela medicacdo. Todavia, esse fato termina por resultar na selecao
de uma populacdo realmente grave por manter niveis lipidicos elevados a despeito do uso
de hipolipemiantes pela maioria. Além disso, por serem utilizados critérios diagnosticos
clinicos para a definicdo do grupo HF, € possivel que alguns pacientes do grupo SD
possuissem diagnostico genético ndo detectado. Porém, dada a importancia dos efeitos do
CT e do LDL-c sobre o endotélio vascular, como anteriormente discutido, a presenca de
alteracdo genética subjacente talvez possa ser considerada, isoladamente, um dado menos
relevante. Por fim, devido ao pequeno nimero de pacientes, ndo foi possivel excluir
pacientes com outros fatores de risco que poderiam influenciar a fun¢éo endotelial como
HAS, DM e obesidade.
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9-Conclusdes

e Os pacientes com hipercolesterolemia grave apresentaram alta prevaléncia de
hipertensdo arterial sisttmica, excesso de peso, gordura visceral e eventos
cardiovasculares prévios.

e Dentre os pacientes com hipercolesterolemia grave, 27,7% possuia diagnostico
clinico definitivo de HF.

e Foi observada uma relacdo direta entre a pontuacéo do escore de diagndstico da HF
e a area sob a curva da vasodilatagdo induzida por Ach.

e Foi observada uma relagéo direta entre os valores de HDL-c e apolipoproteina Al e
os niveis de CPE, e uma relacdo inversa entre os niveis de TG e CPE.

e Houve uma tendéncia a menor resposta vasodilatadora dependente do endotélio de
pacientes com diagndstico clinico de HF

e Nao houve diferenca entre os valores de CPE nos grupos avaliados.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DO CONSUMO ALIMENTAR, ESTADO NUTRICIONAL, CELULAS
PROGENITORAS ENDOTELIAIS E REATIVIDADE MICROVASCULAR EM
PACIENTES COM SUSPEITA DE HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR.

Pesquisador: Annie Seixas Bello Moreira

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 26802514.4.0000.5272

Instituigdo Proponente: Instituto Nacional de Cardiologia - INC
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 525508
Data da Relatoria: 24/06/2014

Apresentagido do Projeto:

A aterosclerose € a3 base de uma série de doencas cronicas que acometem o sistema cardiovascular e
constituem atualmente a principal causa de morte em todo o mundo. A hipercolesterolemia familiar
(HF )heterozigotica & uma das formas mais comuns de dislipidemia de base genética sendo caracterzada
por concentragdes elevadas de LDL-C e alta prevaléncia de aterosclerose prematura. As células
progenitoras endoteliais (EPC). células CD24+ circulantes capazes de se diferenciarem em células com
caracteristicas

endoteliais, tem side intensamente estudadas pela sua capacidade de auxiliar no reparo endotelial continuo
e na vasculogénese. A Hipercolesterolemia Familiar (HF) & uma doenca

genética do metabolismo das lipoproteinas cujo modo de heranga € autossdmico codominante € que se
caracteriza por niveis muito elevados do colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), e pela
presenca de sinais clinicos caracteristicos, como xantomas tendineos e risco aumentado de doenca arterial
coronariana prematura. O ponto de partida para se considerar a possibilidade diagnostica de HF é a
concentrag3o de LDL-c 180 mgidL

em aduitos. Sinais clinicos, como a presenca de algum grau de arco corneal. ocorre em 50% dos indwiduos
com HF entre 21-25 anos. Ja o arco comeal completo esta presente em 50% dos portadores de HF aos 50
anos. N3o existe. no entanto, correlagdo entre o grau do arco corneal e as
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manifestagdes de DAC. Espessamento dos tenddes ocorre em 63% dos portadores de HF; alteragdes na
ecogenicidade dos tenddes est3o presentes em 90% dos portadores de HF; xantomas sdo detectados em
68% dos portadores de HF com mutagdes do gene LDLR20.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o consumo alimentar, estado nutricional, a quantficac3o de células progenitoras endoteliais (EPC) e
a fungdo endotelial através da reatividade microvascular de pacientes com e sem diagnostico de
Hipercolesterolemia Familiar;

Objetivos Especificos (ou secundario):

Identificar pacientes que possuam diagnostico clinico de Hipercolesterolemia Famdiar;

Caracterizar o estado nutricional & o consumo aimentar destes pacientes;

Quantificar o nimero de EPC . a reatividade microvascular e avaliar os biomarcadores de fungdo endotelial
destes pacientes;

Comparar o niumero de EPC, a fungio endotelial. o estado nutricional & o consume alimentar entre os
pacientes com Hipercolesterolemia Familiar & os pacientes sem diagnostico de HF.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O presente projeto de pesquisa n3o envolve a realizag3o de procedimentos NoVos que POSSAM Irazer fisco
para os pacentes. A coleta de sangue n3o envolve riscos, todos 0s materiais utiizados serde descartaves,
0 paciente podera sentir um leve desconforto no local da retirada do sangue. O teste de reatividade
microvascular & um teste n3o invasivo que na3o oferece riscos para o paciente. O paciente podera sentir um
leve desconforto(formigamento) no lugar do laser. Em caso de alguma complicac3o com os procedimentos
da pesquisa, a assisténcia médica é garantida.

Beneficios:

Este estudo trara beneficios 3 comunidade cientifica, uma vez que identificadas caracteristicas especificas
dos pacientes com Hipercolesterolemia Familiar, novas formas de intervengéo e tratamento podem ser
estudadas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa foi atualizado com todas as sugestdes e a seguir responderemos a pendéncia:
Pendéncia - Esclarecimentos sobre como e em qual local se dara o acompanhamento nutricional apos
término da pesquisa.

Enderego: Ruadas L 374 - 5% andar
Bairro: Laranjeiras CEP: 22240-006

UF: RJ Munloiplo:  RIO DE JANEIRO

Telefome: (21)3037-2307 Fax: (21)3037-2307 E-mall: cepncaranjeraziomal.com
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Resposta - Todos os pacientes ser3o encaminhados para realizar o acompanhamento médico no
ambulatério de tratamento de dislipidemia e prevenc3o de aterosclerose e acompanhamento nutricional no
ambulatdrio de nutric3o de dislipidemia e prevencio de aterosclerose, que funciona toda terga-fera pela
parte da manha no Instituto Nacional de Cardiologia.

Sera realizada abertura de prontuario. caso algum pacients n3o possua matricula no INC. A maior parte dos
pacientes ja realiza acompanhamento medico e nutricional no ambulatorio de aterosclerose do INC, sendo
assim mantido o acompanhamento durante & apos o término da pesquisa, para estes e para os pacientes
novos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Apresentados.

Recomendagoes:

N3o ha.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

N3o ha.

Situag3o do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N3o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Conforme Resolugdo CONEP/MS 486/12 Capitulo X Item 2.d cabe 3o pesquisador responsavel elaborar &
apresentar os relatorios parciais € final ao Comité de Etica em que foi submetido o projeto.

RIO DE JANEIRO, 24 de Junho de 2014

Assinado por:
monica moura de vasconcellos
(Coordenador)

Endersgo: Rua das Laranjeiras 374 - 5% andar

Salrro: Lamnjeiras CEP: 222a0-006

UF: RJ Munioiplo: RIO DE JANEIRO

Telefone: (24)3037-2307 Fax: (21)3037-2307 E-mall: cepnciaranjerazgmai.com
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ANEXO II
MINISTERIO DA SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA
ENSINO E PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Voceé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa — AVALIACAO DO
CONSUMO ALIMENTAR, ESTADO NUTRICIONAL, CELULAS PROGENITORAS
ENDOTELIAIS E REATIVIDADE MICROVASCULAR EM PACIENTES COM
SUSPEITA DE HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR.

PESQUISADOR RESPONSAVEL NO INC: Annie Seixas Bello Moreira
ENDERECO: Rua das Laranjeiras, 374 — Laranjeiras- Rio de Janeiro, 22240-006, telefone (21) 3037-2288

PESQUISADORES PARTICIPANTES no INC: Annie Moreira: (21) 3337-2431; Andrea Lorenzo (21);
3037-2288 Juliana Duarte (21)995487142

Comité de Etica em Pesquisa INC: (21) 3037-2307; Contato por e-mail: cepinclaranjeiras@gmail.com

COMO E O ESTUDO: O senhor (a) sera atendido por equipe multiprofissional onde sera realizada
avaliagdo nutricional e clinica e também serdo aplicados questionarios para avaliar seu consumo
alimentar, qualidade de vida e prética de exercicios fisicos. Sera efetuada coleta de 10ml de sangue
em tubo com EDTA. A coleta deve seguir todas as normas de higiene e seguranga estabelecidas
para este fim. Esta seré efetuada por profissionais enfermeiros treinados e participantes do projeto.
Além disso sera realizado um exame para investigar a sua funcao endotelial. Para a realizacéo deste
exame, o senhor (a) ficara deitado em uma maca, permanecendo imdvel durante o tempo do exame
de aproximadamente 20 minutos. Sera aplicado um “eletrodo” no seu brago direito, onde serdo
colocadas substancias que entrardo em contato com a sua pele. Um feixe de luz serd direcionado
para este local com o intuito de visualizar a resposta dos pequenos vasos do seu brago, aos
estimulos. O senhor (a) poderad sentir um pequeno formigamento no local em que o eletrodo é

afixado.

CUSTO: O (a) senhor (a) receberd um auxilio para passagem e um lanche no dia da pesquisa.

Assim ndo havera nenhum custo por participar da pesquisa.

RISCO: Néo sofrera nenhum risco em participar, o exame é indolor e ndo invasivo. Em caso de

alguma complicacdo com os procedimentos da pesquisa, a assisténcia médica é garantida.
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BENEFICIOS: o senhor(a) podera ajudar a descoberta de novas possibilidades de tratamento para

reducéo do colesterol e terd acompanhamento nutricional durante e ap6s a pesquisa.

Sua participacdo é totalmente voluntaria e o (a) senhor (a) pode desistir e retirar seu
consentimento em qualquer momento durante o decorrer da pesquisa, sem que isso prejudique sua
assisténcia pela equipe de satde. Em caso de danos ocasionados pelos procedimentos da pesquisa, 0

senhor (a) podera requerer indenizacdo por meios legais.

Seus dados sdo secretos e sigilosos de acordo com as normas brasileiras. Os resultados desta
pesquisa poderdo ser publicados em revistas cientificas, mas a sua identidade serad preservada. A

gualquer momento o(a) senhor(a) podera esclarecer duvidas.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma cépia ficard com o
senhor (a) e a outra sera arquivada pelo pesquisador responsavel. Tanto o pesquisador como o senhor (a)

deverdo rubricar e assinar as duas vias.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacGes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo no termo de consentimento livre e esclarecido e aceito participar

voluntariamente desse estudo.

Nome do Paciente: Data:

(ou representante legal)

Assinatura do Paciente:

Nome do Pesquisador: Data:

Assinatura do Pesquisador:
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ANEXO 111

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RI10O DE JANEIRO - FACULDADE DE
MEDICINA

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA

Avaliacao da funcéo endotelial, células progenitoras endoteliais e perfil nutricional de
pacientes com Hipercolesterolemia Familiar Heterozigética.

Identificacdo

Data__ [/ / Cadigo Registro INC:

Nome completo:

Género ___ feminino (1) ___ Masculino (2) Estado civil: Idade:

Raca (auto relato):

Data de nascimento [/ Cidade de nascimento

Email:

Telefones:

Endereco:

Grau escolaridade (1) ndo sabe ler ou escrever (2) sem estudos 3) Ensino fundamental (4)
Ensino médio (5) formacéo profissional (6) Superior incompleto (7) Superior completo (8)
outros:

Situacgéo profissional(1) ativo empregado (2) ativo desempregado (3) inativo (estudante,
aposentados, incapacitados de trabalhar, trabalhadores domésticos)
Profisséo:

Histéria Clinica

Tem/ ja teve diagndstico médico de alguma das patologias abaixo? (Ateng&o critérios de
excluséo)

Observagdes

Hipotireoidismo sim néo Né&o sei
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Hipertireoidismo sim néo N&o sei

Insuficiéncia renal e/ou sindrome sim néo N&o sei

nefrética

Hepatopatia cronica sim néo N&o sei

Insuficiéncia cardiaca sim néo N&o sei

cancer sim néo N&o sei

Enfermidade psiquiatrica sim nédo N&o sei

(depresséo)

Passou por alguma cirurgia nos sim néo N&o sei

ultimos 30 dias?

Doenca do Tecido Conjuntivo sim néo N&o sei

Doenga Reumética sim néo N&o sei

Angina de peito sim néo N&o sei | Ano:
Idade

Infarto agudo do miocardio sim néo N&o sei | Ano:
Idade:

AVC sim néo N&o sei | Ano:
Idade

RVM sim néo N&o sei | Ano:
Idade

Cateterismo/ Angioplastia sim néo N&o sei | Ano:
Idade

DAP sim nédo N&o sei | Ano:
Idade

Dislipidemia:
Valor mais alto de colesterol total encontrado? mg/dl(qual mais alto valor de

colesterol que ja teve?)

Faz acompanhamento com médico?
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(' )Sim, com especialista (cardiologista)(1) ( )Sim, com Clinico Geral. (2) ( )Nao(3) ( )
(4)Outros, especifique:

Data do inicio do acompanhamento:

Este valor foi encontrado antes ou depois do tratamento?

Ja teve diagnostico médico de hipercolesterolemia familiar?
( )Sim ( )Né&o ( )Né&o sei

Ano de diagnéstico: ( )Genético ( ) Clinico

Recebe tratamento medicamentoso?

Data do inicio do tratamento medicamentoso:

Medicac¢des em uso:

Ja houve troca da medicacédo durante o tratamento? (Anotar se houve aumento ou
diminuicdo na dosagem de hipolipemiante ou troca de hipolipemiante recentemente e
guando foi a Gltima troca)

Desde o inicio do tratamento, ja parou de tomar medicacao? (1 )Sim (2 )Né&o

Faz acompanhamento nutricional? (1) Sim (2 )Nao (3 )Ja fiz mas parei.

78



Segue as orientacdes? (1 )Sim (2 )N&o (3 )As vezes.

Diabetes melittus:

Tem/ jé teve o diagnostico médico de diabetes mellitus?
(1 )Sim (2 )N&o (3 )Nao sei

Ano do diagndstico:

Hipertensao arterial

Tem/ ja teve o diagnostico médico de hipertensao arterial?
(1)Sim ( 2 )N&o (3 )As vezes
Ano do diagndstico:

Tabagismo

Fuma ou ja fumou cigarros ou caximbos? (1 )Sim ( 2)N&o (3 )Ex-fumante(* aquele
que ndo fumou no dltimo ano.)

Se a resposta for afirmativa, especifique: ( 1 ) Fumante diario ( 2 )Fumante ocasional

Que idade tinha quando comecou a fumar regularmente? _ anos
Quantos cigarros fuma ou fumava, ao dia, habitualmente? __ cigarros
Héa quantos anos é/foi fumador habitual? __ anos

Se parou de fumar, com que idade parou? anos

Somente para mulheres:

E menopausada?

Com que idade teve a Gltima menstruag&o: anos
Atualmente utiliza algum tratamento hormonal (oral/ injetavel)
(1 )Sim (2 )N&o (3 )Nao sei

Desde quando utiliza:

Exames Laboratoriais:

Data:
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Col total: TG: HDL: LDL: PCR:

Apo Al: ApoB: Lp(a): TSH: Glicose:
TGO: TGP: CPK: Leucécitos: acido urico:
Outros:

Média PAD: mmHg

Frequéncia cardiaca: 12 medida: FC I/m

Sinais Clinicos de HF:

Arco corneano: (1)Sim ( 2 )Néo
Xantomas tendinosos: (1 )Sim ( 2 )Nao

Xantelasma: (1 )Sim (2 )Nao

Antropometria:

Peso Habitual: Peso atual:

Altura: IMC: ___ kg/m?

Circunferéncia da Cintura: Medida 1: Medida 2: Média:
Circunferéncia da Panturrilha: Circunferéncia do Pescogo:
Circunferéncia do Quadril: Circunferéncia Braquial:

RCest: IAC: indice de

Conicidade:




ANEXO IV
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Analise da Composicao Corporal Avaliacao Nutricional
Massa Livre .
de m prmem : Norma' a DEfiCie nte
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AlC I 16,5 18,0 ~ 22,0 Mineral ONormal B Deficiente
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36,5 e
Proteina (kg 71 51,4 78~96
z Y- b
Mineral (ka) 2,74 0s5£0:2,23 2,69 ~ 3,29
Massa de
Gordura (kg 14,9 11,4 ~ 18,2
+ Mineral estimado
Analise Misculo-Gordura Administracdo do peso
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Rassmasssasnnnnnnnnm 2 5(104%)
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A gordura segmentar € estimada.
Controle de peso Grau de Obesidade Forga do corpo
90,0% (90~110)
Peso Meta 57,1kg MCC Superior mNormal  oDesenvolvid gpraco
o
23,6kg (25,8 ~ 31,6) :
Controle de peso 5,7kg cMo Inferior BNormal  ODesenvolvid gpraco
0
Controle de gordura -1,8kg T;’ESKQ R2A=2TH Misculo ONormal  OMuscular  BFraco
Controle de misculo 7.5kg 1158keal (1139~1310)
CB 25,6cm
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Area de Gordura Visceral Impedancia Diagnéstico de saide
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ANEXO V
Apresentacdes em Congressos e Resumos publicados:

Silva, JDL, Cezario LA, Assad MHV, Lorenzo AR, Moreira ASB. Inadequacdo do
consumo alimentar e estado nutricional de pacientes com suspeita de
Hipercolesterolemia Familiar. In: XXXIV Simpésio do Instituto Nacional de Cardiologia,
2013, Rio de Janeiro.

Cezario LA, Silva, JDL, Assad MHV, Lorenzo AR, Moreira ASB. Inadequacao dietética
e baixo consumo de alimentos funcionais hipocolesterolémicos em pacientes com
dislipidemia grave. In: X1V Jornada de Nutricdo em Cardiologia- SOCERJ, 2014, Rio de
Janeiro.

Silva, JDL, Cezario LA, Assad MHV, Lorenzo AR, Moreira ASB. Diferencas na
distribuicdo de gordura corporal em pacientes com hipercolesterolemia familiar e na
dislipidemia grave. In: 31° Congresso de Cardiologia- SOCERJ, 2014 Rio de Janeiro.

Silva, JDL, Cezario LA, Assad MHV, Lorenzo AR, Moreira ASB. Excesso de gordura
visceral em pacientes com Hipercolesterolemia Familiar. In: XXIIl Congresso Brasileiro
de Nutricdo- CONBRAN, 2014 Vitoria.

Silva, JDL, Cezario LA, Assad MHV, Lorenzo AR, Moreira ASB. Inadequacédo do
consumo alimentar e do estado nutricional em pacientes do Programa de
Rastreamento de Hipercolesterolemia Familiar do Rio de Janeiro (RJ). In: 32°
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Resumo:

As células progenitoras endoteliais sdo um subtipo de célula progenitora
hematopoética derivada da medula 6ssea, capazes de se diferenciar em células com
caracteristicas endoteliais, contribuindo para o reparo e regeneracao vascular. Os efeitos
de um estilo de vida saudavel sobre a mobilizacdo e melhora funcional das células
progenitoras endoteliais sdo cada vez mais reconhecidos. O objetivo desta revisédo
sistematica foi investigar se ha evidéncias do efeito da dieta sobre os niveis e/ou

funcionalidade das células progenitoras endoteliais.

A busca bibliografica foi realizada durante os meses de outubro de 2013 a
fevereiro de 2014 por meio de fontes de dados eletrénicas.

Cinco artigos foram selecionados com base nos critérios de incluséo. Trés estudos
avaliaram somente a dieta e dois estudos avaliaram dieta e exercicio fisico estruturado.
Os estudos demonstraram que os individuos que alcangaram redugdo do peso corporal
apoés a intervencdo apresentaram melhora nos niveis de células progenitoras endoteliais.
Nos estudos que associaram dieta e exercicio, o aumento dos niveis de células
progenitoras endoteliais foi mais evidente nos grupos que praticaram atividade fisica.
Também foi observada associacao entre a dieta do mediterraneo e aumento nos nimeros

dessas células.

Apesar da escassa literatura encontrada, as evidéncias sugerem que uma dieta
saudavel associada a atividade fisica, manutengéo do peso ideal ou perda de peso em
pacientes com sobrepeso ou obesidade, tem efeito positivo sobre o0s niveis e

funcionalidade das células progenitoras endoteliais.

Palavras-chave: Dieta/Diet; Células Progenitoras Endoteliais/ Endothelial Progenitor
Cells ; Doencas Cardiovasculares/ Cardiovascular Diseases.
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Abstract:

Endothelial progenitor cells are a subtype of hematopoietic progenitor cells derived
from bone marrow, capable of differentiating into cells with endothelial characteristics,
contributing to vascular repair and regeneration. The effects of a healthy lifestyle on
mobilization and functional improvement of EPCs are increasingly recognized. The aim of
this systematic review was to investigate whether there is evidence of the effect of diet on
the levels and [/ or functionality of Endothelial progenitor cells.
The literature search was conducted during the months of October 2013 to February 2014

through electronic data sources. Only clinical trials were included.

Five articles were selected based on inclusion criteria. Three studies evaluated the
diet and only two studies assessed diet and structured exercise. Studies have shown that
individuals who have achieved weight reduction after the intervention showed
improvement in the levels of Endothelial progenitor cells. In studies that combined diet and
exercise, increased levels of Endothelial progenitor cells was more evident in groups that
practiced physical activity. Association was also observed between the Mediterranean diet
and increased numbers of these cells.
Despite the limited literature found, evidence suggests that a healthy diet combined with
physical activity, maintenance of ideal weight or weight loss in overweight or obese

patients, has a positive effect on the levels and function of E Endothelial progenitor cells.
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Introducdo:

Atualmente, as doencas cardiovasculares (DCV) s&o a causa mais comum de
morbidade e a principal causa de mortalidade em todo mundo®. A disfuncéo endotelial
ocorre desde o inicio do processo aterosclerotico e contribui para a formacao, progressao

e instabilidade da placa®.

Apesar dos mecanismos da disfuncdo endotelial ndo serem ainda completamente
conhecidos, um desequilibrio entre o dano vascular e a capacidade de reparo parece ter
um papel importante. Evidéncias sugerem que as células progenitoras endoteliais
(CPE),que sao um subtipo de célula progenitora hematopoética derivada da medula
Ossea, capazes de se diferenciarem em células com caracteristicas endoteliais,

contribuem para o reparo e regeneracéo vascular *>.

As CPE podem ser utilizadas como marcador de satde cardiovascular®’. Ja foi
demonstrado que pacientes com DCV e maiores niveis de CPE circulantes, apresentam
melhor progndstico em relacdo aos pacientes que possuem menores niveis de CPE®. O

uso de drogas hipolipemiantes, como as estatinas, também aumenta os niveis de CPE °.

Os efeitos de um estilo de vida saudavel sobre a mobilizacdo e melhora funcional
das CPE, sdo cada vez mais reconhecidos™. O tratamento n&o farmacolégico com o uso
de uma dieta saudavel e modificagcdes no estilo de vida como pratica de exercicios fisicos,
interrupcao do tabagismo e manutencdo de um peso corporal saudavel, é a base para a

12-14

prevencéo e tratamento das DCV''. Revisdes sisteméticas recentes'**apontam o efeito

do exercicio fisico no aumento do niumero de CPE.

A hipotese de que nutrientes contidos na dieta também possam influenciar
diretamente os niveis e funcionalidade das CPE tem sido investigada, tanto em ensaios
clinicos como em estudos observacionais®*™*’. Porém ndo ha um consenso sobre o efeito

de diferentes dietas para melhora dos niveis e funcionalidade das CPE.

O objetivo desta revisao foi investigar se h evidéncias do efeito da dieta sobre os

niveis e/ou funcionalidade das CPE.
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Métodos:

Foi realizado um estudo de revisao sistematica de ensaios clinicos, sendo toda a
busca, selecdo e andlise dos artigos realizados por dois pesquisadores. A pergunta que
direcionou essa revisao foi: “Existe relacdo entre a dieta e os niveis e/ou funcionalidade

das células progenitoras endoteliais? ”

A busca bibliogréfica foi realizada durante o meses de outubro de 2013 a
fevereiro de 2014 por meio de 7 fontes de busca: Pubmed, Scielo, Lilacs, Trip DataBase,

Scopus, Web of Science e Cochrane Library.

Os limites de busca foram: estudos em humanos, realizados com adultos ou idosos,
publicados em inglés, portugués ou espanhol, a partir do ano de 1997, ano da descoberta
das CPE. O desfecho clinico avaliado foi: A avaliacdo quantitativa ou funcional das CPE.

S6 foram incluidos ensaios clinicos (randomizados ou nao, controlados ou nao).

Na estratégia de busca, foram pesquisados, primeiramente, os descritores através do site
da Biblioteca Virtual em Saude (BVS), nos idiomas inglés, portugués e espanhol das
seguintes palavras-chave em portugués:” células progenitoras endoteliais”, “células
angiogénicas circulantes”, “dieta”, “alimento”, “alimentagao e “nutrientes”. Somente foram
encontrados os descritores para “dieta”, “alimentos”, “alimentacdo” e “nutrientes”, os
outros termos foram utilizados como palavras-chave. Os termos foram combinados da
seguinte forma: “células progenitoras endoteliais” e “dieta”; “células progenitoras
endoteliais” e “alimentos”; “células progenitoras endoteliais” e “alimentagao”; “células
progenitoras endoteliais” e “nutrientes; “células angiogénicas circulantes” e “dieta”;
“células angiogénicas circulantes” e “alimento”; “células angiogénicas circulantes” e
“alimentacao” e “células angiogénicas circulantes” e “nutrientes”; A busca foi realizada

com os descritores em portugués, inglés e espanhol em cada base de dado.

A triagem e extracdo de dados dos artigos foi feita por dois pesquisadores, sendo
elaboradas tabelas para o catélogo dos artigos encontrados através da combinacédo de
descritores, MESH Terms e palavras-chave. A primeira triagem era realizada através do
titulo, seguido pelo resumo e metodologia do estudo, caso os estudos atendessem aos
critérios de incluséo previstos, era obtido o texto completo para determinar a sua incluséo
ou ndo na revisdo. Também foi realizada uma busca adicional na referéncia bibliogréfica

dos artigos selecionados.
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Para a andlise da qualidade dos artigos selecionados, foi utilizada a escala

Consort'® como parametro.

Em decorréncia da heterogeneidade das caracteristicas das populacdes e das

intervencdes testadas, ndo foi possivel realizar a sintese por metanalise.

Resultados:

Seguindo a estratégia definida, a busca bibliografica resultou em 427 artigos. De

acordo com os objetivos do estudo e critérios de incluséo, 5 artigos foram selecionados.
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Artigos nas bases de dados
(n =427 ) Pubmed=292 Lilacs=25 Trip Database=
51 Scielo=0 Web of Science=0 Cochrane
Libray=04

Motivos de exclus3do:

Estudos com animais
(n=31)

Estudos observacionais
(n=03)

Estudos duplicados
(h=12)

\ 4

Estudos com bebidas,
suplementos ou
medicamentos
(n=05)

Estudos que ndo avaliam
intervencgdo ou desfecho
de interesse
(n=371 )

Artigos incluidos
(n=5)

Figura 1: Fluxograma de selecéo do estudo.

19-21

Em relacdo a intervencao, trés estudos avaliaram somente a dieta e dois

22,23

estudos avaliaram a dieta e exercicio fisico estruturado. Entre as dietas avaliadas,

192022 " 3 dieta do Mediterraneo®?, dieta para

estavam dietas reduzidas em calorias
dislipidemia seguindo as orientacbes de tratamento ndo farmacoldgico® do National

Cholesterol Education Program?* e dieta rica em gordura saturada ** .
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O desfecho avaliado na maioria dos estudos foi a quantificacdo de CPE. Somente
um estudo®® avaliou as CPE qualitativamente com ensaios de migracdo, capacidade
angiogénica e adeséo. A quantificacdo por citometria de fluxo através de marcadores de

antigenos foi a técnica mais utilizada®>

, Seguida da contagem de unidades formadoras
de colénia de célula endotelial (UFC-CE) em cultura celular **?%%3, A Figura 1 resume os

critérios de exclusdo dos artigos encontrados.

Trés estudos 1920%2

utilizaram diferentes dietas hipocaléricas como intervencao
nutricional. Heida e cols. *° utilizou dieta industrializada hipolipidica predominante liquida
nas primeiras 12 semanas de estudo, seguida por dieta com consisténcia sélida até
completar os 6 meses de intervencdo. Foi observada melhora na funcionalidade das CPE
nos individuos que tiveram perda significativa de peso (10% do peso inicial ou diminui¢ao
do IMC).

Fernandez e cols 22

utilizaram dieta hipocalérica (com restricdo de 40% do
consumo habitual) baseada na dieta do mediterraneo (tendo na sua composicédo 20% de
acidos graxos monoinsaturados, 5 % de poli-insaturados e 5% de acidos graxos
saturados) por 4 meses associada ou nao a atividade fisica de resisténcia com
intensidade de moderada a alta, trés vezes por semana. Ambos 0S grupos apresentaram
melhora no niveis de CPE (definidas como células CD34/KDR) e de células CD34 , sendo
significativamente maior no grupo que realizou atividade fisica.

Muller-Ehmsen e cols ?° fizeram acompanhamento nutricional de 149 individuos
em programa de perda de peso, por 6 meses, e reavaliaram 86 pacientes, observando
aumento significativo no nimero de células CD34 e CD117/CD34 nos pacientes que
diminuiram a partir de 2,5kg/m2 do seu IMC inicial.

21 em estudo crossover com 20 idosos, estudaram os efeitos de 3

Marin e cols
tipos de dieta por 4 semanas cada: dieta do Mediterraneo (tendo 15% de proteinas, 47%
de carboidratos e 38% de gordura, sendo 24% de gordura monoinsaturada.), dieta rica em
gordura saturada (15% de proteinas, 17% de carboidratos e 38% de gorduras, sendo
22% de gordura saturada), e uma terceira dieta com composi¢cdo de 15% de proteinas,
55% de carboidratos e 30% de gordura, sendo 10% saturados, 12% monoinsaturadas e
8% poli-insaturadas. Todas as dietas possuiam o mesmo teor de colesterol. Foi
encontrado aumento nos niveis de CPE somente quando os individuos utilizavam a dieta

do mediterraneo.
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Croce e cols®avaliaram a influéncia do tratamento ndo farmacolégico sobre os
niveis de CPE em pacientes dislipidémicos que nao utilizavam medicacao hipolipemiante.
Estes pacientes foram randomizados para receber orientacdo nutricional associada ou
ndo a 30 minutos de atividade fisica diariamente. Apds 4 semanas, observou-se um
acréscimo significativo no nimero de CPE, em ambos os grupos sendo mais evidente no

grupo que associou a atividade fisica.

A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas dos artigos selecionados e a

Tabela 2 apresenta uma sintese dos resultados encontrados pelos estudos.

Tabela 1:Caracteristicas Gerais dos artigos avaliados

Referéncia do estudo Intervencgao Duragéao Desfecho Resultados
tfuncionalidade
Nana-Maria Heida, MD et al Dieta hinocalérica das CPE quando
2010 @ p 6 meses. Funcionalidade perda de peso
>10%
G1:Dieta do mediterraneo G1:1 das CPE
. @2 hipocalérica G2:11 das CPE
Fernandez et al 2012 G2: Dieta do mediterraneo 4 meses. Ndmero de EPC
hipocalérica+ exercicio fisico.
Perda de peso
0 >2,5Kg/m?: 11
Muller-Ehsem et al, 2008 Dieta hipocaldrica . das CPE
6 meses Ndmero de EPC Mantiveram
peso:« CPE
Dieta 1: Dieta com alto teor de Interveggelazo e
o gordura saturada Intervengdo 2
Marin et al 2011 Dieta 2: _l)leta_h!ppllpldlca e 3 meses. Nimero de EPC CPE
hiperglicidica Intervencéo 3:
Dieta 3: Dieta do das gPE 1
Mediterraneo
G1: Orientag6es Nutricionais -
“NCEP-ATP III” .
Croce et al 2006 *? 1 més Numero de EPC C?;TTT(LZSS,%TE
G2: Orientagdes Nutricionais '
- “NCEP-ATP IlI” +exercicio
fisico

CPE- Células Proaenitoras endoteliais: G1- Grupo 1: G2- Gruno 2;: NCEP-ATPIII- National



http://www.scielosp.org/img/revistas/rbepid/v9n4/08t1.gif

Tabela 2:Caracteristicas Gerais dos artigos avaliados

Populacéo: Média de
Referéncia ) Total ) Média de IMC Caracteristicas
Local Delineamento x idade o
do estudo Intervencgao/ (anos) (kg/m?) dos individuos
Controle
Nana-Maria Ensaio clinico ndo _
Heida, MD et Alemanha controlado. N=49 42,0+14,0 42,0 +7,0 Obesos morbidos
al 2010 ®9
Fernénc(iz%z et riﬂéiﬁii!\gﬁ% N= 40 Glfjf * Sindrome
al 2012 Espanha controlado (20/20) 57,9 +5,0 G2:37.0 % Metabdlica
0,7*

Muller—Ehs?zrg Ensaio clinico ndo N=149 Elézgggojrﬁ
et al, 2008 Alemanha controlado. 52,5 +12,0 31,6 £5,1 programa de

perda de peso.
Marin et al Ensaio Clinico N=20 (10/10) Lo
2011 @) Espanha Crossover. 67,0 +45 | 31,9+ 55 | 'd0sossaudaveis.
Crom(e2 gt al rgr?sgﬁi;ggfoe G1:46 848 3* Hipercolesterolém
2006 Itélia controlado N=38 (20/18) G2-47 86 2* N.L icos ndo tratados

IMC- indice de Massa Corporal; G1- Grupo 1; G2- Grupo 2; N.I.- Ndo informado.

* Os estudos ndo informaram a média de idade e IMC da amostra total de participantes.

Discussao:

Apesar da escassa literatura encontrada, estudos incluidos nesta revisdo'*??,

apontam a influéncia positiva da dieta sobre os niveis e funcionalidade das células
progenitoras endoteliais, que contribuem nos processos de neovascularizacdo e de reparo
endotelial melhorando a funcdo endotelial’.

O uso da dieta do mediterrdneo, que € rica em nutrientes antioxidantes, tem sido

associado com uma reducdo na incidéncia de doenca arterial coronaria , cancer e

| 25, 22 jdentificaram aumento nos niveis de CPE

mortalidade gera Fernandez e cols
circulantes em todos os pacientes que consumiram a dieta do mediterraneo, e no estudo
de Marin e cols ** além do aumento das CPE foi observada diminuicdo nos marcadores
de estresse oxidativo. O estresse oxidativo e a diminuicdo de enzimas antioxidantes tém

sido associados com a diminui¢do dos niveis e funcionalidade das CPE?*?’. Uma hip6tese
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demonstrada in vitro € de que as CPE apresentam altos niveis de enzimas antioxidantes
gue sdo essenciais para manter a sua sobrevivéncia durante a regeneracdo dos tecidos
em condi¢des de injuria, e precisam de cofatores em niveis adequados para garantir sua
funcionalidade®’. Por outro lado, estudos observacionais ja relacionaram o maior consumo

de flavonoides na dieta **%%%°

e consumo de vinho tinto, que € rico em resveratrol, com
maiores niveis de CPE *"*. Assim, o uso de uma dieta rica em alimentos antioxidantes
pode influenciar diretamente a capacidade de reparo endotelial, através do aumento

destas células e melhora na sua funcionalidade.

A partir do estudo de Marin e cols #, sugere-se que o alto teor de &cidos graxos
monoinsaturados (24%) seja outra explicacdo sobre o efeito da dieta do mediterraneo no
aumento das CPE, ja que a ingestao dos outros dois tipos de dieta com variacdo na
quantidade de lipidios insaturados e no teor de gordura saturada ndo promoveu aumento
no numero dessas células. Os autores sugerem que a gordura monoinsaturada presente
no azeite de oliva extra-virgem (fonte de 80% dos &cidos graxos monoinsaturados das
dietas do estudo), que foi consumida em maior quantidade na dieta do mediterraneo,
esteja associada com essa melhora nos niveis das CPE, possivelmente devido a reducao
da liberacdo de radicais livres e do estresse oxidativo decorrentes do efeito protetor dos

componentes antioxidantes do azeite de oliva.

A literatura sugere que 0 excesso de peso esta relacionado com menores niveis e

19,20,31

funcionalidade de CPE de individuos obesos e que a perda de peso decorrente do

19,20,32

uso de uma dieta hipocalérica, esta relacionada com a melhora destes parametros,

0 que poderia contribuir para reducdo do risco cardiovascular nestes individuos: No

estudo de Muller-Ehmsen e cols %°

, foi observado aumento do nimero de CPE nos
individuos que apresentaram perda de peso superior a 2,5 kg/m?, enquanto nos que nao
apresentaram perda de peso ou a mesma foi inferior a esse limiar, ndo se demonstrou
alteracdo nos niveis das CPE. Heida e cols 'também encontraram aumento da
funcionalidade das CPE em individuos que apresentaram perda de peso superior a 10%
do peso corporal. Tais achados confirmam a contribuicdo da reducdo do peso nos niveis
das CPE.

Sabe-se que a habilidade das CPE de conferir prote¢édo vascular depende néo s6
da sua concentragdo, como também da sua capacidade funcional. As CPE atuam tanto se
19,33

diferenciando em células endoteliais como na estimulacédo paracrina da angiogénese

.Suas caracteristicas funcionais podem ser avaliadas através de ensaios especificos em
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laboratério. Heida e cols *° analisaram a capacidade funcional das CPE, com resultados
satisfatérios na melhora da capacidade angiogénica in vitro e in vivo das CPE de
pacientes que perderam peso. Entretanto este foi o Unico estudo que avaliou estes
parametros, o que limita a avaliagdo dos resultados nos outros estudos.

Recentemente tem sido demonstrado que a funcionalidade das CPE pode ser
modulada pela atividade fisica. Diversos ensaios clinicos e revisdes sobre o tema ***,
apontam que o exercicio fisico atua no aumento dos niveis e funcionalidade das EPCS,

2223 incluidos nesta revisdo

mobilizando as CPE para a circulagao periférica. Dois estudos
investigaram além da dieta, o efeito da associacdo de exercicio fisico e encontraram um

aumento mais acentuado das CPE nos grupos que realizaram a atividade fisica.

E importante frisar que os artigos avaliados utilizaram diferentes protocolos para
caracterizacdo e quantificacdo das CPE, sendo este um fator limitante para a comparacéo
entre os resultados. A caracterizagdo das CPE se baseia na identificagdo de marcadores
de superficie através da citometria de fluxo ou através da contagem de unidades
formadores de colénia em meio especifico para crescimento de CPE; no entanto, ndo ha
um protocolo Unico definido para essa técnicas, o que ja levou a resultados discrepantes

entre estudos®*.

3536 530 descritos dois tipos de CPE, as chamadas CPE “precoces” ou

Na literatura
“células angiogénicas circulantes” e as denominadas CPE “tardias” ou “formadoras de
coldnias de células endoteliais”, que possuem algumas caracteristicas distintas. Assim, a
identificacdo inequivoca e padronizacdo de técnicas quantitativas e qualitativas sao

necessarias para a validacao dos resultados encontrados.

Outra limitacdo é referente a intervencdo com dieta. Destaca-se a possibilidade de
ndo adesdo ao tratamento nutricional recomendado, o que dificulta a andlise correta da
intervengdo, bem como do n&o controle sobre o consumo de outros alimentos que
poderiam influenciar no resultado, além do tempo pequeno de seguimento. Podem ser
gerados ainda alguns fatores de confundimento, como por exemplo, a perda de peso,
favorecida por ingestdo de dieta hipocalérica, e o aumento do numero de CPE. Séo
necessarios estudos complementares onde se possam investigar se 0 aumento nos niveis
das células foi alcancado em virtude da terapia nutricional adequada ou da perda de peso
obtida.
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Por fim, o foco desta revisdo foi selecionar estudos que utilizaram dieta como

intervencdo, porém ha outros estudos na literatura que pesquisaram sobre nutrientes

15,29 17,30,38

especificos , em céapsulas®” ou uso de bebidas e sua influéncia sobre as CPE,
com resultados interessantes. De todo modo, o que se tem demonstrado € que 0s
nutrientes e a dieta do individuo sdo fatores de grande influéncia sobre os niveis e

funcionalidade das CPE.
Conclusdes:

N&o ha um consenso sobre uma dieta padrdo que influencie a funcdo endotelial
através do aumento de CPE ou de sua funcionalidade. Entretanto, as evidéncias
apontam que uma dieta saudavel associada a manutengdo do peso ideal ou perda de
peso em pacientes com sobrepeso ou obesidade, tem efeito positivo sobre as CPE e o
endotélio. Esta revisdo sistematica demonstra a escassez na literatura de estudos bem
controlados que avaliem a associagédo da dieta com os niveis e funcionalidade das CPE,
havendo necessidade da realizacdo de estudos com tal objetivo e com um maior nimero
de pacientes, buscando assim ampliar os conhecimentos que fundamentem a prética

clinica baseada em evidéncias.
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