Acta Med Port 2005; 18: 189-198

DA CLASSIFICACAO DOS FENOTIPOS DE

FREDRICKSON - perfis das lipoproteinas -
AO ENTENDIMENTO DOS GENOTIPOS

ELISA MARIA CAMPOS

Departamento de Bioquimica. Faculdade de Ciéncias Médicas. Universidade Nova de Lisboa. Lisboa.

RESUMO

Neste texto, comegaremos por ver os marcos historicos do trabalho experimental sobre
lipoproteinas plasmaticas com aplicagdo clinica. Este trabalho iniciou-se por volta de
1950, década de expansdo da Bioquimica. Assim, foram Gofman et al., em Berkeley, que
estabeleceram o poder ¢ a versatilidade da ultracentrifuga para o estudo das
lipoproteinas e identificaram o colesterol das LDL como sendo o agente aterogénico.
Em 1955, Havel et al., em Bethesda, utilizando a ultracentrifuga preparativa, mais simples,
procederam ao isolamento das lipoproteinas plasmaticas e ao estudo da sua composigao
quimica. No entanto, fazia-se sentir a necessidade de uma técnica adaptada ao despiste
de massas, uma vez que os estudos epidemiolégicos de Framingham, iniciados em
1946, confirmaram a rela¢@o entre colesterolémia e aterosclerose. Em 1967, Fredrickson
et al., aplicando a electroforese a separagdo de lipoproteinas propuseram a sua
classificagdo de hiperlipidémias - suscitando alguma controvérsia, mas constituindo
ainda hoje uma referéncia. Alaupovic, com o seu interesse pelo estudo das
apolipoproteinas langou a nomenclatura ABC pela qual sd3o conhecidas. Em 1973, com
o avango das técnicas de biologia celular, Brown e Goldstein descreveram o receptor
das LDL e a sua funcdo na regulagdo da homeostase do colesterol, langando as bases
de uma classificagdo genética.

Concluiremos com a base genética das hiperlipidémias, através dos trabalhos de varios
grupos de investigacdo, que estudaram, sobretudo, mutagdes na origem de
hipercolesterolémias; a maioria das hipertrigliceridémias ndo esta tdo bem definida em
termos genéticos.

Palavras-chave: lipoproteinas apolipoproteinas hiperlipidémia hiperlipoproteinémia
dislipoproteinémia fenotipo genotipo mutag¢des polimorfismos

FROM FREDRICKSON’S CLASSIFICATION OF PHENOTYPES
—lipoprotein patterns — to genotype comprehension
First, we will review the major episodes of the initial clinical investigations on
lipoproteins. They were carried out in the 1950s, decade of the expansion of
Biochemistry. Gofman and his colleagues, at Berkeley, established the power and
versatility of the ultracentrifugation method to study the serum lipoproteins. This
research group identified Low Density Lipoprotein cholesterol, rather than generic
cholesterol as the atherogenic agent. In 1955, Havel et al. at Bethesda, reported a
simpler method for the separation of serum lipoproteins by preparative
ultracentrifugation, which permitted chemical analysis of defined fractions. However,
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there was an obvious need for a technique to undertake a screening of a population
because the epidemiological Framingham Study, started in 1946, had confirmed serum
cholesterol levels as a major risk factor of atherosclerosis. In 1967, Fredrickson et al.
applying electrophoresis methods to the separation of lipoproteins developed a
classification of lipoprotein disorders, which was somewhat controversial, but it is still
a reference. Alaupovic, pursuing his apolipoprotein studies, introduced the ABC
nomenclature, the one in use today. In 1973, Brown and Goldstein described the LDL
receptor and its function on regulating cholesterol homeostasis, laying the foundations
of a classification of hyperlipoproteinemias on a genetic basis.

Then, we will review the genetic basis of lipoprotein disorders, through the work of
several research groups, studying, mainly, mutations leading to hypercholesterolemias;
most hypertrygliceridemias are not well defined in genetic terms.

Key-words: lipoproteins apolipoproteins hyperlipidemia hyperlipoproteinemia
dislipoproetinemia phenotipe genotype mutations polymorphisms

1. A CLASSIFICACAO DE FENOTIPOS DE
FREDRICKSON

Dos lipidos as lipoproteinas

Embora as determinagdes dos niveis sanguineos de
colesterol tivessem comegado na década de 1930, e, os
individuos com excesso de colesterol fossem aconselha-
dos a evitarem alimentos ricos neste composto, foi um
artigo de John Gofman et al. que despertou a comunidade
médica para os perigos do colesterol alimentar?. Neste ar-
tigo os autores confirmaram os estudos de Anitschkow,
segundo os quais o colesterol era uma substancia lesiva
para as artérias; com a introduc¢do da ultracentrifuga, iden-
tificaram também o colesterol das LDL! (C-LDL) como sen-
do o agente aterogénico — facto que constituia uma gran-
de contribui¢do da fisica na medicina.

Na década de 1940, Blix, Tiselius € Svensson demons-
traram que a maior parte dos lipidos plasmaticos migra-
vam num campo eléctrico com mobilidades idénticas as
das o e B-globulinas?. Pelos anos 50 o desenvolvimento
das técnicas de precipitag@o fraccionada permitiu a Cohn
et al realizarem a precipitacdo selectiva de o e [3-
-lipoproteinas?. O objectivo de Gofman et al. era o de estu-
darem o modo como os lipidos eram transportados no san-
gue e esclarecerem algumas divergéncias entre resulta-
dos obtidos por electroforese e as primeiras aplicagdes da
ultracentrifugacdo aos estudos de lipoproteinas
plasmaticas, realizadas em 1947, por Pedersen, no Institu-
to Karolinska de Upsala®. Foram, assim, Gofman et al., no
laboratorio Donner de Berkeley, Universidade da California,
que estabeleceram a ultracentrifugacao como método de
estudo das lipoproteinas plasmaticas. Estas, sdo particu-
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las de elevado peso molecular, soltveis em solugao aquo-
sa, de estrutura geralmente esférica, sendo o nucleo cons-
tituido por lipidos hidrofobos (triglicéridos e colesterol
esterificado) e o envdlucro exterior constituido por fosfo-
lipidos, colesterol livre e apolipoproteinas.

Gofman et al observaram que as lipoproteinas se re-
partem por zonas de concentragdes ao longo de um gradi-
ente de densidade de 0,99 g/mla 1,21 g/ml e classificaram-
-nas em trés classes principais:

- Quilomicra de d<0,99 g/ml

- LDL (Low Density Lipoproteins) 0,99<d<1,063

- HDL (High Density Lipoproteins) 1,063<d<1,21, as-
sim como as suas subclasses, HDLL HDL, e HDL,

Avaliaram ainda o significado clinico da associagdo
entre hiperlipoproteinémia, termo que tinham introduzido
em 1950, e a susceptibilidade para o aparecimento precoce
da doenca aterosclerdtica®. Utilizando uma técnica de ul-
tracentrifugacdo mais simples e bem adaptada a analise
quimica, ultracentrifugagdo preparativa, Havel, Eder e
Bragdon publicaram em 1955 os primeiros resultados de
conjunto sobre a composi¢do das lipoproteinas nas di-
versas afecgdes hiperlipidémicas’. E ainda hoje a técnica
de referéncia de isolamento de lipoproteinas.

Foram estes autores que introduziram a designacao
VLDL (0,99<d<1,019), (Very Low Density Lipoproteins) (8),
garantindo a adop¢ao do novo paradigma (VLDL-LDL-
-HDL) pela nova geragao de investigadores.

Também nos anos 50, Dole e Gordon descreviam a exis-
téncia de acidos gordos livres em circulagdo e esclareciam
o seu papel no metabolismo energético”!%. Em 1955, em
Bethesda, Edward Korn, isolou e caracterizou o factor
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tecidular libertado pela heparina; esse factor provocava a
cascata lipolitica, isto €, a transformac@o das lipoproteinas
ricas em triglicéridos ou de baixa densidade, em
lipoproteinas de menores dimensdes e mais elevada den-
sidade, as LDL!!. Designou-o por lipoproteina lipase (LPL)
e esta descoberta constituiu um passo fundamental para a
compreensao do metabolismo dos triglicéridos. Foi com-
plementado pelo isolamento, em 1970, da apolipoproteina
CII, em trés laboratorios distintos, e pelo conhecimento
desta apolipoproteina como cofactor da LPL, cofactor de
cuja existéncia j4 se suspeitava em Bethesda'2. De salien-
tar que o grupo de Gofman ja tinha procurado esclarecer o
efeito anti-quilomicra da heparina — observado pela pri-
meira vez na década de 1940, em Berkeley'3. Havel, em
1956, apresentava num congresso, em Bruxelas, subordi-
nado ao tema “Blood Lipids and the Clearing Factor”, um
tipo de hiperlipidémia que se manifestava por um aumento
de quilomicra no soro — primeiro caso de deficiéncia con-
génita de LPL registado, em trés membros da mesma fami-
lial*. Comecava a era moderna do metabolismo das
lipoproteinas.

Contudo, o indice de aterogenicidade proposto por
Gofman nao foi aprovado pelos especialistas em lipidos
desse tempo; estes, consideravam os niveis de colesterol
total um tdo bom indice de doenga cardiovascular como
as lipoproteinas!3. A controvérsia gerada em torno do
novo paradigma levou Gofman a abandonar esta area de
investigagao.

Apolipoproteinas

Nos finais dos anos 50, desenvolveram-se as técnicas
de deslipidagdo que marcaram o inicio da era das apolipo-
proteinas. Sem o componente lipidico, as apolipoprotei-
nas podiam ser fraccionadas. Estes estudos conduziram
ao conhecimento das estruturas primaria e secundaria das
apolipoproteinas, assim como a compreensao da base
quimica do polimorfismo das apolipoproteinas ¢ significa-
do funcional destes polimorfismos em termos de ligagdo a
lipidos, activacdo de enzimas ou interac¢ao com recepto-
res membranares. Duas altera¢des genéticas do transpor-
te de lipidos demonstraram o papel essencial das apolipo-
proteinas na formacao das lipoproteinas: abetalipoprotei-
némia e doencga de Tangier. Foram caracterizadas primeira-
mente pela auséncia de uma apolipoproteina e s6 em se-
guida se deu conta da auséncia total ou fraca concentra-
¢do de uma dada classe de lipoproteinas - duas mutagdes
raras que conduziam a uma hipolipoproteinémia. Esta des-
coberta relangou o interesse pela quimica das lipoproteinas
e permitiu o isolamento de varias novas apolipoproteinas.

A primeira destas deficiéncias metabolicas, auséncia
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de B-lipoproteinas, foi descrita por Salt et al. em Inglaterra,
numa menina de 17 meses, em 1960'°. Por esta altura ja se
diferenciavam as lipoproteinas do soro em duas grandes
categorias imunologicamente distintas: as 0-lipoproteinas
e as B-lipoproteinas. Verificou-se a auséncia de apo B no
plasma. Foi o primeiro caso reconhecido de abetalipopro-
teinémia (ABL). S6 em 1994 se identificou a deficiéncia
bioquimica subjacente. Trata-se da proteina microsomal
de transferéncia dos triglicéridos ou MTP (Microsomal
Triglyceride Transfer Protein). Na sua auséncia a particu-
la nativa é totalmente degradada!”. Poucos meses depois
da descri¢ao do primeiro caso de abetalipoproteinémia,
Fredrickson et al., em Bethesda, detectaram niveis muito
baixos de a-lipoproteinas ou HDL no plasma de um rapaz
de cinco anos (18), conduzindo a uma enorme acumulagio
de ésteres de colesterol no sistema reticuloendotelial do
organismo. Designaram esta anomalia por doenga de
Tangier, nome da ilha onde residia a familia. Praticamente
nao se detecta apo A-I na doenga de Tangier (inferior a
3% do normal), situacdo rara, em que se verifica um
turnover excepcionalmente rapido desta apolipoproteina.
Estudos recentes mostraram que a doenca de Tangier ¢
causada por mutagdes no transportador ABCA1 (ATP-
-binding cassete transporter 1)1°. Mediando o efluxo de
colesterol livre e de fosfolipidos das células, o ABCAL1
promove a transferéncia destes lipidos para a apoAl, dan-
do origem as HDL nascentes.

Estes dois casos levaram a pesquisa de outras apoli-
poproteinas e a uniformizacdo da sua nomenclatura. A
aplicagdo de novos processos fisicos de separagdo e es-
tudo das apolipoproteinas, permitiram por em evidéncia a
heterogeneidade das apolipoproteinas dentro de cada clas-
se de densidade. O isolamento e caracterizagdo de varias
apolipoproteinas individuais do plasma, assim como a
obtencdo de anticorpos que lhes sdo monoespecificos
permitiram a Alaupovic et al realizar o estudo sistematico
da composicdo em apolipoproteinas das diferentes clas-
ses de densidade?’. Propuseram uma terceira classifica-
¢do de lipoproteinas, baseada no conceito de “familia de
lipoproteinas”. Com base na composi¢do proteica das
lipoproteinas, aqueles autores distinguem diferentes fa-
milias: Lipoproteina-A (LP-A), Lipoproteina B (LP-B) e
Lipoproteina C (LP-C).

Inicialmente, a nomenclatura das apolipoproteinas era
muito confusa, com base no aminoacido C-terminal, por
exemplo, apoVLDL-Val, hoje apoC-I.

Como alguns dos aminoacidos C-terminais precisavam
de ser corrigidos e varias apolipoproteinas tinham o mes-
mo aminoacido C-terminal, a nomenclatura ABC, proposta
por Alaupovic, acabou por ser a adoptada pelo grupo de
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Bethesda?!. Num artigo recente, aquele autor salienta o
significado clinico das “familias de lipoproteinas™: A Lp-
-A ¢ constituida por trés subclasses designadas, conso-
ante a sua composi¢ao em apolipoproteinas, Lp-Al, Lp-
-AIL:All e Lp-All; a Lp-B por cinco subclasses, designa-
das Lp-B, Lp-B:E, Lp-B:C, Lp-B:C:E e Lp-AIl:B:C:E. Cada
subclasse ¢ caracterizada por uma composi¢ao quimica e
propriedades metabolicas especificas. As dislipoprotei-
némias caracterizam-se por diferengas quantitativas, mais
do que qualitativas, dos niveis destas subclasses. As
subclasses Lp-A diferem quanto as suas capacidades anti-
-aterogénicas relativas e as subclasses Lp-B quanto ao
seu potencial aterogénico. Enquanto a Lp-Al pode ter
maior capacidade anti-aterogénica, a Lp-B:C parece sera

subclasse mais aterogénica?2,

Fenotipagem das hiperlipoproteinémias

Na década de 1960, Fredrickson e os seus colegas do
Instituto Nacional de Saude, onde trabalhavam desde 1953,
formaram a Sec¢do de Doencas Moleculares com o objec-
tivo de investigar e descrever as doengas geneticamente
determinadas, envolvendo lipoproteinas plasmaticas num
livro intitulado The Metabolic Basis of Inherited
Diseases®.

Paradoxalmente, o estudo das apolipoproteinas ndo
parecia oferecer uma abordagem racional a esta tarefa.
Assim, Fredrickson et al. utilizaram uma combinagao da
ultracentrifugacao preparativa, de métodos de precipi-
tacdo com heparina e manganésio, das determinagdes
do colesterol e triglicéridos plasmaticos e da
electroforese em papel, para estabelecerem uma classi-
ficag@o de hiperlipoproteinémias que caracterizava cin-
co tipos (Fig.1) (24). Esta classificacdo teve o mérito de
ter permitido um melhor conhecimento das varias hiper-
lipoproteinémias sob os aspectos de diagndstico,
epidemiolodgico e genético; facilitou também o didlogo
entre investigadores ¢ clinicos: os termos ‘Tipo I’, ‘Tipo
II’, etc. sdo simples e permitem a pronta comunicagao
entre o laboratério ¢ a clinica, referindo-se a perfis de
lipoproteinas especificos, independentemente de esta-
rem associados a hiperlipoproteinémias primarias ou
secundarias; por exemplo ‘Tipo IV’ ¢ um termo mais
simples do que ‘hiperprebetalipoproteinémia’ ou “VLDL
aumentadas’. Os autores consideraram este sistema de
classifica¢do uma solug@o temporaria. Também chama-
ram a aten¢do para o facto de um dado fenotipo nao
reflectir necessariamente a alteracdo de um genotipo,
embora na concepgao original de Fredrickson cada tipo
de hiperlipoproteinémia correspondesse a expressao de
uma mutagio, ou seja, de um genotipo®. O facto de al-
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gumas das deficiéncias terem sido observadas numa
mesma familia conduziu a alguma especulacido de que
fenotipos especificos estariam associados com
hiperlipidémias geneticamente determinadas.

METODOLOGIA UTILIZADA:

Electroforese em papel

A electroforese em papel era o meio mais convenien-
te e economico de separagdo de lipoproteinas. Adaptava-
-se ao despiste de um grande ntimero de individuos.
Hatch e Lees?’ tinham alterado o sistema convencional
de electroforese das proteinas e lipoproteinas adicionan-
do albumina ao tampao barbiturato, o que permitia uma
melhor resolugdo das quatro principais lipoproteinas do
plasma, depois coradas por um corante de lipidos. No
ponto de aplicagdo ficavam, quando existiam, os
quilomicra, seguidos de -, pré B- ¢ a-lipoproteinas, su-
cessivamente. A numerag¢do dos perfis de lipoproteinas,
I, II ... contem em si uma mnemonica, de acordo com a
migragdo sequencial das lipoproteinas: tipo I referindo-
-se 4 presenga de quilomicra, tipo II a uma
hiperbetalipoproteinémia, etc. Separavam-se assim os li-
pidos de origem exdgena (quilomicra) dos lipidos de ori-
gem endogena (pré-fB). Muitos reagentes antes manu-
facturados pelos préprios investigadores foram
comercializados na forma de “kit”; a generaliza¢do da
sua aplicagdo despertou o interesse de varias especiali-
dades médicas, mas foi a comunidade cardiovascular a
que mais beneficiou desta interligacdo por ser a que ne-
cessitava da interpretacao das andlises de lipoproteinas.
O sucesso da defini¢do do perfil lipoproteico por esta
abordagem sistematica depende muito da padronizacao
dos procedimentos uma vez que as lipoproteinas nao
podem ser quantificadas a partir do lipidograma. Para
comparag¢ao incluia-se um soro controlo, cuja composi-
cdo em lipoproteinas era conhecida. Levy, a sua chegada
a Bethesda, observou que as lipoproteinas com migra-
¢do B ocasionalmente se encontravam presentes no so-
brenadante ap6s uma noite de ultracentrifugagdo. Estas
[ flutuantes e a banda 3 larga que produziam ndo eram
um artefacto da técnica, mas correspondiam ao que se
tornou no tipo III, e contribuiu para a classificacao apre-
sentada na figura 1.

Os casos de dificil fenotipagem necessitavam determi-
nagdes complementares: colesterol e triglicéridos
plasmaticos, precipitagdo das LDL e ocasionalmente a uti-
lizacdo da ultracentrifuga. Esta ultima era necessaria para
determinar a quantidade de B-lipoproteinas e confirmar se
as lipoproteinas de mobilidade (3 tinham a densidade nor-
mal, isto &, superior a 1,006g/ml.
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Fig.1 - Cinco tipos de hiperlipoproteinémia, segundo Fredrickson
et al’’. Em cima, perfis electroforéticos em gel de agarose (quilo:
quilomocra, B:B-lipoproteinas, pré-B:pré-b-lipoproteinas, a:a-
lipoproteinas); a seta indica o sentido da migrac¢do a partir do
ponto de aplicagdo. Em baixo, quadro da acumulagdo de lipidos
e lipoproteinas observada em cada um dos tipos.

Outra forma comum de apresentar os grandes nticleos
de anomalias de lipidos ou lipoproteinas conhecidas na
época esta resumida na figura 2.

Fig. 2 — Classifica¢dao de hiperlipidémias. A altura dos picos
indica a prevaléncia de cada um dos tipos.

2. Recomendacio da classificacio de Fredrickson

Generalizacdo da pratica de fenotipagem

Esta classificacdo fenotipica das hiperlipoproteinémi-
as, elaborada em 1967 por Fredrickson et al., foi revista em
1970 (26), por uma comissao da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), da qual também fazia parte Fredrickson, e
continua uma referéncia para os lipidologistas apesar dos
seus 35 anos de existéncia.

Na revisdo de 1970 os autores explicitam que estes
perfis ndo correspondem a uma tnica doenga e cada um
deles pode ter multiplas causas. Em comparagdo com a
figura 1 ha a assinalar a subdivisao do tipo I nos subtipos
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Ia e ITb. Em ambos existe um aumento das LDL (f3) mas no
tipo IIb esse aumento ¢ acompanhado por um aumento de
VLDL (pré- ). Ambos os perfis se podem encontrar numa
mesma familia, por isso os autores os consideram sob o
mesmo tipo, II.

Em Bethesda, continuaram os esfor¢os para tornarem
a fenotipagem mais pratica para os clinicos. Nos laborato-
rios de rotina, sem ultracentrifuga, o tipo III era de dificil
diagndstico. Por esta razao se procuraram varios algoritmos
e analises simples para obter informagao.

Aperfeicoamentos sucessivos através da féormula de
Fridewald, fenotipagem da ApoE e determinacio do C-RLP

Na classificagdo da OMS recomendava-se o exame do
plasma apés 24h em repouso a 4° C, para distinguir os
tipos I e V: uma camada leitosa sobre um infranadante
limpido era caracteristico do tipo I enquanto sobre um
infranadante turvo caracterizava o tipo V. Recomendava-
-se também determinar o quociente entre colesterol total e
triglicéridos como teste complementar.

O diagnostico do tipo II requeria a determinacdo ou
uma estimativa do valor de C-LDL. Levy e Fredrickson ao
estudarem a composi¢do das VLDL efectuada por varios
laboratdrios e em centenas de individuos hipertrigliceri-
démicos observaram que o Cy; py; € relativamente cons-
tante e aproximadamente igual a razdo TG/S, com a excep-
¢do dos tipos III ou em presenca de quilomicra. Propuse-
ram um método indirecto para determinar a concentragdo
em colesterol das LDL, através da formula :

Crpr=Cr—Cyypr-TG/5,

conhecida por formula de Fridewald?”, nome do mate-
matico que estabeleceu a validade da formula de modo
independente, como nos conta Fredrickson?3. Esta for-
mula teve (e tem ainda) uma enorme utilizacgao.

O diagnoéstico preciso do tipo III continuou s6 sendo
possivel aos laboratorios especializados, uma vez que re-
queria o isolamento das VLDL, seguido da determinacao
do quociente C-VLDL/TG plasmaticos (aumentado em re-
lagdo aos outros fenotipos) ou da sua mobilidade
electroforética, B-VLDL; foi ainda o grupo de Fredrickson
a estabelecer a composi¢ao anémala das VLDL, caracte-
ristica do tipo III. No entanto, em 1973, Havel e Kane,
observaram um predominio de apoE, uma nova apolipo-
proteina recentemente descrita pelos Shore2?, no plasma
dos tipo I1130; esta observagio, conduzird a um novo tipo
de diagndstico para o tipo III, através da fenotipagem da
apoE, como veremos.

Mais recente no diagnoéstico deste tipo de HLP ¢ a
determinagdo do C-RLP (Colesterol das Lipoproteinas
Remanescentes), metodologia proposta por Nakajima et
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al31:32, Utilizando cromatografia de imunoafinidade isolam
uma populagdo de particulas remnescentes com as mes-
mas propriedades que as B-VLDL isoladas de doentes com
HLP de tipo ITI33.

Assim, o interesse pratico do lipidograma foi ultrapas-
sado pelo doseamento directo das frac¢des lipidicas, como
previsto por Fredrickson34, deixando, por isso, de ser uti-
lizado.

Em termos praticos, a actual classificagdo da Socieda-
de Europeia de Aterosclerose considera apenas trés tipos
fenotipicos basicos de dislipidémia: hipercolestorelémia,
hipertrigliceridémia e as hiperlipidémias mistas>>. Na reali-
dade, também na classificagdo recomendada pela OMS em
1970, sob o subtitulo de Hiperlipidémia, se considerou que
o conhecimento das concentragdes de colesterol e trigli-
céridos permitia a distin¢ao de trés tipos gerais de hiperli-
poproteinémias.

Resisténcias a classificacdo de Fredrickson

A classificag@o de Fredrickson ¢ referida na generali-
dade dos livros de texto de Bioquimica, por exemplo, na
13 edig¢@o de “Physiological Chemistry” de HA Harper,
1971 (36). A 25 edigdo, de 2000, ainda menciona os tipos
I-V, sem referir a origem da designag¢do. No entanto ha
excepgdes: RW McGilvery e GH Goldstein em Biochemis-
try — a functional approach, em 198337 nio referenciam
esta classificacdo e explicam o facto fundamentando-se
no editorial de Lawrence Crouse’®. A maior critica de
Crouse ¢ a da fronteira entre hiperlipidémia primaria e se-
cundaria ndo ser nitida e muitas vezes uma causa aponta-
da como secundaria ser o reflexo de uma alteragdo genéti-
ca.

Algumas criticas que actualmente lhe sdo feitas sdo de
nao considerar as hipolipoproteinémias, as disalfalipopro-
teinémias, a hiperlipoproteinémia (a), isto €, de ndo abar-
car todas as situacgdes patologicas. Carlson salientou que
a relacdo entre a anomalia do perfil lipoproteico ¢ a
patogénese subjacente ¢ limitada e chamou a atengdo para
o facto de ser o plasma e ndo o doente que esta a ser
classificado’®. Contudo, mesmo Crouse refere que a clas-
sificacdo contribuiu muito para a compreensao das hiper-
lipoproteinémias.

3. Aplicaciio de técnicas de biologia molecular ao dia-
gnostico de dislipoproteinémias: classificacio etiologica

O tempo mostrou que os fenotipos ndo sdo especifi-
cos geneticamente e podem reflectir doencas monogéni-
cas, poligénicas (combinacao de factores genéticos e
ambientais) ou serem de causa secundaria.

Os avancos da tecnologia do DNA recombinante tor-
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naram possivel a pesquisa de uma deficiéncia ou defeito
genéticos mesmo nos casos em que nao esta identificada
a anomalia duma proteina especifica. Todos os defeitos
genéticos conhecidos hoje envolvem uma proteina: apoli-
poproteina, enzima lipolitica, receptor membranario, ou
proteina reguladora.

A compreensao da hipercolesterolémia familiar repre-
sentou um importante avango da investigac@o da etiologia
das hiperlipoproteinémias, apresentada no Quadro 1.

Quadro I - Dislipoproteinémias primdarias: classificagdo
etiolégica

Deficiéncia Gene iagnosti Ti Fenotip
metabélica 0 clinicas
enzima Tipoproteina _ deficiéncia cm LPL _ autossomica _ muito rara I pancreatite
lipase recessiva aguda
(LPL)
receptor LDL (BE) hipercolesterolémia  autossémica Ila aterosclerose
familiar (FH) dominante
heterozigotica 1:500
homozigotica 1:1 000 000
apolipoproteinas  apoB100 deficiéncia familiar autossomica Ila aterosclerose
de apoB100 dominante
heterozigotica 1:1 000
homozigotica 1:4 000 000
apoE dislipoproteinémia  poligénica 1:10000  IILIb  aterosclerose
ou dislipidémia
de remanescentes
apoClIl deficiéncia em autossomica muito rara 1 pancreatite
apoClIl recessiva aguda
desconhecida hipercolesterolémia poligénica 1:250 Ila, IIb  aterosclerose
poligénica
desconhecida hiperlipidémia poligénica 1:200 IIb, IV aterosclerose

familiar combinada
hipertrigliceridémia
familiar

autossdmica 1:600

dominante

desconhecida controverso:
factor de risco
independente
para a
aterosclerose?

I\VAY

Os estudos de Goldstein et al indicavam uma classifi-
cagdo genética na qual se distinguiam trés hiperlipopro-
teinémias dominantes autossomicas — hipertrigliceridémia,
hipercolesterolémia e hiperlipidémia mista ou combinada;
definiam também uma forma poligénica de hipercolestero-
lémia ¢ uma forma esporadica de hipertrigliceridémia.
Goldstein et al. ndo encontraram correspondéncia directa
entre estes cinco tipos e a classificagdo baseada nos per-
fis lipoproteicos*?. Nas familias com hiperlipidémias as
lipoproteinas revelavam quatro fenotipos: Ila, ITb, IV e V.
As duas formas de hipercolesterolémia podiam correspon-
der a perfis Ila ou Ilb; familias hipertrigliceridémicas,
monogénica ou esporadica, tinham membros com perfis
de tipo IV ou V. Quanto ao tipo Il era familiar.

Nesta data, 1973, estes resultados demonstravam que
uma classificacao etiologica ndo pode assentar nos perfis
lipoproteicos.

Hipercolesterolémias

Os estudos de Goldestein e Brown (Prémio Nobel de
Medicina em 1985) estabeleceram a fung@o dos recepto-
res LDL no metabolismo do colesterol. Na hipercolestero-
lémia familiar (FH) o mecanismo essencial nao ¢ o aumen-
to da sintese de colesterol, mas antes uma falta de depura-
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¢do periférica pelos receptores que reconhecem a apoB100
das LDL e permitem a sua entrada nas células. Ja Muller,
na Noruega, em 1938, tinha identificado a FH como sendo
um tinico defeito genético*!. Desde que se tornou eviden-
te que o gene afectado era o do receptor LDL, homo- ¢
heterozigoticos com este defeito genético foram intensi-
vamente estudados. Brown, Goldstein et al. identificaram
os produtos do gene com uma precisao elevada. Verifica-
ram ser possiveis quatro tipos de altera¢des: auséncia to-
tal ou diminui¢do da sintese de receptores LDL, recepto-
res deficientes e anomalias ao nivel da internalizagdo dos
receptores; sao alteragdes que surgem em consequéncia
de uma interferéncia ao nivel dos varios passos da sintese
do receptor, passagem pelo complexo de Golgi ou trans-
porte para a membrana plasmatica. Foi o estudo da estru-
tura e biossintese dos receptores LDL que levou ao co-
nhecimento de quatro classes principais de mutacdes do
gene que codifica o receptor, cada uma das quais afectan-
do uma regido diferente do gene*2. A FH pode provir de,
pelo menos, 900 mutagdes possiveis do gene deficiente
dos receptores LDL*3; essas mutagdes variam consoante
os individuos, os paises e as populacdes. Deste modo
ndo ha um Unico teste que possa identificar inequivoca-
mente todos os doentes com FH. No entanto, entre as
mutagdes conhecidas ¢ possivel seguir as que estdo pre-
sentes nesta ou naquela populacdo. Assim, em estudos
realizados na década de 80, observou-se a mesma muta-
¢do em 63% das familias afectadas no Canada
francofono**, diferente da que atinge os doentes da Afri-
ca do Sul*, por exemplo, populagdes onde se identificou
um efeito fundador.

O ensaio da terapia génica foi facilitado pela existéncia
de um modelo animal, o coelho Watanabe, que possui a
mesma deficiéncia em receptores que os humanos. Primei-
ro, mostrou-se, que, nos coelhos Watanabe, nos quais se
conseguiu, por tecnologia transgénica, a expressao hepa-
tica de receptores normais, o colesterol diminuiu*®
seguida esta técnica foi experimentada numa doente do
Canada francofono: reinjectou-se o gene correspondente
utilizando como vector as proprias células hepaticas da
doente, depois de cultura in vitro, corrigindo a HLP em
cerca de 40%%7. Mas a generalizagdo desta forma de tera-
pia depende do desenvolvimento de melhores vectores e
mais seguros.

O grupo de Scott Grundy, nos EUA, em 1989, descre-
veu um defeito do gene da apolipoproteina de transporte
apoB100, que se traduz numa menor capacidade de liga-
¢do ao receptor LDL, desencadeando também uma hiper-
colesterolémia, mais moderada*s. Este defeito tem a van-
tagem de corresponder a uma unica mutagao e de ser, hoje

; em
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em dia, de facil despiste. A sua frequéncia ¢ ligeiramente
mais baixa que a deficiéncia dos receptores LDL e a sua
gravidade menor.

Nestes dois tipos de lesdo, do receptor LDL e da
apoB100, a maioria dos doentes possui um gene alterado
num dos dois alelos (na mesma posi¢do em cada um dos
segmentos cromossomicos herdados, um do pai e outro
da mae) responsaveis por uma transmissdo monogénica
dominante heterozigotica. Uma nova deficiéncia molecular
foi descrita, identificando um terceiro gene envolvido numa
forma autossomica dominante de hipercolesterolémia®®.
A presenca de hipercolesterolémia familiar nalguns doen-
tes, pode, portanto, vir a ser explicada pela descoberta de
mutagdes noutros genes envolvidos no catabolismo das
LDL. Goldstein et al. definiram ainda a hipercolesterolémia
poligénica (HCL) - que corresponde, em média a 85% das
hipercolesterolémias - e que deve a sua origem, nao a um
unico gene mutante, mas sim a complexa interac¢do de
multiplos factores genéticos da homeostase do colesterol
e factores ambientais. A causa mais comum do aumento
de C-LDL sera o aumento da sintese hepatica de VLDL
com rapida conversdo a LDL, mantendo-se os niveis de
VLDL dentro dos limites normais.

Hiperlipoproteinémia familiar combinada (FCHL)

Herdada como um trago que se pensava inicialmente
ser autossomico dominante, em resultado dos estudos de
Goldstein et al., considera-se hoje, uma hiperlipidémia
poligénica que surgird na sequéncia de um aumento de
sintese de apoB100 ¢ VLDL por um lado, e uma diminuigao
da sua conversdao para LDL, por outro. Designa-se por
FCHL quando familiares apresentam hiperlipoproteinémia,
caso contrario, por hiperlipoproteinémia combinada; po-
derdo ser factores contribuintes uma baixa actividade de
LPL*?, a diminui¢iio da estimulagio da incorporacio dos
acidos gordos livres nos TG, os polimorfismos do cluster
genético apoAIl/CIII/AIV?! ou a resisténcia a insulina. Nes-
ta situagdo, a relagdo C-LDL/apoB100 esta diminuida, por
transferéncia dos ésteres de colesterol das LDL para
lipoproteinas ricas em triglicéridos - VLDL, por ac¢ao, pri-
meiro, da CETP (Cholesterol Ester Transfer Protein) e de-
pois, da lipase hepatica>2. Estas LDL tém tendéncia para
serem pequenas ¢ densas; ora, sabemos dos estudos de
Ronald Krauss, que as LDL de pequenas dimensdes cons-
tituem um factor de risco para a aterosclerose ¢ caracteri-
zam o perfil lipoproteico aterogénico®3. Recentemente
Brunzell et al. verificaram que a variabilidade deste fenotipo
sera regulada pela distribui¢do de apoB por VLDL ou LDL,
o que distingue esta situagdo da hipertrigliceridémia fami-
liar. A apoB elevada, assim como a presenca de LDL de
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pequenas dimensdes, caracterizam a FCHL34. Este fenotipo
ndo sera necessariamente detectado pelo doseamento do
C-LDL, mas sim pela determinag@o da apoB. Corresponde
aos fenotipos Ila, ITb ou IV de Fredrickson.

Disbetalipoproteinémia familiar ou dislipidémia de re-
manescentes

Forma rara de HLP, caracteriza-se pela presenga de uma
banda [3 larga (broad band [3) entre a zona [3 e a zona pré - 3.
Descrita inicialmente sob o nome de xantomatose tuberosa,
confundida depois no quadro das hiperlipidémias mistas,
foi individualizada em 1967 por Fredrickson, Levy e Lees*.
Pouco depois de Havel e Kane terem descrito o predominio
de apoE no plasma de doentes com o tipo III, Gerd Utermann
isolou a apoE das VLDL destes doentes; o seu trabalho
incluiu a separacao por focagem isoeléctrica da apoE em
trés componentes, E2, E3 e E4°3. Este polimorfismo da apoE
¢ importante na HLP do tipo III, caracterizada por colesterol
e triglicéridos elevados como resultado da diminuigdo da
depuragdo das remanescentes de quilomicrae VLDL. A E2
tem a afinidade para o receptor LDL diminuida, sendo res-
ponsavel pelo fraco reconhecimento destas lipoproteinas
pelos receptores>°.

Estudos de Breslow et al. indicam que 90% dos tipos IIT
apresentam homozigotia E2/E2°7, podendo esta ser a causa
da HLP tipo III. No entanto, apenas 1-2% dos individuos
com este fenotipo (E2/E2) manifestam a hiperlipidémia. As-
sim, Havel e Kane designaram por disbetalipoproteinémia o
fenotipo E2/E2 para o distinguirem da expressao tipica da
HLP tipo III, que precisa de factores desencadeantes como
nefropatia, diabetes mellitus, obesidade, alcoolismo, etc. Nao
esta excluida, no entanto, a hipdtese de que o tipo III possa
resultar de dois defeitos genéticos, um, o gene estrutural da
apoE e o segundo, um gene que influencie o catabolismo
dos quilomocra e VLDL remanescentes.

Hipertrigliceridémias

Hipertrigliceridémia predominante

Com a tendéncia para os valores limites maximos de co-
lesterol no soro baixarem nas revisdes de factores de risco
efectuadas pela Sociedade Internacional de Aterosclerose,
situando-se actualmente em 190mg/dl, muitos individuos que
s6 teriam hipertrigliceridémia agora tém hiperlipidémia com-
binada. Analogamente, a hipertrigliceridémia mais comum é a
dos doentes com hiperlipidémia combinada que fazem tera-
péutica com estatinas e manifestam resisténcia a diminui¢ao
dos triglicéridos. Muitos individuos com triglicéridos aumen-
tados e C-LDL aparentemente normal tém concentracdes ele-
vadas de LDL de pequenas dimensdes, s6 detectadas pela
determinagdo da apoB do soro.
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Hipertrigliceridémia familiar (FHTG)

A HTG familiar monogénica, de transmissao autos-
somica dominante ¢ uma forma rara, em que se verifica
um aumento da sintese de TG, com VLDL de maiores
dimensdes. A apoClIl, inibidora ndo competitiva da
LPL, elevada nestes doentes comparativamente aos
controlos, ou, polimorfismos do gene da apoCIII as-
sociados a HTG, poderdo ter um papel proeminente na
expressio desta dislipidémia’®; a apoCIII é ainda
moduladora da interac¢cdo da apoE com os receptores
hepaticos, podendo diminuir a captacdo das
lipoproteinas ricas em triglicéridos e suas remanes-
centes?. Corresponde ao tipo IV da classificagdo de
Fredrickson. As formas poligénicas sdo mais frequen-
tes; estas ocorrem frequentemente em adultos obe-
sos, hiperuricémicos ou diabéticos, podendo o 4lcool,
os estrogéneos exdgenos, o hipotiroidismo, serem fac-
tores exacerbantes. Desconhece-se o factor genético
que lhe esta subjacente, mas Schaefer et al. em 1985
observaram uma maior frequéncia de E4 ¢ apoCIII-260,
Muitos doentes com HTG familiar podem flutuar entre
os fenotipos IV e V de Fredrickson.

Neste trabalho, apenas pretendemos discutir a evo-
lugdo do conhecimento genético das etiologias mais
frequentes, HCL poligénica, FCHL, FHTG, ou de maior
impacto, como FH, defeito familiar da apoB100 e
dislipidémia de remanescentes. Quanto a relagdo en-
tre as concentragdes de C-HDL e as doengas cardio-
vasculares, nao sdo lineares como inicialmente se pen-
sava, existindo desvios a esta relacdo nos extremos
do espectro de concentragdes das HDL — ApoAl
Milano, que se caracteriza por baixas concentragdes
de HDL e reduzido risco vascular; e deficiéncia em
CETP que se caracteriza por elevadas concentragdes
de HDL, podendo estas ndo ser cardioprotectoras (61).
E enquanto as sindromes de baixas concentracdes de
HDL, cujos valores se encontram entre 20 e 40 mg/dl,
sdo de origem poligénica, as sindromes predominan-
tes nos valores inferiores a 10mg/dl, sdo monogéni-
cas, muito raras, na auséncia de deficiéncias metaboli-
cas identificaveis (Quadro II).

Quadro II — Disalfalipoproteinémias primarias

Deficiéncia
metabélica

Implicagbes
clinicas
anti-aterogénica ?

Gene i i Tr i Pr ia Fenotipo

hiperalipoproteinémia 1:200

(Japao)

autossomica HDL 1

dominante

proteina de

transferéncia CETP

desconhecida hiperalipoproteinémia L pocnica  varigvel | ppLq  Anti-dterogénica

’ ) HDL | aterogénica
proteina muito rara

reguladora

hipoacolesterolémia
familiar

monogénica
ABCAI

HDL | aterogénica/sem

muito rara
efeitos

ia familiar de
Apo Al

ApoAl

HDL ! aterogénica

1:10
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Estao em curso estudos de polimorfismos comuns de
alguns genes, em populagdes e em familias que poderdo,
por um lado, preencher os dados ainda desconhecidos da
classificagdo genética, por outro, em conjunto com o es-
tudo bioquimico, determinar um perfil de risco de
aterogénese mais preciso, dentro dos préximos anos.

I Abreviaturas: VLDL, lipoproteinas de muito baixa
densidade; LDL, lipoproteinas de baixa densidade; HDL,
lipoproteinas de alta densidade; RLP, lipoproteinas rema-
nescentes; HLP, hiperlipoproteinémia

2 Segundo Richard Havel, investigador em Bethesda
de 1953 a1956
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