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ABREVIATURAS

e AIT: acidente isquémico transitorio

e Apo(a): apolipoproteina a

e Apo B: apolipoproteina B

e AVC: acidente vascular cerebral.

e CHUC: Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
¢ CNV: copy number variation

e CV: cardiovascular

o DAP: doenca arterial periférica

e DC: doenca coronéria

e DCV: doenca cardiovascular

e EAM: enfarte agudo do miocérdio

e ESC: European society of cardiology

e FRCV: fator de risco cardiovascular

e IMC: indice massa corporal

o |PCSKO9: inibidores da proproteina convertase kexina 9
e |TB: indice tornozelo-braco

e LDL: low density lipoprotein

e LDL-C: low density lipoprotein-cholesterol

e Lp(a): lipoprotreina a

e LSN: limite superior da normalidade

¢ MACE: major adverse cardiovascular events

¢ mMRNA: messenger ribonucleic acid

e SARS-CoV2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
e siRNA: smal interfering ribonucleic acid

e STEMI: ST segment elevation myocardial infarction

e UICC: unidade de investigacado clinica em cardiologia



RESUMO

Introducdo: A Lipoproteina (a) (Lp(a)) € um marcador de risco cardiovascular independente
do nivel de Low density lipoprotein (LDL), cuja patogenicidade se deve aos seus efeitos pré-
aterogénicos, pro-tromboéticos e pro-inflamatorios. Parece apresentar um  risco
significativamente superior para enfarte agudo do miocéardio (EAM) num contexto de primario
face a um contexto de doenga cardiovascular estabelecida. Contribui ainda para o surgimento
de acidente vascular cerebral (AVC) isquémico, doenca arterial periférica (DAP) e estenose
aortica. O seu doseamento é recomendado pela European Society of Cardiology (ESC), mas
0s atuais tratamentos para dislipidemias ndo reduzem significativamente o seu nivel. Ha,
assim, necessidade de terapéutica dirigida e de orientagcbes sobre quem dela mais
beneficiaria. A elevacdo da Lp(a) € uma causa de doenca cardiovascular (DCV) prematura.

Material e métodos: Colhemos dados de 42 doentes a participar no ensaio clinico HORIZON
na Unidade de Investigacdo Clinica em Cardiologia (UICC) do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra (CHUC), alguns dos quais tinham participado previamente no ensaio
FOURIER na mesma unidade, distribuidos por dois grupos (screening failures e grupo de
estudo) em 2 momentos espacados no minimo em 2 meses, através da consulta de processos
clinicos e de um questionéario. Os dados que obtivemos foram: demograficos, tipo de evento
indice, novos eventos cardiovasculares, presenca de histéria familiar ou pessoal de DCV
precoce, sintomas ou diagnostico de isquemia de membro ou de estenose adrtica, qualidade
e estilo de vida, infecdo por SARS-CoV2, bioquimica, hemograma e perfil lipidico. Realizamos
analise descritiva e de frequéncia e aplicAmos o teste de Mann-Whitney para analise da
distribuicdo da variavel dependente nivel Lp(a) em diferentes variaveis nominais, apos excluir

a sua normalidade.

Resultados: 71.43% dos doentes que tomaram previamente evolocumab tinham Lp(a)>70
mg/dL. Os niveis de Lp(a) foram significativamente superiores nos individuos com histéria
familiar de DCV precoce (p=0.005) e nos individuos que ja tomavam estatinas antes do seu

evento indice (p=0.032). Nao foram reportados outcomes do ensaio no grupo de estudo.

Discusséo e concluséo: A toma prévia de evolocumab ndo parece ser suficiente para reduzir
a Lp(a) para niveis de baixo risco. A historia familiar de DCV precoce € um bom preditor de
niveis de Lp(a) elevados em doentes com DCV estabelecida e, como tal, podera ser um bom
preditor dos doentes com maior beneficio da terapéutica dirigida em contexto de prevencao
primaria. Seriam esperados eventos nos doentes que estariam a tomar placebo e, como tal,

o papel da reducdo da Lp(a) na prevencédo secundaria podera néo ser de forte magnitude.



PALAVRAS-CHAVE

LIPOPROTEINA (A), OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENSE, INIBIDORES DA PROPROTEINA
CONVERTASE 9, DOENGAS CARDIOVASCULARES; ESTENOSE AORTICA

ABSTRACT

Introduction: Lipoprotein(a) is a proven cardiovascular risk factor independent of low-density
lipoprotein level and its pathogenesis is based on pro-atherogenic, pro-thrombotic and pro-
inflammatory properties. The risk of myocardial infarction seems more relevant on a primary
basis than with established cardiovascular disease. It also contributes for ischemic strokes,
peripheral artery disease and aortic valve stenosis. The European Society of Cardiology
recommends its measurement, but current therapies fail to lower its levels significantly.
Therefore, there’s an impending need for a specific drug and for guidelines on who would most
benefit from it. High levels of Lp(a) cause early cardiovascular disease.

Materials and Methods: We collected data on 42 patients being followed on HORIZON clinical
trial by UICC of CHUC, some of which had previously participated in FOURIER clinical trial on
the same unit, divided in two groups (screening failures and study group) in two different
moments, distanced a minimum of two months, by searching in the patient’s files and by
placing a questionnaire. The types of data that we gathered were: demographic, type of index
cardiovascular event, new cardiovascular events, the presence of personal or family history of
early cardiovascular disease, symptoms or diagnosis of limb ischemia or aortic stenosis,
quality of life and lifestyles, infection by SARS-CoV2, complete blood count, and biochemical
and lipid profile. We conducted a descriptive and frequency analysis and performed Mann-
Whitney’s test for analysis of the distribution of Lp(a) levels in different nominal variables, after

excluding its normal distribution.

Results: 71.73% of patients that had previously taken evolocumab had Lp(a) levels>70mg/dL.
Lp(a) levels were significantly superior in patients with family history of early cardiovascular
disease (p<0.005) and in patients who were already taking statins when the index event

occurred (p=0.032). The outcomes of trial reported on the study group were none.

Discussion and conclusion: Treatment with evolocumab seems to be insufficient on lowering
Lp(a) to levels of low risk. Presence of family history of early cardiovascular disease seems to
be a good predictor of high Lp(a) levels in patients with established cardiovascular disease
and, therefore, could select the patients who would most benefit of a targeted therapy on
primary prevention context. Some cardiovascular events were expected in the study group,

which could portray a smaller risk of events with established cardiovascular disease.
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INTRODUCAO

Os eventos cardiovasculares (CV) permanecem como uma das principais causas de
morte a nivel mundial, apesar do controlo de fatores de risco como a LDL, pelo que ha uma
necessidade continua de identificar novos alvos terapéuticos para que, através da
combinacdo de diferentes estratégias terapéuticas, se possa inverter esta tendéncia. A
lipoproteina (a), ou Lp(a), pelo seu papel independente como fator de risco cardiovascular
(FRCV), parece ser um bom candidato, para o qual até hoje ndo existe no mercado nenhuma
terapéutica especificamente dirigida. A Lp(a) plasméatica consiste num subtipo especifico de
lipoproteina de baixa densidade, composta por apolipoproteina a (apo(a), componente
patognomonico) com ligacdo bissulfito & apolipoproteina B100 (por¢do LDL-like), que tem
ganho o seu valor como FRCV independente do nivel de LDL. A apo (a) é composta por 38
kringles (unidade funcional e estrutural proteica com varias rota¢gdes composta por um moédulo
terminal-N de 80 residuos, dos quais 6 sdo de cisteina e formam 3 liga¢des dissulfito entre si)
e tera evoluido a partir do gene do plasminogénio, mas enquanto este apresenta 5 kringles
(Kla KV) e 1 dominio protéase, a apo(a) apresenta apenas KIV (10 subtipos diferentes) e KV,
com o dominio protéase inativo. O diferente nimero de CNV no gene LPA vai determinar
isoformas da apo(a) com diferentes tamanhos, por alteracdo do numero de KIV2 na particula.
Este fendmeno podera justificar a grande heterogeneidade de resultados de estudos
anteriores que doseavam a Lp(a) com recurso a ensaios laboratoriais baseados em massa,
sendo que atualmente se utilizam imunoensaios por turbidimetria devidamente calibrados e
com um reagente de referéncia internacional, tornando-os relativamente independentes de
isoformas. Outro componente da molécula consiste em fosfolipidos oxidados com acao pré-
inflamatdria, que existem quer covalentemente ligados a apo(a) quer na fase lipidica da Lp(a).
1);

Esta lipoproteina apresenta caracteristicas peculiares que poderao retratar o seu papel
como FRCV independente: como referido, esta molécula parece ter evoluido do gene do
plasminogénio e, assim sendo, podera inibir a sua atividade se existir em excesso
relativamente a este, interferindo com a cascata fibrinolitica. Ao contrario da apolipoproteina
B (apoB), a apo(a) néo transporta lipidos nem apresenta dominio lipidico, sendo hidrofilica e
podendo, por isso, ligar-se ao endotélio desnudado rico em lisina, para a qual apresenta locais

de ligacdo. Além disso, apresenta uma tendéncia igual ou até superior para se oxidar



relativamente a restante LDL, formando LDL oxidada altamente imunogénica e pro-

inflamatéria. (1)

Trata-se, assim, de uma particula com acdo pré-aterogénica e pré-trombatica,
devendo-se a acao pré-aterogénica a varios mecanismos tais como o aumento da deposicao
de colesterol na parede arterial, a promocéo da formacéo de células foam e da proliferacao
de musculo liso e a inducdo da quimiotaxia de mondcitos para o espaco subendotelial. Os
fosfolipidos oxidados justificam grande parte da acdo pro-aterogénica e também pré-
inflamatéria da Lp(a). A sua acao pro-trombotica foi ja explicada. O risco CV da Lp(a) deve-se
sobretudo aos seus niveis circulantes, sendo que fatores como variantes genéticas e

variac6es no namero de Kringles terdo pouca influéncia nos mesmos. (2)

Inimeros estudos tém provado o papel da Lp(a) como FRCV independente, papel este
gue outrora tinha sido considerado irrelevante, como se demonstrou utilizando doentes do
estudo The Copenhagen City heart study, um estudo prospetivo cardiovascular iniciado em
1976, com doentes acima dos 20 anos. O multivariable-adjusted Hazard ratio para enfarte
miocardico foi 2.6 (intervalo de confianca 95% 1.6-4.1) para doentes com niveis de Lp(a) no
percentil 95 (>90 mg/dL) em relacdo a doentes com niveis abaixo do percentil 22 (<5mg/dL).
(3). J& no ambito da prevencao secundaria, o efeito dos niveis de Lp(a) elevados no risco CV
parece ser substancialmente menor, como demonstra uma metanalise de 11 estudos no
ambito da prevencédo secundaria, com um total de 18 979 doentes, que revelou um Odds ratio
1.40 para Major adverse cardiovascular events (MACE, com Intervalo de confianga a 95%
1.15-1.71), embora com heterogeneidade significativa entre estudos. Estratificando os
resultados em funcdo do colesterol LDL ou total médio basal, s6 houve uma associacdo
significativa entre niveis de Lp(a), no quartil mais elevado, e MACE nos estudos com colesterol
médio basal >130 mg/d, sugerindo que esta associacdo podera estar atenuada em doentes
com niveis baixos de colesterol. (4). Num estudo utilizando dados de um grande biobanco do
Reino Unido com um follow-up mediano de 11.2 anos, os doentes com DCV estabelecida e
Lp(a)>70 mg/dL tinham também um modesto Hazard ratio (1.16) de novos eventos comparado

com os restantes. (5)

O risco de estenose aortica nestes doentes sera igualmente significativo, como €
demonstrado pelos dados dos estudos The Copenhagen City heart study e Copenhagen
General Population Study que apontam um hazard ratio 2.9 (intervalo de confianca 1.8-4.9)

para niveis superiores ao percentil 95%(>90mg/dL) face ao percentil 22 (<5 mg/dL). (6)

O risco de AVC isquémico nestes doentes é relevante, mas menor: hazard ratio 1.6
(intervalo confianca 1.24-2.05) para niveis >93 mg/dL face a niveis <10 mg/dL, utilizando

doentes dos mesmos estudos. (7) Para a presenca de DAP nestes doentes, a evidéncia é



mais controversa, tendo-se obtido num estudo com 998 doentes um Odds-Ratio 1.9 (intervalo
confianca 95% 1.4-2.5) para doentes com Lp(a)>30 mg/dL. (8)

Embora previamente se estipulasse que o risco CV conferido pelos niveis de Lp(a)
adquiria uma conformacao curvilinea, com o risco concentrado nos niveis muito elevados de
Lp(a), foi demonstrado mais recentemente que existe uma relagdo linear e independente para
niveis basais ou sob terapéutica com estatina, com risco de 31% (basal) a 43% (sob estatina)
para niveis >50 mg/dL. (5); (9). No entanto, postula-se que o beneficio cardiovascular da
reducado dos niveis de Lp(a) dependera de grandes reduc¢des absolutas, como se verificou
numa analise de randomizacdo Mendeliana, na qual uma reducdo absoluta dos niveis de
Lp(a) de 101.5 mg/dL teria beneficio cardiovascular equivalente a uma reducdo dos niveis de
LDL-C de 38.67 mg/d, reducdo esta que produz uma reducdo do risco cardiovascular

clinicamente significativa (10); (11)

Estima-se que 10 a 20% da populagéo geral apresente niveis de Lp(a) >50mg/dL. Esta
percentagem sobe para 30% na presenca de DCV precoce (< 55 anos no homem e <65 anos
na mulher), sendo uma causa de DCV prematura e acelerada. (2) Atendendo a isto e sendo
que cerca de 90% do nivel Lp(a) plasmatico é determinado geneticamente, podemos
contextualizar as mais recentes recomendagfes da ESC no doseamento da Lp(a). (10)
(Tabela 1)

Tabela 1 Recomendacfes da European Society of Cardiology no doseamento da Lp(a) (10)

e Medicéo considerada, pelo menos, 1 vez na vida adulta para identificar doentes com Lp(a)
muito elevada (>180mg/dL), que tem um risco de DCV aterosclerdtica equivalente ao da
hipercolesterolemia familiar heterozigética. (recomendacao lla, evidéncia C)

¢ Medicéo considerada em doentes selecionados com histéria familiar de DCV prematura e
para reclassificagdo de doentes que estdo no limiar entre risco intermédio e alto.

(recomendacéo lla, evidéncia C)

O efeito da dieta e exercicio fisico terd um efeito marginal na reducéo de Lp(a),
segundo os estudos atuais. Recentemente foi demonstrado pelo ensaio JUPITER que as
estatinas ndo diminuem e poderao até aumentar ligeiramente os niveis de Lp(a) (12) e, mesmo
em combinagdo com farmacos como ezetimibe poderdo aumentar em 11% os niveis de Lp(a).
Algumas terapéuticas como os inibidores da proproteina convertase kexina 9 (IPSK9) ou

niacina, reduzem até 30 % os niveis de Lp(a). A aférese lipidica € também uma opgéo. (2)

O estudo TQJ230A12301 é um ensaio clinico multicéntrico de fase 3, duplamente
oculto, controlado por placebo, com o objetivo primario de testar se a administracdo do
farmaco TQJ 230 dirigido a Lp(a) (oligonucle6tido antisense dirigido ao mRNA da apo(a),
diminuindo a sua producdo no figado) diminui o risco de MACE (mortes por doenca

cardiovascular, EAM e AVC ndo fatais, revascularizagdo corondria urgente) em doentes com
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doenca cardiovascular estabelecida e Lp(a) >70 mg/dL e na subpopulacédo de doentes com
Lp(a) >90 mg/dL. O farmaco demonstrou, em Fase 2, reducdes do nivel de Lp(a) até 75.1
mg/dL a partir de um nivel médio 99.3 mg/dL e reduc¢des estatisticamente significativas na
apoB e fosfolipidos oxidados associados a apo(a) e a apoB, sem apresentar alteracdo no nivel
de plaguetas clinicamente significativa. O estudo tem duracéo prevista de 4.5 anos, com um
periodo de dupla ocultagio minimo de 2.5 anos. E composto por um periodo de screening de
2 semanas, seguido de um periodo opcional de otimizag&o terapéutica de 4 a 12 semanas,
caso nao sejam atingidos os alvos terapéuticos estipulados, e por o periodo de dupla
ocultacdo. A medicacdo do estudo € administrada por via subcutdnea mensalmente pelo
proprio, pelo cuidador ou por um profissional de saude. (13)

Neste estudo, com uma amostra de doentes do ensaio clinico HORIZON, verificamos
se os achados foram ao encontro do conhecimento atual sobre a Lp(a) e aferimos sobre a
utilidade terapéutica de um farmaco especificamente dirigido para a Lp(a). Para esse efeito,
investigdmos a presenca de histéria pessoal ou familiar de DCV precoce nos nossos doentes
e verificamos se a sua presenca estava ou nao relacionada com niveis superiores de Lp(a)
em doentes com DCV estabelecida, o que podera permitir identificar os doentes com maior
beneficio em prevencéo primaria. Estudamos também os valores de Lp(a) em doentes que
tomaram previamente o farmaco evolocumab através do estudo FOURIER (ensaio
multicéntrico duplamente oculto, controlado por placebo e randomizado para estudo do
impacto da redugao adicional de LDL nos eventos CV em doentes com DCV estabelecida a
tomar o IPSCK9 e estatinas) ou OLE FOURIER (estudo de fase 3b para avaliar a seguranca
a longo prazo da administrac@o de evolocumab) que decorreram igualmente na UICC, tirando
proveito da rara oportunidade de estudar doentes que tenham participado simultaneamente
em ambos os estudos, para verificar se esta reducdo, com um farmaco néo especifico, tera
sido suficiente para atingir o patamar <70 mg/dL, o que poderia indicar futilidade terapéutica

de um farmaco especificamente dirigido.
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MATERIAL E METODOS

Sele¢cdo da amostra

Neste estudo prospetivo e unicéntrico foram selecionados todos os doentes seguidos
no servico de Cardiologia do CHUC e convidados a participar no ensaio clinico
TQJ230A12301 (HORIZON) nesse hospital por parte da UICC, mesmo gue nao tivessem
reunido condi¢des para prosseguir o estudo na fase de screening, quer por ndo apresentarem
niveis de Lp(a) no limiar definido (>70 mg/dL) quer por recusa. Os critérios de selecao usados

sao sobreponiveis aos usados no ensaio clinico (Tabela 2).

Os doentes serao divididos em dois grupos: grupo em seguimento no ensaio e grupo

de screening failures.

Tabela 2 Critérios de Selecéo

Critérios de inclusao

e Homens e mulheres entre >18 e <80 anos

e Lp(a)> 70 mg/dL na visita de screening

e Tratamento otimizado do colesterol LDL (LDL-C<50 mg/dL ou dose maxima tolerada de
estatinas + outro farmaco) e outros FRCV (HbA1C< 6.5% e tenséo arterial <140/90 mmHg)

o EAM espontaneo >3 meses e <10 anos antes da visita de screening (definido por elevagao
ou diminuicdo de marcadores de lesdo cardiaca, de preferéncia troponinas, com, pelo
menos, 1 valor acima do percentil 99 da normalidade e mais 1 dos seguintes: sintomas de
isquemia, novas alteracbes ST-T ou bloqueio completo ramo esquerdo de novo no
eletrocardiograma, ondas Q patoldgicas, trombo coronario na angiografia e nova perda de
miocardio viavel ou nova anormalidade regional de movimento da parede em imagem) e/ou

e AVC isquémico (défice focal cerebral, espinhal ou visual agudo por enfarte do SNC
documentado por imagem e ndo embdlico ou AIT) >3 meses e <10 anos antes da visita de
screening e/ou

e DAP sintomatica e clinicamente significativa (claudicacdo intermitente com indice tornozelo-

braco (ITB) <0.9 ou amputagdo de membro ou revascularizacéo por isquemia de membro)

Critérios de excluséo

e Hipertensdo ndo controlada no screening (sistélica 2160 mmHg e diastélica >100mmHg
numa média de 3 medicdes)

e Classe IV na classificacdo Heart failure New York Heart Association (NYHA)

e Histéria de neoplasia em qualquer érgao nos ultimos 5 anos

e Histéria de AVC hemorragico ou hemorragia major

e Plaquetas< 140 000 per uL
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e Doenca hepdtica ativa ou disfuncao hepética (transaminases > 2x Limite superior da
normalidade (LSN) ou bilirrubina total >1,5x LSN) antes da randomizacéo

e Doente positivo para HIV, Hepatite B ou Hepatite C no screening

e Doenca renal significativa (Taxa de filtracdo glomerular (TGF) < 30 mL/min/1.73m? ou
doenca glomerular significativa com relacdo proteina/creatinina urinarias >500 mg/g) antes
da randomizacéao

¢ Mulheres gravidas ou em amamentacédo ou sem método de contracecéo altamente eficaz

e Tratamento com niacina (a ndo ser em multivitaminico), com dose estavel de IPCSK9 nos 3
meses anteriores ou com aférese de lipoproteinas;

e Eventos cardiovasculares entre o screening e o periodo de randomizacao;

e Procedimento de revascularizacéo cardiaca, cerebral ou de membro planeado para depois
do periodo de randomizacéo.

e Doenca nado cardiovascular com esperanca de vida <5 anos diagnosticada antes da
randomizacgéao

o Infecdo severa ativa ou disfuncdo major hematoldgica, enddcrina, metabdlica ou
gastrointestinal antes da randomizacéo

e Tratamento com oligonucleotidos ou siRNA nos 9 meses antes do screening ou histéria de

hipersensibilidade ao farmaco ou a excipientes

Colheita de dados

Os dados foram recolhidos pela consulta do processo clinico criado especificamente
para o estudo e pela entrevista a doentes em dois momentos diferentes, separados no minimo
em 2 meses até 31 de dezembro de 2021. Relativamente aos doentes screening failure néo
foi efetuada consulta do processo clinico na 22 recolha, uma vez que ndo mantém seguimento
clinico no estudo. Os dados de doseamentos analiticos na 22 recolha s6 foram recolhidos

apos o periodo de randomizacao (inicio do farmaco ou placebo).

Os dados colhidos foram: sexo, idade, local de residéncia, idade no primeiro evento
cardiovascular e presenca de histéria pessoal ou familiar de DCV precoce, tipo de EAM (com
ou sem supra ST), antecedentes ou clinica de estenose adrtica (dispneia de esforco, sincope
de esforco, angina e sopro sistélico em foco adrtico) ou isquemia de membro (claudicacéo
intermitente ou dor em repouso, dados da bioquimica, hemograma e perfil lipidico,
informacg0des sobre estilos (atividade fisica, habitos tabagicos e alcodlicos) e qualidade de vida
(adaptacdo SF-12), eventos adversos do farmaco, infe¢céo por SARS-CoV2 e toma de estatina

prévia ao evento indice.
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Consideracdes éticas

O protocolo do estudo foi submetido & Comiss&o de Etica para a Saude do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra, tendo sido obtido um parecer favoravel para a sua

realizacao.
Analise estatistica

Para as variaveis nominais, optou-se pela analise de frequéncias, recorrendo, quando
necessario, a analise em tabulacdo cruzada. Ja nas variaveis quantitativas, calculou-se as

médias aritméticas e desvio-padrao.

No &mbito da estatistica inferencial, foram feitas analises comparando a distribuicédo
de 1 variavel quantitativa (nivel de Lp(a)) em diferentes varidveis nominais. Foram feitos testes
de normalidade e, perante a sua distribuicdo ndo normal e o reduzido nimero amostral,
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, com significancia estatistica para
p<0.05.
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RESULTADOS

Foram selecionados 42 doentes, 28 no grupo do ensaio clinico e 14 no grupo de
screening failures, 11 dos mesmos por apresentarem niveis Lp(a)<70 mg/dL, nos quais o
intervalo maximo de seguimento no ensaio foi 120 dias ap6s a randomizacgdo e o intervalo

maximo entre periodos de recolha de dados foi de 4 meses.

Relativamente as caracteristicas epidemioldgicas da amostra, 34 (81%) doentes sao
do sexo masculino, 42 (100%) sdo caucasianos ndo hispanicos, com uma média etaria de
64.24+9.30 anos. Em termos de estilos de vida, a atividade fisica média semanal foi
150.38+£126.00 minutos (N=40), a carga tabagica média foi 16.90+23.37 no grupo com
Lp(a)>70 mg/dL e 20.35+18.52 unidades maco-ano no grupo com Lp(a)<70 mg/dL e o
consumo etilico médio foi 13.14+14.71 gramas de alcool diarios.

Respetivamente ao exame fisico dos doentes, foi normal nos 42 (100%) doentes na 12
recolha e foi normal em 28 doentes (100%) na 2° recolha. Os sinais vitais médios foram:
tensdo arterial 128.19+12.25/76.95+10.22 mmHg (N=42) na 1* recolha e
127.71+13.10/74.00£7.54 mmHg (N=28) na 22 recolha, frequéncia cardiaca 65.10+11.12
(N=42) na 1%recolha e 65.96+8.99 (N=28) na 22 recolha. O indice de massa corporal (IMC)
médio foi 28.14+3.58 (N=42) na 12 recolha e 28.48+3.78 (N=28).

A comparacdo dos valores médios de dados bioquimicos e hematoldgicos nos dois
momentos de recolha é efetuada na tabela 3 e os doseamentos lipidicos no screening sédo

representados na tabela 4.

Tabela 3- Dados bioquimicos e hematol6gicos

12 recolha 22 recolha
Glicemia (mmol/L) 6.60+2.06 N=42 6.78+1.84 N=8
Hemoglobina A1C (%) 6.06+0.70 N=42 6.06+0.79 N=9

Bilirrubina (umol/L)

11.24+6.09 N=41

10.82+6.04 N=22

Creatinina (umol/L)

87.37+22.77 N=41

Sem aumento N=18

Fosfatase Alcalina (U/L)

72.85+20.5 N=41

68.78+22.32 N=9

Alanina aminotransferase (U/L)

28,05+14,9 N=41

22.64+10.05 N=22

Aspartato aminotransferase (U/L)

25.28+8.35 N=40

22.82+7.85 N=22

Gama-glutamiltransferase (U/L)

33.93+29.53 N=41

29.89+26.51 N=9

Ureia (mmol/L)

6.85+1.69 N=41

6.61+2.14 N=9
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Acido Urico (umol/L)

335.10+100.29 N=41

305.78+114.54 N=9

Célcio (mmol/L)

2.39+0.09 N=41

2.29+0.09 N=9

Fésforo (mmol/L)

1.07+0.14 N=41

1.07+0.10 N=9

Proteinas totais (g/L)

69.57+4.94 N=40

66.11+5.21 N=9

Sédio (mmol/L)

140.25+2.04 N=40

141.11+2.47 N=9

Potassio (mmol/L)

4.53+0.33 N=41

4.60+0.37 N=9

Cloro (mmol/L)

102.49+2.30 N=41

104.56+1.67 N=9

Creatina Cinase (U/L)

138.52+105.82 N=40

157.89+121.25 N=9

Albumina (g/L)

45.73+£2.96 N=41

43.11+3.9 N=9

Hemoglobina (g/L)

143.45+13.13 N=42

140.59+14.91 N=22

Leucdcitos (GI/L)

6.36+1.56 N=42

6.31+1.62 N=22

Neutrofilos (GI/L)

3.94+1.23 N=42

3.97+1.15 N=22

Plaquetas (GI/L)

200.60+49.49 N=42

190.41+49.64 N=22

Tabela 3 Os resultados séo apresentados como média+ desvio-padrdo. Em alguns doentes os valores ndo estdo
disponiveis por erro laboratorial na sua determinacéo. Na segunda recolha, o nimero de dados recolhidos varia,
pois, os doseamentos laboratoriais sao diferentes consoante a fase de estudo.

Tabela 4 Doseamentos Lipidicos na 12recolha

HDLC4 (mmol/L) 1.24+0.31 N=41

N&o HDL (mmol/L) 2.06+0.83 N=41

Colesterol total (mmol/L) 3.30+0.87 N=41

VLDL (mmol/L) 0.56+0.24 N=41

Triglicerideos (mmol/L) 3.20+£11.54 N=41

LDL direta (mmol/L) (alvo- 1.4) 1.50+0.70 N=41

ApoB (g/L) 0.62+0.17 N=27; 0.55+0.27 (22recolha, N=9)

Lp(a) (mg/dL) 97.33+£51.00 N=42

Tabela 4 HDLCA4- high density lipoprotein Gen 4; Nao HDL- colesterol ndo HDL; VLDL- very low density lipoprotein;
LDL direta- medicéo direta de Low density lipoprotein; ApoB- apolipoproteina B; Lp(a)- lipoproteina a. A maioria
das determinagdes s6 se efetua no momento do screening. Os resultados séo apresentados como média+ desvio-
padrao.

Apenas 3 (7.14%) dos 42 doentes apresentaram niveis de Lp(a) superior a 180 mg/dL,

dos quais 2 tinham histéria pessoal de DCV precoce e 1 historia familiar de DCV precoce.
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Dos 14 doentes que participaram previamente no ensaio FOURIER, 10 (71,43%)
apresentaram Lp(a)>70 mg/dL e 4 (28.57%) apresentaram Lp(a)<70 mg/dL. Todos estes
doentes participaram posteriormente no ensaio OLE FOURIER, estando assim garantida a

toma de evolocumab, mesmo tendo tomado placebo no ensaio FOURIER.

Abordando a tipologia do primeiro evento cardiovascular sofrido, dos 31 doentes com
Lp(a)>70 mg/dL, 14 (45,16%) tiveram STEMI face a 7 (63.64%) dos 11 doentes com Lp(a)<70
mg/dL, com valor médio de Lp(a) 93.89+48.92 nos doentes com STEMI e 100.78+53.98 nos
doentes que ndo tiveram esse evento. Aplicando o teste de Mann-Whitney, ndo existem
diferencas estatisticamente significativas no nivel de Lp(a) entre esses 2 grupos(p=0.734).
Apenas 3 (7.10%) doentes tinham antecedentes de AVC isquémico, 2 dos quais com
antecedentes concomitantes de enfarte e todos apresentavam Lp(a)>70 mg/dL. Igualmente 3
(7.10%) doentes apresentaram DAP, todos igualmente com Lp(a)>70 mg/dL. 1 (3.23%)
doente, com Lp(a)>70 mg/dL, apresentou estenose adrtica severa.

Em termos de efeitos adversos da medicacdo em estudo, apenas 5 (17.86%) dos 28
doentes no grupo de estudo, tiveram reacdes adversas que justificaram a suspenséo da
medicacdo administrada, 3 por trombocitopenia (<140000/mm3) e 2 por reacdo de
hipersensibilidade local em varias inoculacbes. Os individuos que apresentaram
trombocitopenia, apresentavam todos valores basais proximos do limite inferior da
normalidade (151.34 em média). O valor das plaquetas variou em média 1634 *
41 729/mmol® (N=22), com uma diminuicdo maxima de 34 000/mmol. A creatinina sérica ndo
aumentou em relagéo ao valor basal em nenhum dos doentes em que se fez o doseamento
adequado a fase do estudo (N=18) e apenas 1 (5.56%) dos mesmos 18 doentes apresentou

aumento do nivel de LDL em relag&o ao valor basal.

A presenca de historia familiar ou pessoal de DCV precoce nos doentes é ilustrada
pelo Gréafico 1. Num total de 11 doentes com Lp(a)<70 mg/dL, 7 apresentavam histéria pessoal
de DCV precoce e nenhum desses 11 doentes apresentava histéria familiar de DCV precoce.
12 num total de 31 doentes com Lp(a)>70 mg/dL padeceram de DCV precoce e 9 desses
mesmos doentes tinham histéria familiar de DCV precoce. Como 0s niveis de Lp(a) nédo
seguem distribuicdo normal no grupo de doentes sem histéria familiar de DCV precoce
(Shapiro-Wilk p=0.004) e como a nossa amostra apresenta um tamanho muito reduzido face
ao total de doentes do ensaio para 0 uso de testes paramétricos, utilizou-se um teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney e verificou-se que a presenca de histéria familiar de DCV
precoce se associa a niveis mais elevados de Lp(a) de forma significativa (U=237, p=0.005),
com uma mediana de 119.90 mg/dL no grupo com historia familiar de DCV perante uma
mediana de 85.70 nos doentes sem. N&o houve diferencas estatisticamente significativas no

caso da histéria pessoal de DCV precoce (U=186, p=0.411).

17



70,00%
63,64%

I 38,71%

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

DCV precoce

m Screening failure por Lp(a)<70 mg/dL

63,64%

29,03%

0%

DCV precoce
precoce

m Doentes com Lp(a)>70 mg/dL

54,84%

Histéria Pessoal de Histéria Familiar de Histéria Pessoal ou
Familiar de DCV

9,68%

Historia Pessoal E
Familiar de DCV
precoce

Figura 1 Presenca de Doenca Cardiovascular (DCV) precoce nos dois grupos de doentes. Lp(a)-

Lipoproteina a

Tabela 5 Qualidade de vida (adaptacédo SF-12) (14)

Grupo de estudo

Screening Failures

Saude global 1%recolha (N=40)

e Boa: 15 (53.57%)
e Média:11 (39.29%)
o Ma: 2 (7.14%)

« Boa: 8 (66.67%)
e Média: 4 (33.33%)
e MaO

Saude global 23recolha(N=29)

e Boa:l2 (63.16%)
e Média:5 (26.32%)
e Ma:2 (10.53%)

e Boa:8 (80.00%)
e Média2: (20.00%)
e MaoO

Limitagdo a subir escadas e Nenhuma: 13 (46.43%) e Nenhuma:5 (41.67%)
1recolha(N=40) e Ligeira:11 (39.29%) * Ligeira 4 (33.33%)

e Moderada:3 (10.71%) * Moderada:2 (16.67%)

e Acentuada:l (3.57%) e Acentuada:1 (8.33%)
Limitagdo a subir escadas e Nenhuma: 12 (63.16%) * Nenhuma:5 (50.00%)
2%recolha(N=29) o Ligeira:4 (21.05%) e Ligeira 5 (50.00%)

o Moderada:3 (15.79%) * Moderada:0

e Acentuada:0 * Acentuada:0
Tempo cheio de energia e Maior parte do e Maior parte do tempo:8

12recolha (N=40)

tempo:15 (53.57%)

(66.67%)
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e Metade do tempo:6

Metade do tempo:4

recolha (N=29)

(21.43%) (33.33%)
e Menos de metade:7 Menos de metade:0
(25.00%)
Tempo cheio de energia 22 e Maior parte do Maior parte do tempo:6

tempo:12 (63.16%)

e Metade do tempo:4
(21.05%)

e Menos de metade:3
(15.79%)

(60.00%)
Metade do tempo:3
(30.00%)
Menos de metade:1
(10.00%)

Infecdo por COVID-19 (N=40)

4 (14.29%)

Nao foram reportados quaisquer eventos cardiovasculares correspondentes aos

outcomes do ensaio no grupo de doentes em estudo e apenas 1 doente no grupo dos

screening failures apresentou sintomas compativeis com sindrome coronario agudo, nao

sendo possivel a sua confirmacao, uma vez que ndo recorreu a cuidados médicos. 15 dos 31

doentes com Lp(a)>70 mg/dL (48,39%) j4 tomavam estatinas antes do seu evento indice face

a 2 dos 9 doentes Lp(a)<70 mg/dL (22.22%, N=40). Os niveis de Lp(a) sdo superiores, de

forma estatisticamente significativa (U=274; p=0.032 com o teste de Mann-Whitney), nos

doentes que j4 tomavam estatinas antes do seu enfarte, com medianas de 99.30 mg/dL em

oposicao a 85.70 mg/dL. 5 dos 9 doentes com historia familiar de DCV precoce (55.60%) ja

tomava estatinas antes do seu enfarte.
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DISCUSSAO

O facto da maioria da amostra ser do sexo masculino esta de acordo com a tendéncia
populacional global de maior prevaléncia no sexo masculino para a idade média obtida, pois
s6 acima dos 75 anos é que a tendéncia se inverte. (15) O facto de todos os individuos serem
da mesma raca torna os niveis de Lp(a) comparaveis entre si. (5). Os doentes apresentam,
em média, um controlo razoavel dos FRCV mais comuns, com um bom controlo glicémico e
tensional, mas com valores do IMC e LDL ligeiramente acima do recomendado. A atividade
fisica dos doentes é muito variavel. A carga tabagica média superior no grupo com Lp(a) <70
mg/dL pode contribuir para a alta incidéncia de histdria pessoal de DCV precoce nesse grupo.

A maioria dos doentes que participou concomitantemente no ensaio FOURIER
apresentava niveis elevados de Lp(a), o que nos podera levar a concluir que a reducéo pelo
farmaco evolocumab néo sera suficiente e, portanto, reforcam a utilidade terapéutica de um
farmaco especificamente dirigido para controlo de um FRCV que, como referido, necessita de
grandes reducgfes absolutas para ter impacto clinico. Contudo, desconhecemos 0s niveis
prévios a toma do farmaco e estes poderiam ser bastante elevados.

A incidéncia de eventos STEMI segue a habitual tendéncia populacional (15) e, como
a distribuicdo dos niveis de Lp(a) é semelhante nos eventos STEMI e ndao STEMI, ndo

podemos associar niveis de Lp(a) mais elevados a eventos cardiovasculares mais severos.

A baixa incidéncia de AVC isquémico e de DAP reportada podera ser reflexo do menor
Hazard ratio nos estudos mencionados, sendo o risco significativo, uma vez que ndo foram
reportados quaisquer eventos desta tipologia no grupo com Lp(a)< 70 mg/dL. Ja a baixa
incidéncia de estenose adrtica contrasta com o elevado Hazard ratio nos estudos
mencionados, achado que em parte se pode dever a idade média da amostra baixa em

relacdo a habitual nesta patologia.

A incidéncia de trombocitopenia nesta pequena amostra deve ser interpretada a luz
dos baixos valores de base dos doentes por ela acometidos, sendo que a diminuigdo maxima
ndo foi muito significativa. Assim, prevé-se um uso limitado na medica¢do nos doentes com
baixos valores basais de plaquetas, apesar de ndo podermos confirmar se os doentes

referidos faziam o farmaco em estudo.

A maioria dos doentes em ambos o0s grupos apresenta uma boa qualidade de vida, o
que podera em parte ser interpretado a luz de um viés de selecdo, dado que os doentes que
participam em ensaios clinicos estédo a partida mais motivados para a sua saude, o que pode

ser causa e/ou consequéncia desta maior qualidade de vida.

Apenas se verificaram 4 infegcbes por SARS-COV2, uma dos quais diagnosticada

concomitantemente com o EAM, o que podera também ser tradutor de uma maior
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preocupacdo com saulde nos nossos doentes. Embora se sugira que a infecdo por SARS-
COV2 tenha um risco acrescido de tromboses arteriais e que esse risco seja particularmente
elevado em doentes com niveis de Lp(a) elevados (16), apenas se verificou 1 caso nesse

contexto e, portanto, ndo temos evidéncia suficiente para confirmar ou negar essa associacao.

Embora haja racional para admitir que, num cenario de controlo otimizado de FRCV, o
namero de eventos no grupo de screening failures com Lp(a) <70 mg/dL fosse semelhante ao
namero de eventos de doentes com Lp(a)>70 mg/dL a tomar o farmaco em estudo, no grupo
de estudo tinhamos doentes que certamente teriam sido aleatorizados para receber placebo
e, portanto, seria expectavel que houvesse eventos cardiovasculares nesses doentes cujo
nivel de Lp(a) ndo estaria controlado. Assim, ao nao existirem quaisquer eventos no grupo de
estudo, podemos inferir que o impacto do controlo dos niveis de Lp(a) num contexto de

prevencgdo secundaria seja baixo como indicam os estudos anteriores.

Os resultados por nés obtidos demonstram que a presencga de histéria familiar de DCV
precoce podera funcionar, assim, como um bom preditor de niveis elevados de Lp(a) em
doentes com doencga cardiovascular estabelecida e identificar doentes onde o beneficio da
reducdo da Lp(a) podera ser maior, dado que esse fator de risco contribuiu ,de forma
relevante, para DCV nesses doentes, a maioria dos quais ja a tomar estatinas, ao invés da
presenca de historia pessoal de DCV precoce que pode ser determinado por multiplos fatores
além dos niveis de Lp(a). Os niveis superiores de Lp(a) nos doentes que ja tomavam estatinas
previamente ao evento indice poderd, de facto, indiciar que estes medicamentos poderdo

aumentar os niveis de Lp(a).

Tendo em conta a presencga estaticamente significativa de histéria familiar de DCV
precoce em doentes com DCV estabelecida e a possivel menor evidéncia da reducéo de Lp(a)
na reducdo de eventos cardiovasculares num contexto de prevengdo secundéria face a
prevencdo primaria, sugeridos quer pela nossa andlise quer por estudos prévios, poder-se-a
justificar o rastreio ativo da presenca de histdria familiar de DCV como forma de dirigir o
tratamento das dislipidemias num contexto de prevencao primaria, importante dado que as
terapéuticas para as dislipidemias mais comuns ndo modificam este fator de risco, caso a
terapéutica em estudo se venha a demonstrar pobre em efeitos secundarios como 0s nossos
resultados parecem sugerir e se venha a tornar disponivel, eventualmente até num
comprimido de associacdo Unica com estatinas, de forma a retardar a DCV nestes doentes
com risco acrescido. O reduzido efeito do evolocumab e o0s niveis superiores de Lp(a) em
doentes a tomar estatinas, aliados a uma maioria dos doentes com histéria familiar de DCV
precoce ja a tomar estatinas, sugeridos pelo nosso estudo, reforcam esta necessidade de
uma profilaxia primaria dirigida, que poderia ter mudado a histéria natural do evento indice

nestes doentes.
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As principais limitacées do nosso trabalho sdo o reduzido nimero da amostra face ao
ensaio geral e o reduzido tempo de seguimento dos doentes a fazer medicacdo em estudo
(periodo maximo de 1 ano). Estas serdo ultrapassadas aquando da quebra de ocultacédo do
ensaio, onde efetivamente poderemos comparar a eficacia do farmaco na reducdo de novos
eventos e onde poderemos comprovar as nossas conclusfées com uma amostra muito
superior e com um tempo de acompanhamento maior. Outra limitacdo serd a possivel
imprecisao das informacdes obtidas por questionéario, baseadas na memoria e percec¢do dos
doentes, e poderia ser ultrapassada se tivéssemos acesso a toda a informacao clinica destes.

CONCLUSAO

O nosso trabalho, ao ser validado com uma amostra de tamanho adequado, vira a
confirmar a necessidade de farmacoterapia especificamente dirigida a Lp(a) e podera
contribuir para selecionar os doentes que, no contexto de prevencdo primaria, terdo maior
beneficio desta terapéutica, uma vez que inicialmente podera ndo estar amplamente
disponivel. Permitird ainda combater alguma hesitacdo em iniciar tratamento para

dislipidemias, que podera ter existido nos nossos doentes, reforcando a sua indicacao.

Os nossos resultados estao de acordo com o menor risco de niveis de Lp(a) elevados
no surgimento de novos eventos cardiovasculares sugerido anteriormente, mas

reconhecemos que este serd um achado facilmente mutavel com uma analise mais robusta.
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