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RESUMO

A apolipoproteina B (apoB) € a principal proteina da lipoproteina de baixa densidade
(LDL) que esta envolvida no transporte e metabolismo do colesterol. Polimorfismos
de Unico nucleotideo (SNPs) no gene da apoB humana tém sido associados ao risco
para doencas cardiovasculares, como a Doenca Arterial Coronariana (DAC), as
dislipidemias e a aterosclerose. Estas doengas sao caracterizadas como
multifatoriais, causadas pela interacdo entre fatores ambientais e genéticos. Estudos
de investigacdo dos componentes genéticos causadores destas doencas tém focado
principalmente em polimorfismos nos genes que codificam proteinas estruturais e
enzimas relacionadas ao perfil lipidico. Este trabalho teve como objetivo investigar a
associacdo do polimorfismo Mspl no gene da apoB com os fatores de risco
cardiovascular em um grupo de pacientes caso-controle na populacédo da Regiédo
dos Campos Gerais (Parana, Brasil), além de determinar as frequéncias alélicas e
genotipicas deste polimorfismo, e associar os dados genéticos obtidos com as
variaveis relacionadas aos riscos cardiacos através da andlise de correlacdo. Foram
avaliados 66 pacientes, dos quais 55 compuseram o grupo com risco cardiovascular,
e o0s 11 demais formaram o grupo sem risco — controle. A idade média dos pacientes
foi de 60 £ 10,0 anos no grupo com risco e 53 = 14,0 anos no grupo controle. O
polimorfismo Mspl (exon 26) no gene da apoB foi caracterizado por PCR-RFLP,
sendo os fragmentos de DNA, ap0s a restricao, identificados por eletroforese em gel
de agarose. O alelo normal foi denominado M; e o alelo mutado M,. As frequéncias
genotipicas encontradas para o polimorfismo Mspl foram 0,82, 0,09 e 0,09 para o
grupo controle; e 0,76, 0,24 e 0,00 para o grupo de pacientes com risco,
respectivamente para os genétipos M;M;, M;M, e M,M,. O homozigoto M;M; foi
predominante na distribuicdo genotipica para ambos os grupos. Nao houve diferenca
significativa entre as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo Mspl no
gene da apoB (x% = 5,90; P > 0,05; Teste de Contingéncia), quando comparados 0s 2
grupos em estudo. Assim, a distribuicdo do polimorfismo estudado na populacéo da
regido dos Campos Gerais (PR) se mostrou no equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto
no grupo controle quanto no grupo de pacientes com risco cardiaco, mantendo o
polimorfismo estavel, sendo estes resultados também relatados para as populacées
chinesa e coreana. Na analise de correlacdo de Pearson entre as variaveis de risco
(idade, diabetes mellitus, LDL alto, trigliceridios alto, HDL baixo, hipotireoidismo,
peso, indice de massa corporal), observou-se que a maioria das variaveis analisadas
se correlacionaram para os genotipos M;M; e MiM,. Ja para a populagéo total
estudada (n = 66), a associacdo do polimorfismo génico da apoB ndo apresentou
correlagdo com as variaveis de risco cardiaco. Enfim, esta pesquisa apresentou
dados para o entendimento da associa¢céo do polimorfismo do gene da apoB com o
distirbio de metabolismo lipidico no desenvolvimento de fatores de risco para
doencas cardiovasculares na populacéo dos Campos Gerais (PR).

Palavras-chave: Variacdes genéticas. ApoB. Mspl. Nivel lipidico. Fatores de risco.
Doengas cardiovasculares.



ABSTRACT

Apolipoprotein B (apoB) is the principal protein from low density lipoprotein (LDL)
involved in cholesterol metabolism and transport. Single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in the human apoB gene have been associated with cardiovascular disease
risk, such as Coronary Artery Disease (CAD), dyslipidemia and atherosclerosis.
These multifactorial diseases are generated by interaction between environmental
and genetic factors. Previous works investigated the genetic causative components
of these diseases and focused mainly on polymorphisms that occur in genes
encoding structural proteins and enzymes related to lipid profile. The present study
aimed to investigate the Mspl polymorphism in the apoB gene association with
cardiovascular risk factors in a case-control patients group from the Campos Gerais
region (Parana, Brazil) population, moreover to determine this polymorphism allele
and genotype frequencies, and also to associate the obtained genetic data with
cardiac risk related variables by using correlation analysis. We evaluated 66 patients,
from which 55 patients formed the cardiovascular risk group, and 11 others
composed the group without risk — control. The patients mean age was 60 + 10.0
years in the group with risk and 53 + 14.0 years in the control group. The Mspl
polymorphism (exon 26) on apoB gene was characterized by PCR-RFLP and, after
restriction, DNA fragments were identified by electrophoresis using agarose gel. The
normal allele was named M; and the mutated allele was called M,. The obtained
values for Mspl polymorphism genotypic frequencies were 0.82, 0.09, 0.09 for the
control group, and 0.76, 0.24, 0.00 for the CAD risk group, respectively for genotypes
MiM1, MMz, MoM.. It was showed that the M;M; homozygous was dominant in the
genotype distribution for both groups. There was no significant difference between
the allele and genotype frequencies for Mspl polymorphism in the apoB gene (3° =
5.90, P > 0.05; Contingency Test) when comparing the two groups. Therefore, the
distribution of the studied polymorphism in the Campos Gerais region population
presented to be in Hardy-Weinberg equilibrium both for the control group and for the
CAD risk patients group, keeping stable the polymorphism, what was already
previously reported for Chinese and Korean populations. The Pearson correlation
analysis performed between the risk variables (age, diabetes mellitus, high LDL, high
triglycerides, low HDL, hypothyroidism, weight, body mass index) showed correlation
between the most of the variables for M;M; and M;M, genotypes. But for the total
population (n = 66), the association of the apoB gene polymorphism was not
correlated with cardiac risk variables. In the end, this research presented data for
understanding the association of apoB gene polymorphism with lipid metabolism
disorder in the development of risk factors for cardiovascular disease in the
population of Campos Gerais (PR).

Keywords: Genetic variations. ApoB. Mspl. Lipid levels. Risk factors. Cardiovascular
diseases.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O termo risco é usado para definir a chance de uma pessoa sadia, exposta a
determinados fatores ambientais ou hereditarios, adquirir uma determinada doenca.
Os fatores associados ao aumento do risco de se desenvolver uma doenca sdo
chamados fatores de risco. O conceito fatores de risco em doencas cardiacas
coronarias surgiu pela primeira vez em 1963, como titulo de um artigo médico
(MORIGUCHI, 2002). Este conceito comegou entdo a ser aplicado de forma mais
generalizada, sendo também utilizado para caracterizar os fatores associados a
outras manifestacdes de doencas relacionadas com cardiopatias (YOKOTA et al.,
2012).

As principais cardiopatias compreendem doenca arterial coronariana (DAC),
aterosclerose e dislipidemias. A DAC uma doenga multifatorial que resulta na
obstrucdo das artérias coronarias (ALLENDER et al, 2008; LIBBY, 2008). A
aterosclerose é considerada uma doenca inflamatéria crbnica caracterizada pela
formacdo de ateromas no interior dos vasos sanguineos (FILHO et al., 2003;
MAGYAR et al., 2003; LUSIS; MAR; PAJUKANTA, 2004). Ja as dislipidemias séo
distarbios de altos niveis de colesterol, trigliceridios e lipoproteinas circulantes no
sangue (NAVARRO; CONEGERO, 2002; SILVA, 2005; RADER; HOBBS, 2008).

De acordo com a IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencédo da
Aterosclerose, Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2007, relata que durante os Ultimos trinta anos presencia declinio
razoavel da mortalidade por causas de doencas cardiovasculares em paises
desenvolvidos, enquanto elevacdes relativamente rapidas e substanciais tém
ocorrido em paises em desenvolvimento, dentre os quais o Brasil. Conforme as
projecdes da Organizacdo Mundial de Saude, esta tendéncia de elevacdo na doenga
cardiovascular tende a persistir, agravando ainda mais o quadro de morbidade e
mortalidade elevadas nestes paises. Além disso, as previsfes atuais estimam que
no ano 2020 as doencgas cardiovasculares tornar-se-ao a principal causa global do
total de doencas (LIBBY, 2008). Além dos fatores genéticos concorrem também as
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mudangas socioecondmicas e culturais que vém ocorrendo na sociedade, as
doencas cardiovasculares vém aumentando consideravelmente, representando
atualmente um dos mais importantes problemas de saude publica (ISHITANI et al.,
2006)

Algumas doencgas cardiovasculares dependem das alteracbes do
metabolismo lipidico. Os disturbios no metabolismo lipidico e as anormalidades nas
lipoproteinas plasmaticas classificam-se entre os fatores de risco mais bem
compreendidos e solidamente estabelecidos para aterosclerose. De maneira que, as
doencas mencionadas abaixo, contribuem também para o aparecimento da
aterosclerose, como (LIBBY, 2008; MOTTA, 2009):

= Dislipidemias (Hiperlipoproteinemia — HLP, Hiperlipidemia familiar

combinada — HFC, Hipertrigliceridemia — HTG, Hipercolesterolemia familiar
— HF, Defeito familiar da apoB100 — DFB, entre outras);

= Doencga Arterial Coronariana — DAC.

O estudo dos fatores de risco cardiaco surgiu de uma fusdo de resultados
experimentais, que envolvem duas categorias: genéticos e ambientais. Os estudos
observacionais realizados em todo o mundo sustentam o conceito de “fatores de
risco” para as doengas cardiovasculares (MAHLEY; WEISGRABER; FARESE JR,
2003; LIBBY, 2008; MOTTA, 2009), os quais podem ser citados: genética,
tabagismo, hipertenséo arterial, Diabetes mellitus, colesterol HDL baixo, colesterol
LDL elevado, trigliceridio elevado, historico familiar de Doenca Arterial Coronariana,
obesidade, sedentarismo, alcoolismo, dieta aterogénica, estresse, idade, sexo
masculino, estado p6s-menopausa, hipotireoidismo.

As variagcbes genéticas nos componentes da resposta inflamatéria
aterosclerdtica tém sido implicadas como fatores de risco cardiaco, agindo
conjuntamente com fatores de risco proinflamatérios convencionais (LIBBY, 2008;
BEVAN, 2008).

A apolipoproteina B (apoB), é a principal proteina constituinte da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) e, atua como ligante dos receptores LDL, correlacionada
com o risco cardiaco. Diversos polimorfismos no comprimento dos fragmentos de
restricdo (RFLPs) do gene APOB tém sido estudado geneticamente e tém fornecido
evidéncias que alguns alelos podem ser componente associado a variacdo das
concentracbes dos niveis lipidicos plasmaticos em diferentes populacées com
doencas cardiovasculares (PEACOCK et al., 1992).
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1.2 DISLIPIDEMIAS

As dislipidemias s&o caracterizadas por alteracbes no perfil lipidico,
associadas a manifestacbes clinicas diversas. Séo classificadas em primarias e
secundérias (NAVARRO; CONEGERO, 2002; SILVA, 2005).

As dislipidemias  primarias sdo de origem genética, como:
hiperlipoproteinemia, hiperlipidemia familiar combinada, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia familiar, defeito familiar da apoB100 (MAHLEY; WEISGRABER,;
FARESE JR, 2003; CAMPQOS, 2005).

Por outro lado as dislipidemias secundérias sdo causadas por outras doencas
ou uso de medicamentos: hipotireoidismo, Diabetes mellitus, sindrome nefrética,
insuficiéncia renal cronica, obesidade, alcoolismo, doenca hepética, uso de doses
altas de diuréticos, betabloqueadores, corticosterdides. O tratamento dessas
dislipidemias consiste em controlar a doenca de base (MAHLEY; WEISGRABER,;
FARESE JR, 2003; RADER; ROBBS, 2008).

As dislipidemias sao distarbios que estdo relacionados com reducdo ou
deficiéncia na remocao plasmatica das lipoproteinas. Esses disturbios podem se
manifestar por concentracfes elevadas no plasma de colesterol, trigliceridios e de
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) (FODOR et al., 2000),
também tem sido associado ao aumento das concentracdes das lipoproteinas ricas
em trigliceridios, como os quilomicrons (Qm) e lipoproteina de muita baixa
densidade (VLDL) e a diminuicdo da concentracao do colesterol da lipoproteina de
alta densidade (HDL-C) (HOKANSON; AUSTIN, 1996; KNOPP, 2002).

O aumento da concentracdo de lipidios plasmaticos resulta frequentemente
de falha na interagdo das lipoproteinas com seus receptores celulares ou na
deficiéncia da hidrdlise dos componentes lipidicos das lipoproteinas que retardam ou
anulam a captacéo de colesterol pelas células (BROWN; GOLDSTEIN, 1986). Esses
distarbios metabolicos séo influenciados por alteracdes em genes de receptores, de
apolipoproteinas ou das enzimas envolvidas no metabolismo das lipoproteinas
(GALTON, 1997).

Os valores de referéncia para o perfil lipidico das dislipidemias em adultos

com idade superior a 20 anos encontram-se na Tabela 1.



TABELA 1 - Valores de referéncia para anélise das dislipidemias
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Valores de referéncia

Analitos Categoria
(mg/dL)
menor que 200 Otimo
Colesterol total 200 - 239 Limitrofe
240 ou maoir Elevado
menor que 100 Otimo
100 - 129 Desejavel
LDL-C 130 - 159 Limitrofe
160 — 189 Alto
190 ou maior Muito alto
menor que 40 Baixo
HDL-C )
maior que 60 Alto
menor que 150 Otimo
S 150 - 200 Limitrofe
Trigliceridios
200 — 499 Alto
500 ou maior Muito alto
Fonte: Il Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias (2001), WHO (2006), | Diretriz Brasileira de

Hipercolesterolemia Familiar (2012).

Nas dislipidemias encontram-se:

a) Hiperlipoproteinemia (HLP)

Atualmente tornou-se evidente que 0s niveis plasmaticos ideais ou 6timos de

colesterol sdo muito inferiores aos niveis normais da populacdo geral, e que o risco

de coronariopatia aumenta a medida que os niveis de colesterol se elevam acima

dos valores ideais (lll Diretrizes Brasileiras em Dislipidemias, 2001).

Esta forma esta associada com enfermidade cardiovascular periférica e

desenvolve aterosclerose prematura. Um alerta para a possivel existéncia de HLP

do tipo Il € a presenca de xantomas na superficie palmar ou depdositos tuberosos

nos cotovelos e joelhos (MISRA et al., 1998). O diagnostico definitivo necessita da

andlise genética de apolipoproteina. A HLP tipo Il uma mutacao rara que ocorre em

1:1000 pessoas. A base fisiopatolégica desta enfermidade € o acimulo de VLDL, e é
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causada por uma apoE anormal (homozigética), que ndo €é normalmente
reconhecida pelos receptores lipoprotéicos apoB/apoE. Este € um disturbio genético,
mas é ocasionalmente encontrado em associa¢do com hipotireoidismo ou obesidade
(ORDOVAS, et al., 1987; HAVEL; KANE, 1995; SMITH, 2000).

b) Hiperlipidemia familiar combinada (HFC)

A HFC é caracterizada por elevacfes dos niveis de VLDL, IDL e LDL. Exibe
um padrao de transmisséo vertical, semelhante a um modo de heranca dominante.
Entre os sobreviventes de infarto do miocardio prematuro (menos de 60 anos de
idade), a HFC é o disturbio lipidico mais comum familiar, com uma frequéncia entre
10% para 20% nas populacdes estudadas (ALLAYEE et al., 2002).

O defeito primario na HFC envolve uma producdo aumentada de VLDL
(THOMPSON, 1990). Estudo em populac¢des associado a HFC com ligacao a familia
multigénica sugerem que certos alelos do gene deste grupo (APOAI-CIII-AIV-AV)
contribuem para niveis altos de trigliceridios (TALMUD et al., 2002), e este grupo
multigénico é também associado com HFC (DALLINGA-THIE et al., 1996; CAMPOS,
2005). Heterozigose para mutacdes nulas de LPL também podem contribuir para
certas formas de HFC. Varias informacdes sobre o genoma para a HFC tém sido
disponiveis e sugerem gue outro gene (apoA Il) localizado no cromossomo 1g21.2
tem papel importante para HFC (PAJUKANTA et al., 1998). Pajukanta e
colaboradores (2004) mostraram a associagédo entre o gene USF1 e a HFC, sendo
este um forte candidato, pois é um fator de transcricdo e esta relacionado com o

controle de varios genes do metabolismo da glicose e lipidico.

c) Hipertrigliceridemia (HTG)

E caracterizada por aumento das concentraces plasmaticas de trigliceridios,
resultante da elevacdo aumentada de quilomicrons e VLDL circulante. A HTG é um
fator de risco importante no desenvolvimento de aterosclerose e de DAC e esta
sendo com um fator de risco independente (STAMPFER et al., 1996; JEPPESEN et
al., 1998; AUSTIN, 1999).

A correlacdo entre a HTG e as causas de arterosclerose e suas sequelas

ainda nado foi elucidada. Entretanto, existem alguns tipos de HTG extrema que
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podem causar pancreatite potencialmente fatal, e a terapia para diminuir os niveis de
trigliceridios nestes pacientes é benéfica. De acordo com a orientacdo do NCEP —
National Cholesterol Education Program (Expert Panel, 2001), a qual define os niveis
de trigliceridios do plasma considera o valor <200 mg/dL como normais; 200 a 400
mg/dL como limitrofes altos; 400 a 1000 mg/dL como altos; e >1000 mg/gL como
muito altos. Pessoas com mutacdes no receptor da apoB e apoE acumulam
alteracdes elevadas na concentracdo de lipidios plasmaticos. Na maioria das
analises univariadas de dados populacionais, os trigliceridios se correlacionam com
o risco cardiaco. Entretanto esta corelagdo pode ser explicada por fatores
frequentemente associados a niveis elevados de trigliceridios, baixos niveis de HDL,
obesidade, diabetes e formas aterogénicas de LDL. Os pacientes com trigliceridios
acima de 1000 mg/dL geralmente tém excesso de Qm e necessitam diminuir estes
niveis para 600 mg/dL ou menos a fim de evitar pancreatite (HEGELE et al., 1986;
LEWIN, 2001; GOODMAN; GILMAN, 2003; HEGELE et al., 2009).

d) Hipercolesterolemia familiar (HF)

A HF é causada por mutacdes do gene do RLDL, as quais afetam a funcao do
receptor e prejudicam o catabolismo das LDL (HOBBS; GOLDSTEIN; BROWN,
1992; GOLDSTEIN; BROWN, 2001).

Alguns pesquisadores acreditam que as particulas de IDL sédo pro-
aterogénicas. Nos pacientes com nivel elevado de IDL, € proeminente o aumento da
aterosclerose. Pequenos aumentos em IDL também ocorrem na hipercolesterolemia
familiar. Ndo ha duavida quanto a aterogenicidade da LDL. A LDL penetra
prontamente na artéria. Os pacientes com hipercolesterolemia familar, que tém
niveis predominantemente elevados de LDL, tém um aumento de coronariopatia
prematura. Uma subespécie de LDL, conhecida como LDL pequena e densa, é
aterogénica e acompanha niveis altos de trigliceridios e baixos de HDL. Mesmo que
0S mecanismos pelos quais a IDL é pro-aterogénica ndo estejam totalmente
compreendidos, muitas evidéncias sugerem que a modificacdo oxidativa dentro da
artéria € uma etapa importante, sendo obrigatodria, na aterogénese (WITZTUM, 1994;
ABIFADEL et al.,2003; RADER; HOBBS, 2008).

A hipercolesterolemia pode ser também causada por alteracdes no gene da
apoB, que afetam a capacidade de ligacdo das LDL com RLDL (HANSEN, 1998).
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Essas mutacdes sdo a causa da doenca autossdmica dominante denominada de
defeito familiar da apoB100 (DFB) (BOREN et al., 2001; GAFFNEY et al., 2002). Os
pacientes com DFB apresentam perfil lipidico similar da HF heterozigotica
(MISEREZ; KELLER, 1995; HANSEN,1998; TAl et al., 2001).

Foi observada uma forma recessiva de hipercolesterolemia denominada
hipercolesterolemia autossomica recessiva (HAR) que tem a mesma gravidade que
HF homozigdtica. A mutacdo causante da HAR esta em um gene que codifica uma
proteina adaptadora do RLDL (GOLDSTEIN; BROWN, 2001).

A hipercolesterolemia também pode resultar de alteracbes frequentes em
varios genes. Estudos identificaram mais de 1000 mutacBes génicas diferentes,
todas conduzindo a HF (GUARDAMAGNA et al., 2009). Além das mutacdes
encontradas no gene RLDL, tem observado que os polimorfismos genético do RLDL
e da apoB estdo associadas com as variacdes inter-individuais das concentracdes
plasmaticas de lipidios, principalmente colesterol total e LDL-C, e com a
suscetibilidade de desenvolvimento de DAC em diferentes populacdes caucasoides
da Europa, dos Estados Unidos e do Japdo. Os grupos populacionais da Europa
Central possuem frequéncia (1:209) da mutacdo R3500Q do gene da apoB entre
pacientes hipercolesterolémico. (GAJRA et al., 1994; CHOONG; SETHI; KOAY,
1998; PONGRAPEEPORN et al., 2000).

Este disturbio é caracterizado por hipercolesterolemia devido os niveis
elevados de LDL-C com nivel plasmatico normal de trigliceridios, na auséncia de
causas secundarias de hipercolesterolemia. De maneira geral, 0s niveis plasmaticos
de LDL-C néo estao tao elevados quanto aqueles observados na HF e no DFB. Os
estudos familiares sédo Uteis para diferenciar a hipercolesterolemia poligénica dos
disturbios monogénicos; 50% dos parentes de primeiro grau de pacientes com HF e
DFB apresentam hipercolesterolemia, enquanto 10% dos parentes de primeiro grau
de pacientes com hipercolesterolemia tém hipercolesterolemia poligénica (RADER,
HOBBS, 2008).

e) Defeito familiar da apoB100 (DFB)

O DFB é uma dislipidemia Mendeliana de heranga autossdmica dominante

(com uma frequéncia de cerca de 1 em 500-1000 nas popula¢des européias). Na
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maioria dos casos, ocorre uma mutacao na sequéncia de codificacdo de apoB100
que substitui o amino&cido arginina para glutamina na posicdo 3500. O DFB é
causado por mutacbes no dominio de ligacdo do receptor LDL da apoB100. A
doenca por DFB é caracterizada moderada a grave por apresentar aumento do LDL,
lipoides arcus, e prematura DAC (FISHER et al., 1999; FOUCHIER et al., 2004;
RADER; HOBBS, 2008). Pacientes heterozigotos DFB apresentam niveis de
colesterol de cerca de 300mg/dL, devido a deficiente remocdo da LDL (LUSIS;
IVANDIC; CASTELLANI, 2002).

Em consequéncia da mutacdo apoB100, embora os pacientes com DFB
sejam clinicamente indistinguiveis dos pacientes de Hipercolesterolemia familiar
(HF), estes apresentam niveis de colesterol inferior aqueles com HF, mesmo assim
ainda sdo muito elevados (NABEL, 2003).

Classificacao Etiolégica das Dislipidemias

A grande maioria dos defeitos genéticos conhecidos envolve proteina,
apolipoproteina, enzima lipolitica, receptor membranério, ou proteina reguladora. A
compreensao da hipercolesterolemia familiar representou um importante avanco da
investigacdo da etiologia das dislipidemias, apresentada na Tabela 2 (CAMPOS,
2005).



TABELA 2 — Dislipidemia primaria: classificacdo etiologica

23

Def|C|e,n_C|a Gene Diagndstico Transmissao | Prevaléncia | Fenétipo Irqp]lcagao
metabdlica clinica
Enzima ITlpoprotelna Deficiéncia em LPL Autoss'omlca muito rara I pancreatite
lipase(LPL) recessiva aguda
Hipercolesterolemia
familiar AutossOmica 1:500
Receptor LDL (E.B) heterozigética dominante 1:1 000 000 lla aterosclerose
homozigobtica
Deficiéncia familiar
. . de apoB100 Autossdmica 1:1 000
Apolipoproteina | APOB100 heterozigética dominante 1-4 000 000 lla aterosclerose
homozigética
DisBlipoproteinemia
Apolipoproteina | APOE ou dislipidemia Poligénica 1:10 000 b aterosclerose
de remanescentes
Apolipoproteina | APOCII Deficiéncia em Autoss.omlca Mmuito rara | pancreatite
apoCll recessiva aguda
Desconhecida H|perAchesteroIem|a Poligénica 1:250 lla, llb aterosclerose
poligénica
Desconhecida Hiperlipidemia Poligénica 1:200 lib, IV aterosclerose
Controverso
. o . N fator de risco
Desconhecida H'p?-‘Y"'g“Ce”dem'a Auto_ssomlca 1.600 v, v independente
familiar dominante
para a
aterosclerose?

Fonte: CAMPQOS, 2005.

1.3 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA (DAC)

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte por doenca
no Brasil e em véarios paises do mundo (WHO, 2006). Dentre as doencas
cardiovasculares, a Doenca Arterial Coronariana (DAC) destaca-se como a maior
causadora de incapacidade e morte. E uma doenca da idade adulta e de etiologia
multifatorial (VOGEL; MOTULSKY, 1997; SERRUYS et al., 2009).

A associacao positiva entre trigliceridios (TG) plasméticos aumentados e DAC
foi confirmada por analise de prospeccao realizada por Hokanson e Austin (1996),
indicando as concentracdes de trigliceridios plasmaticos como fator de risco
independente para DAC e ndo meramente consequéncia do efeito das baixas
concentragcbes de HDL-C (HOKANSON; AUSTIN, 1996; LUSIS; MAR; PAJUKANTA,
2004).

Cada uma das particulas de lipoproteinas aterogénicas (LDL-C e VLDL)

contém uma molécula de apoB e, por conseguinte, a concentracao de apoB fornece
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uma medida direta da quantidade dessas lipoproteinas circulantes (BARTER et al.,
2006; HANKEY, 2006). Assim, ja existem indicios consideraveis de que apoB seria
um parametro mais exato para o0 risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares do que qualquer um dos outros parametros de colesterol
(WALLDIUS; JUNGNER, 2006). Relatos com base em resultados de quatro grandes
estudos prospectivos sugerem que a apoB € superior ao colesterol total e ao LDL-C
como marcador do risco de doencas vasculares (SNIDERMAN et al., 2003).

Dados tém sugerido que 88,4 mg/dL seria um nivel normal de apoB. Esse
valor € o nivel encontrado em pessoas jovens e com valores baixos de LDL-C
(GRUNDY, 2002; BALLANTYNE; RAICHLEN; CAIN, 2008).

A ocorréncia de DAC varia amplamente no mundo e, geralmente, a maior
frequéncia é encontrada em paises ocidentais ou com estilo de vida ocidental.
Estudos epidemioldgicos prospectivos tém demonstrado que a incidéncia de DAC
em pessoas com Diabetes mellitus (DM) é cerca de duas a trés vezes maior do que
a observada na populacdo em geral (STAMLER et al., 1993). A prevaléncia de DM
entre portadores de DAC aumentou significantemente nos ultimos anos (TAKAISHI
et al., 2004). O aumento do risco de eventos cardiovasculares em pessoas com DM2
pode ser relacionado, com anormalidades no metabolismo de lipidios, lipoproteinas
e apolipoproteina B e receptores LDL (BERNARD et al., 2004).

A complexidade da DAC surge da diversidade de fenotipos clinicos e das
multiplas vias biologicas que contribuem para a formacéo da placa aterosclerotica,
incluindo o metabolismo lipidico, inflamacéo, funcédo endotelial, estresse oxidativo e
trombose. Em adicdo aos fatores ambientais, variacbes inter-individuais na
susceptibilidade a DAC podem estar relacionados a variabilidade nos genes que
codificam proteinas que participam nessas e em outras vias biolégicas (CHANNON;
WATKINS, 2004).

Nas ultimas décadas pode-se mapear uma doenca monogénica e identificar o
gene subjacente com familias suficientes disponiveis. No entanto o sucesso, no
mapeamento de genes com doencas complexas, tais como DAC, tem sido razoavel.
O lento processo de identificacdo de genes em caracteristicas complexas é
provavelmente causado por varios fatores, como locus e heterogeneidade dos
alelos, epistasia, dificuldades em avaliar os complexos fenétipos, desconhecido
modos de heranca, fenocoOpias, penetrancia reduzida, e uma alta frequéncia de
alelos de doencas predisponentes (LUSIS; FOGELMAN; FONAROW, 2004).
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Assim, a identificacdo de fatores genéticos que afetam o metabolismo lipidico
é de significAncia para a correcao das dispilidemias e DAC (VU-DAC et al., 2003).

Estudos prospectivos demonstraram a associacdo com hiperaciduremia e
incidéncia de DAC, doenca cardiovascular e morte. O acido Urico também esta
associado com DM e intolerancia a glicose, fatores de risco que conferem maior
risco relativo para doenca cardiovascular em mulheres (BARRET-CONNOR et al.,
1991; WILSON; CUPPLES; KANNEL, 1991; SOWERS, 1998), assim como a
sindrome metabdlica, resisténcia a insulina, obesidade, hipertensdo e dislipidemia
(REAVEN, 1994; YOO et al., 2005).

1.4 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose é uma doenca progressiva de origem multifatorial que
caracteriza um espessamento e endurecimento da camada interna das artérias
devido ao recrutamento de mondcitos e formacdo de macréfagos, a deposicao de
lipidios e elementos fibrosos, a proliferacdo de células vasculares lisas e a sintese
de matriz extracelular, provocando a formacdo de placa aterosclerGtica com
consequente diminuicdo ou obstrucdo do fluxo sanguineo (ROSS, 1993; LUSIS;
FOGELMAN; FONAROW, 2004).

A aterosclerose pode afetar as artérias do coracdo, cérebro, rins, outros
orgdos vitais, bracos e pernas, sendo a principal causa de morte no Brasil e no
mundo (Il Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e Diretriz de Prevencao da
Aterosclerose, 2001; PELLANDA et al., 2002).

Os ateromas normalmente tém uma capsula fibrosa, consistindo de células
musculares lisas e uma matriz extracelular que abriga um centro lipidico-necrotico
rico. A placa de ateroma pode tornar-se cada vez mais complexa com calcificacao,
ulceracdo na superficie luminal, e hemorragia de pequenos vasos que crescem na
lesdo da parede média do vaso sanguineo (Figura 1). Geralmente, a trombose é
associada com ruptura ou erosdo de uma vulneravel placa que tem uma capsula
fibrosa fina (CASTELLI, 1998; LUSIS; FOGELMAN; FONAROW, 2004; NUSSBAUM;
McINNES; WILLARD, 2008).
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FIGURA 1 - Evolugéo das placas de ateroma.
Fonte: LUSIS; MAR; PAJUKANTA, 2004 adaptado.

Sugere-se que o desenvolvimento da placa aterosclerdtica siga um padrao
ndo linear continuo, mas com evolucdo descontinua com periodos de inatividade
intercalados por intervalos de evolucédo rapida. Este evento de formacgao aterogénica
em geral leva-se décadas. Portanto, durante o processo ocorre um equilibrio
complexo entre entrada e saida de lipoproteinas e leucécitos, proliferacdo e morte
celulares, producédo e remodelagem da matriz extracelular, além da calcificacédo e a
neovascularizacédo, contribuem para a formacdo da lesdo. Geralmente apds um
periodo prolongado de formacéo, a aterosclerose pode ser evidenciada clinicamente
(SNIDERMAN et al., 2003; LIBBY, 2008) .



27

1.5 LIPOPROTEINAS E APOLIPOPROTEINAS

O colesterol, os trigliceridios e os fosfolipidios cumprem um papel importante
no metabolismo. O colesterol atua como um componente estrutural essencial das
membranas celulares, além de ser precursor de hormonios esterdides e outras
substancias organicas importante, como o0s acidos biliares. O colesterol esta
presente sob duas formas, colesterol livre e ésteres de colesterol.

Os lipidios sdo moléculas insoliveis em agua, porém solUveis em solventes
apolares. Para seu transporte plasmatico constituem-se em lipoproteinas que sao
macroagregados moleculares esféricos que apresentam nucleo contendo os lipidios
hidrofébicos e na superficie externa os lipidios hidrofilicos e as apolipoproteinas
(FREDRICKSON; LEVY; LEES, 1967; SCHUMAKER; ADAMS, 1969; TRIA; SCANU,
1969; CISTERNA; MONTE, 1998; MAHLEY; WEISGRABER; FARESE JR, 2003).

Os lipidios estdo presentes em todos os tecidos e apresentam grande
importancia em varios aspectos da vida como: funcionais das biomembranas,

isolante que permite a conducédo nervosa e previne a perda de calor (MOTTA, 2009).

1.5.1 Lipoproteinas

As lipoproteinas sdo complexos macromoleculares sintetizados no figado e no
intestino delgado, que transportam o colesterol e os triglicerideos através da corrente
sanguinea e entre os tecidos (Figura 2). A estrutura e a composicdo sdo
enzimaticamente reguladas e de forma geral, as lipoproteinas consistem uma parte
central de lipidios hidrofobicos (trigliceridios e ésteres de colesterol) rodeado por
uma monocamada de lipidios anfipatica (fosfolipidios e colesterol livre) e varias
proteinas, apolipoproteinas interagindo com os liquidos corporais (MAHLEY;
WEISGRABER; FARESE JR, 2003).

As principais classes de lipoproteinas plasmaticas séo: quilomicrons (Qm),
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e lipoproteina (a) (Lp(a)).
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FIGURA 2 — Esquema de lipoproteina de alta densidade (HDL) e de lipoproteina de

baixa densidade (LDL). A linha em azul representa apoB100 associada a LDL.
Fonte: FORTI; DIAMENT, 2006.

A camada superficial dos quilomicrons € constituida de apoB48, apoA |, apoA
Il e multiplas cépias da apoE. Os enterdcitos sdo responsaveis pela sintese dos Qm,
secretados no sistema linfatico e através do ducto toracico atingem a circulacao
sanguinea. Os quilomicrons captam apoC Il, apoC lll, e apoE de outras lipoproteinas
circulantes e de colesterol de membranas celulares (CISTERNAS; MONTE, 1998).

O hepatécito sintetiza a VLDL. O nucleo da VLDL é constituido principalmente
de trigliceridios e sua superficie apresenta as apolipoproteinas apoB100, apoC I,
apoC lll e apoE. Quando a VLDL adquire a apoC Il, os trigliceridios do seu nucleo
sao hidrolisados pela lipoproteina lipase (LPL). As VLDL remanescentes tém varios
destinos: removidas da circulagéo por receptores apoB/E ou por receptores VLDL e
conversdo a LDL através da hidrdlise pela lipase hepética (HL) (KWITEROVICH JR
et al., 1997; WALLDIUS; JUNGNER, 2006).

A IDL participa do metabolismo lipidico via endocitose mediada pelo receptor
de LDL através de sua ligacdo a apoB/E, e parte das IDL é remodelada pela HL,
formando LDL (MAHLEY; WEISGRABER; FARESE JR, 2003). As LDL sao, em sua
maior parte, produzidas a partir das VLDL com funcéo de transportar colesterol na
forma de ésteres de colesterol. Sua concentracéo sérica guarda relagcéo direta com o
aumento do risco de aterogénese (MAHLEY; WEISGRABER; FARESE JR, 2003).
Alguns estudos indicam que a apoB pode ser um melhor indicador fator de risco que
o colesterol LDL (WALLDIUS et al., 2001).
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A HDL secretada pelo figado e intestino, € responsavel pelo transporte
reverso de colesterol (TRC) no metabolismo lipidico (SCARTEZINI et al., 2003).

As apolipoproteinas que formam a HDL s&o apoA | e apoA I, embora outras,
como apoA |V, apoA V, apoC [, apoC II, apoC Ill, apoD e apoE, possam estar
presentes (LUND-KATZ et al., 2003).

E importante enfatizar que o TRC ¢é realizado por um conjunto de particulas
efetoras como apoliproteinas, lipidios, proteinas de transferéncia, enzimas, entre
outras, associadas ou ndo a HDL e suas subclasses, sendo esse um grande desafio
para a lipidologia entender como a relagao influxo/efluxo do colesterol pode ser
modulada para prevenir risco cadiaco (VON ECKARDSTEIN; NOFER; ASSMANN,
2001).

Numerosos estudos clinicos e epidemiologicos tém relacionado fortemente a
diminuicdo da concentracdo plasmatica da lipoproteina HDL com o desenvolvimento
de risco cadiaco (YOUNG; KARAS; KUVIN, 2004). Tais achados sugerem que o
desequilibrio entre a coagulacdo e a fibrindlise pode conduzir a aterosclerose.
Apesar de todas essas evidéncias, o papel da HDL na inducdo da supresséo de
moléculas de adeséo para prevenir risco cardiaco € ainda uma questdo importante
para debate (LIMA; COUTO, 2006).

Apo(a) € uma glicoproteina, particula denominada (Lp(a)) ligada apoB100 em
uma LDL e quando oxidada pode promover a formacado de células espumosas e a
entrada de Lp(a) nas placas aterosclerdticas. Estudos sugerem a Lp(a) como fator
de risco cardiovascular independente (JENNER et al., 2005; KAMSTRUP et al.,
2009). A Lp(a) é sintetizada no figado e fixada a apoB100 por uma ligacdo de
dissulfeto. O principal local de depuracdo da Lp(a) € o figado, porém sua via de
captacdo ndo é conhecida (RADER; HOBBS, 2008). A Lp(a) foi descrita pela
primeira vez por Berg em 1963.

Metabolismo das lipoproteinas
Os niveis séricos de lipidios sdo caracteristicas multifatoriais, determinadas
por um grande numero de fatores genéticos e ambientais. Variagcdes em um grande
namero de genes envolvidos na sintese de proteinas estruturais e relacionado ao
metabolismo lipidico tém sido associadas as dislipidemias (ORDOVAS, 2006)
Lipidios da dieta sob forma de Qm, particulas com alto teor de trigliceridios

gue acondicionados com apoB48, C Il e C Il em sua superficie para formar os Qm.
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Nos capilares, a presenca da apoC Il possibilita a hidrélise dos TG pela lipase,
reacdo esta que libera os acidos graxos e as apoC Il e C lll, resultando nos Qm
remanescentes. Estes ainda possuem apoB48, além de estarem agora ligados a
apoE. Os Qm remanescentes sdo absorvidos por hepatdcitos, que possuem em sua
superficie receptores para a apoB, receptores para apoE e RLP. No figado, o
colesterol pode ser usado na producdo de membranas celulares, homonios
esterdides ou lipoproteinas, ou pode ser secretado como colesterol livre (EVANS;
KASTELEIN, 2002; RADER; HOBBS, 2008).

Outra rota metabdlica envolve a sintese e secrecdo de colesterol e TG pelo
figado, tornando-os disponiveis para os tecidos periféricos. Estes lipidios sdo
secretados sob forma de VLDL contendo apoB100.

Com a hidrélise pela lipoproteina lipase, ocorre a quebra de TG e VLDL é
convertida em LDL que possui apoB100. Nesta conversao, sdo produzidos residuos
de VLDL que sdo absorvidos pelos hepatécitos via receptores LDL. Além do figado,
tecidos periféricos também possuem receptores para apoB e apoE com acesso de
LDL mediado por estes receptores, regula a sintese enddégena do colesterol e
reprime a producéo de receptores apoB e apoE e enzimas relacionadas, 30% a 40%
dos VLDL remanescentes dédo origem as LDL (KWITEROVICH JR et al., 1997;
RADER; HOBBS, 2008).

Nas células periféricas o colesterol vai para o figado e ao intestino pelo
processo de TRC, que é facilitado pela HDL.

A apoA | recém secretada adquire fosfolipidio e colesterol ndo-esterificado
(HDL) de seu local de sintese (intestino e figado) através de efluxo promovido pela
proteina de membrana, conjunto de proteina transportadora de ligacdo dependente
de trifosfato adenosina do tipo 1 (ABCA1). Esse processo resulta na formacgéo de
HDL matura que recrutam o colesterol ndo-estereficado adicional pelas células
periféricas. No interior da particula de HDL, o colesterol € esterificado pela lecetina-
colesterol-aciltransferase (LCAT) uma mesma enzima plasméatica associada as HDL
convertendo em HDL madura. Depois de liberados na corrente sanguinea, a HDL
nascente coleta ésteres do colesterol e outras lipoproteinas associadas a apoE. As
HDL trocam, a seguir, seu colesterol esterificado por TG contidos nas VLDL pela
acdo da proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP). Esta
lipoproteina rica em colesterol volta para o figado onde o colesterol é captado

diretamente pelos hepatocitos através do receptor da classe Bl (SR-BI), um receptor
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de superficie celular que medeia a transferéncia seletiva de lipidios para as células
(GREENSPAN; STREWLER, 2000).

Os hepatécitos podem oxidar o colesterol para fornecer energia ou
precursores para a sintese de corpos cetbnicos, e também em acidos biliares por
uma via envolvendo colesterol 7-a-hidroxilase e sao capazes de excretar na bile ou
no limen intestinal (NAKANDAKARE; QUINTAO, 1998; GREENSPAN; STREWLER,
2000; LUSIS et al., 2004).

Sendo assim, qualquer gene que seja responsavel pela producdo de uma
proteina envolvida nesta rota metabdlica poderia ser um gene candidato na
investigacdo de determinantes genéticos dos niveis lipidicos. O somatorio de
variacbes, com um pequeno defeito de cada um desses genes, poderia levar a
modificacdo do perfil lipidico em um paciente, predispondo a um risco cardiaco
(CASAS et al., 2006).

No metabolismo de lipidios pode se observar que as altera¢cbes genéticas sao
decorrentes de mutacdes na sequéncia de nucleotideos do gene e podem produzir
trocas de residuos de aminoacidos na sequéncia da proteina ou interrupcdo da
sintese gerando proteinas truncadas que estdo envolvidas no correto balanco
metabdlico. As mutacdes também podem estar presentes em regibes regulatérias
(promotores ou éxons) ou em regides ndo codificadora (regibes intergénicas ou
introns). Desta forma, a identificacdo de alteragcbes em genes que codificam essas
proteinas é de especial interesse para explicar a variacdo na distribuicdo da
frequéncia alélica encontrada nos niveis lipidicos. Tais variacdes genéticas quando
frequentemente encontrada na populacdo estudada que apresentam frequéncia
superior a 1% sao definidas como polimorfismo (BEIGUELMAN, 1995; CONSTANZA
et al., 2005).

1.5.2 Apolipoproteinas

As apolipoproteinas sdo proteinas existentes no sangue e tém diversas
funcbes no metabolismo das lipoproteinas como: proporcionar estabilidade
estrutural, solubilizar os lipidios altamente hidrofobicos, servir como ligantes para
receptores celulares ou agir como co-fatores para enzimas envolvidas no
metabolismo de lipoproteinas e permitir a captagdo pelos tecidos. Defeitos na

estrutura de uma apolipoproteina ou na sua sintese podem afetar o metabolismo dos
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lipidios resultando em progresséo para a DAC (GROENENDIJK et al., 2001a)
Embora existam varios fatores que contribuam para as concentracées

plasmaticas de lipidios, as apolipoproteinas representam o principal componente na

Foram

dindmica do metabolismo lipidico.

classificadas de A a M (MAHLEY; WEISGRABER; FARESE JR, 2003; SEDA,

identificadas as apolipoproteinas,

SEDOVA, 2003; RADER; HOBBS, 2008), conforme a Tabela 3.

TABELA 3 - Principais apolipoproteinas.

Apolipo Fonte AEEOGEIES ~
: S com as Funcao
proteina principal . ;
lipoproteinas
, . HDL, Proteina estrutural das HDL
ApOA Intestino, figado guilomicrons Cofator da LCAT (ativa a LCAT)
. HDL, .
ApoAll Figado quilomicrons Proteina estrutural das HDL
, HDL, .
ApoA IV | Intestino quilomicrons Desconhecida
. S Promove lipdlise dos trigliceridios
ApoAV Figado Quilomicrons mediada pela LPL
ApoB48 | Intestino Quilomicrons Proteina estrutural dos quilomicrons
Proteina estrutural das VLDL, IDL, LDL,
. VLDL, IDL, LDL, | Lp(a)
ApoB100 | Figado Lp(a) Ligante para a ligacdo ao receptor de
LDL
. Quilomicrons, .
ApoC | Figado VLDL, DL Ativador LCAT
ApoC Il Figado Quilomicrons Co-fator da LPL
. S Inibe a ligacao das lipoproteinas aos
ApoC Ill | Figado Quilomicrons receptores
Baco, cérebro,
ApoD testiculos, HDL Desconhecida
supra-renais
Figado, rins,
supra-renais, R
mondcitos emgnes9entes Ligante para ligacdo ao receptor de
ApoE i ' de quilomicrons,
liquido LDL
.- IDL, HDL
cefaloraquidiano
e baco
ApoF Inibicdo da CETP
. Quilomicrons, . .
ApoH Figado VLDL, LDL, HDL B, glicoproteina |
ApoJ Figado HDL Desconhecida
ApoL Desconhecida HDL Desconhecida
ApoM Figado HDL Desconhecida

Fonte: Adaptado de MAHLEY; WEISGRABER; FARESE JR, 2003; RADER; HOBBS, 2008.
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A Figura 3 mostra as principais regides cromossdmicas dos genes das
apolipoproteinas nos cromossomos humanos, que possuem participacdo na funcéo

e nas alteracbes do metabolismo lipidico.
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FIGURA 3 — Localizacdo cromossémica dos genes das apolipoproteinas humanas

envolvidas no metabolismo dos lipidios.
Fonte: SEDA; SEDOVA, 2003.

ApoA ApOA possui quatro isoformas (A I, All, AIV e A V), que fazem parte da
constituicdo da HDL (BOUCHER et al., 2004).

A apolipoproteina A | € uma proteina encontrada nas HDL e sua sintese é
hepatica e em menor extensdo no intestino delgado. A apoA | desempenha um
papel na atividade antiaterogénica da HDL e é um cofator para LCAT. Alguns
estudos epidemiolégicos e clinicos revelaram associacdo entre as baixas
concentracbes plasmaticas de HDL-C e da apoA | e o aumento de infarto do
miocardio (SORCI-THOMAS; THOMAS, 2002; WALLDIUS; JUNGNER, 2007).

O gene APOA esta localizado no cromossomo 11923 no agrupamento génico
Al-CIll-AIV-AYV.Ogene APOA I, é constituido por 3 introns e 4 exons que
codificam uma proteina de 243 aminoacidos (KARATHANASIS et al., 1983).

Ha identificacdes de aproximadamente 46 mutacdes no gene APOA, sendo
que 33 estdo com baixas concentracbes plasmaticas de HDL-C ou com altas
concentracdes de trigliceridios, ou ainda com maior risco de DAC (SHOULDERS et
al., 1996).
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Outras mutacdes do gene APOA I, também associados com a HTG, sdo a
apoA |-Giessen e a apoA I-Marburg (Pro***—Arg), que causam reducéo da atividade
da LCAT, mas nao da concentracdo do HDL-C (GROENENDIJK et al., 2001b).

ApoA |l é a segunda proteina mais abundante de HDL. O gene APOA Il esta
localizado no cromossomo 1 na regido préxima ao centrdbmero, com 4 exons. Além
do seu papel estrutural, parece ativar HL, e também pode atuar na atividade da
LCAT (LUSIS; FOGELMAN; FONAROW, 2004).

A funcdo metabolica da apoA IV ainda nao foi totalmente estabelecida. Este
gene € constituido de 3 exons. Sugeriu-se que a apoA IV tem papel na absorcéo de
lipidios. A sintese e secrecao intestinal de apoA IV é aumentada durante a absor¢cao
de gorduras (BISGAIER et al., 1985).

A apoA V foi identificado como o quarto membro do conjunto de genes
(cluster) das apolipoproteinas APOA I, C Ill, A IV, AV, no cromossomo 11, estando
localizado aproximadamente 27kb distal do APOA IV e 37kb do APOC Il
(PENNACCHIO et al, 2001; OLIVIER et al., 2004).

A apoA V é uma proteina de 39kDa e 343 residuos de aminoacidos
(WEINBERG et al.,, 2003). A apoA V est4d presente no soro e circula em
concentracbes muito menores que outras lipoproteinas, como a apoA |
(PENNACCHIO et al., 2001; VAN DER VLIET et al., 2001; O’'BRIEN et al., 2005).

Dois mecanismos foram propostos para a acdo da apoA V, desde a sua
descoberta. A apoA V poderia inibir a producdo hepatica de VLDL (OLOFSSON,
2005), ou seria um ativador intravascular da hidrélise dos TG pela LPL (MERKEL et
al., 2005).

A apoA V esta associada com a regulacdo das concentracfes plasmaticas de
TG. Polimorfismos da apoA V tém sido associados com a HTG, um fator de risco
independente para a DAC, e também frequente no DM2 (MERKEL; HEEREN, 2005).

ApoC

A apoC ¢é sintetizada no figado e secretada no plasma. A apoC | € um
componente proteico das LDL de 6,6kDa. Os elevados niveis de ApoC | estédo
associados com hiperlipoproteinemia e aterosclerose (LUSIS et al., 1986).

ApoC Il esta presente nos quilomicrons, nas VLDL e nas HDL. A apoC Il atua
como cofator para ativagédo da LPL, aumentando o indice de hidrélise de TG dos Qm
e VLDL (NILSSON-EHLE; GARFINKEL; SCHOTZ, 1980).


http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Aterosclerose
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O gene APOC Il esta localizado no cromossomo 19q13 e faz parte do
agrupamento génico E, C I, C Il, C IV. O gene APOC Il é constituido por 4 exons que
codificam uma proteina de 79 aminoacidos (SCOTT et al., 1985; LUSIS et al., 1986).

As mutagdes no gene APOC Il estéo associadas com hiperquilomicronemia e
hipertrigliceridemia como a mutacéo C Il de Paris, C Il de Japéo, C Il de Hamburg, C
Il de Barcelona (SANTAMARINA-FOJO, 1998; JONG; HOFKER; HAVEKES, 1999).

A apoC lll é uma proteina que participa da regulacdo do metabolismo de
lipoproteinas ricas em TG e é um componente de quilomicrons e VLDL. O gene da
APOC Il estd mapeado no cromossomo 1123, constituido por 4 exons, proximo
aos genes APOA | e APOA 1V, e faz parte do agrupamento A I, C Ill, A IV. Vérios
estudos associaram a sua variabilidade genética com quadros de dislipidemia,
especialmente HTG, hipercolesterolemia e risco aumentado de doencas
cardiovasculares (ZENG et al., 1995; HOFFER et al., 1998; DALLONGEVILLE et al.,
2000).

ApoC Il € um componente dos quilomicrons e VLDL e esta presente em
pequena quantidade na HDL, LDL e IDL. O figado é o principal local de sintese da
apoC lll, e em menor grau, o intestino (AALTO-SETALA et al., 1996). No plasma, a
apoC Il apresenta 3 isoformas (apoC3-0, apoC3-1, apoC3-2), que diferem entre si
pelo nimero de &cidos sialicos ligados ao residuo de treonina localizado na posi¢céo
74 da sequéncia da proteina. A apoC Il inibe a atividade da LPL e da HL in vitro
(PRICE et al., 1986; McCONATHY et al., 1992).

ApoD

O gene APOD foi mapeado no cromossomo 3026.2 (YANG et al., 1994). A
organizacdo deste gene apresenta-se diferentemente do gene das outras
apolipoproteinas, sugere que nao € membro da familia apolipoproteina multigénica.
Sua funcdo é desconhecida, no entanto a apoD é uma proteina encontrada com
complexo LCAT (ALBERS et al., 1981; STEYRER; KOSTNER, 1988).

ApoE

A apoE é uma glicoproteina secretada por varios tipos de célula,
principalmente no figado e em menor propor¢cdo também € sintetizada pelo rim,
supra renais, monaocitos e esta presente no liquido cefalorraquidiano. A apoE possui

varias funcdes importantes como: imunoregulacéo, regeneracao dos tecidos neurais,
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ativacdo das enzimas lipoliticas (LPL e HL) (MAHLEY; WEISGRABER; FARESE JR,
2003; RIDDELL et al., 2008).

O gene APOE foi isolado, caracterizado, e mapeado no cromossomo 19g13.2,
produz um polipeptideo composto de 299 aminoacidos, e tem no mesmo
cromossomo os genes APOCI, APOCII, APOCIV e receptor de LDL. O gene APOE
possui 3,7kb é constituido por 3 introns e 4 éxons abrangendo 3.597 nucleotideos
que codificam uma proteina madura de 299 aminoacidos (SCOTT et al.,, 1985;
HOFFMANN et al., 2002).

As mutacBes de ponto no éxon 4 originam trés alelos (2, €3 e €4) com
frequéncia polimérfica e codificam para trés diferentes formas da proteina. A
combinagado desses alelos da origem a seis genodtipos de apoE, (e2¢€2, €2€3, £3¢€3,
€3e4, eded, €2¢4). As isoformas de apoE tém diferentes afinidades por diferentes
receptores celulares, proteoglicanos e lipoproteinas plasmaticas (ZANNIS, 1986;
WERNETTE-HAMMOND et al., 1989; HOFFMANN et al., 2002).

O locus estrutural da apoE é polimorfico (UTERMANN; HESS; STEINMETZ,
1977; ZANNIS; BRESLOW, 1981). As trés isoformas de apoE diferem entre si pelo
aminoacido presente nas posi¢cdes 112 e 158 da proteina (ZANNIS et al., 1982;
MAHLEY; WEISGRABER; FARESE JR, 2003). A isoforma apoE2 apresenta cisteina
na posicdes 112 e 158. A apoE3, isoforma mais comum, caracteriza-se por possuir
um codon para cisteina na posicao 112 e na posi¢cado 158 para argenina. A isoforma
apoE4 contém argenina nas posicfes 112 e 158 (HIXSON; VERNIER, 1990). Como
estas mutacBes envolvem adicbes ou perdas de sitios de restricdo Hhal, as trés
formas sdo facilmente distinguiveis pela digestdo com essa endonuclease de
restricdo. A sequéncia entre os residuos 140 e 160 s&o primariamente responsaveis
pela interacéo dos lipidios ligado a apoE com receptor LDL (MAHLEY et al. 1984). O
residuo 112 parece determinar a especificidade de ligacdo do lipidio a lipoproteina
(MAHLEY; WEISGRABER; FARESE JR, 2003). Estudos relatam uma associacéo da
apoE com a doenca de Alzheimer e aterosclerose (HOFMAN et al., 1997).

Em comparagdao com o alelo €3 (frequéncia da populacdo ~60%), o alelo €4
(frequéncia ~30%) aumenta niveis de colesterol plasmatico, enquanto o alelo €2
(frequéncia ~10%) diminui os niveis de colesterol plasmatico (SING; DAVIGNON,
1985).

Segundo Mailly e colaboradores (1991), as variantes raras da apoE foram

180

identificadas em E1, E5 e E7. A apoEl, que resulta da substituicdo Arg— —Cys da
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proteina, altera a conformacdo do dominio de ligacdo da apoE, diminuindo a ligagédo
aos receptores celulares, e esta associada com hiperlipidemia tipo IV (HUANG et al.,
1998; HOFFMANN et al., 2001). A apoES5 foi descrita em duas familias no Japéao,
cujas pessoas apresentaram HLP tipo Il, e alguns parentes desenvolveram
aterosclerose prematura (ORDOVAS, et al, 1987). A apoE7 esta associada com a
HLP tipo Il e com o desenvolvimento de HTG, todas as muta¢cées que causam HTG
estdo localizadas dentro do dominio C-terminal da apoE (HUANG et al., 1998;
HOFFMANN et al., 2001). As interacfes intramoleculares deste dominio ainda néo
sdo bem conhecidas. Mais ensaios serdo necessarios para investigar 0s
mecanismos pelos quais essas isoformas influenciam o metabolismo de trigliceridios
(ORDOVAS, et al, 1987; DONG; WEISGRABER, 1996).

ApoH

Em estudos realizados por Bossé e colaboradores (2005), o gene APOH esta
localizado no cromossomo 17g. ApoH € uma cadeia glicoproteica que existe no
plasma tanto na forma livre e em combinacdo com particulas de lipoproteina,
incluindo HDL, VLDL e quilomicrons. A verificagcdo na sequéncia do gene APOH esta
associado com o pico do didametro da particula LDL (LDL-PPD). Além disso, a
associacao entre o gene APOH e LDL-PPD tem um fundamento fisiol6gico. ApoH é
também conhecida como [2-glicoproteina |, € a cadeia polipeptidica de 326
aminodacidos sintetizado no figado. Seu papel no metabolismo lipoproteico nédo é
totalmente compreendido, mas foi mostrado para ativar lipoproteina lipase e
trigliceridios.

1.5.3 ApoB

Apolipoproteina B € uma proteina anfipatica (Figura 4). A sequéncia do gene
da apoB é composto por 43Kb de comprimento, possui humerosos polimorfismos ja
descritos, e € uma das maiores cadeias polipeptidicas. ApoB é constituida por 4.536
aminoacidos, é considerada a maior das apolipoproteinas. O gene da apoB é
expresso em grande quantidade no intestino e no figado. Em humanos o gene
APOB esta localizado no brago curto da regido 23 do cromossomo 2 (2p23.4)

(LUDWIG et al., 1987). J4, em camundongos o gene APOB é encontrado no
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cromossomo 12 (LUSIS et al., 1986). A clonagem e o sequenciamento do gene da
apoB tornou possivel o estudo de suas variacdes no DNA humano (KNOTT et al.,
1986).

O gene APOB contém 28 introns e 29 exons e é claramente distinto de outros
genes das apolipoproteinas (apoA I, All, AV, C I, C I, C lll, E). A distribuicdo dos
introns do gene APOB é assimétrica, com uma concentracdo de um terco do gene
na regiao 5, contendo mais de 11 introns dentro dos primeiros 500 cédons e 19
introns nos primeiros 1000 cédons. Ja os exons 26 e 29 sdo mais longos, com 7572
e 1906 pb respectivamente, e estdo localizados na regido proxima a 3’. Nenhuma
homologia de sequéncia foi identificada entre apoB e as outras apolipoproteinas. H&
evidécias que o gene APOB é evolutivamente relacionado com os outros genes de
apolipoproteinas, porém néo apresenta mais os 3 intros e 0s 4 exons existentes na
estrutura comum da maioria das apolipoproteinas (LUDWIG et al., 1987).

O metabolismo da lipoproteina contém dois tipos de apoB: apoB48 e
apoB100, com peso molecular de aproximadamente 210kDa e 540kDa,
respectivamente. Estudos sugerem que apoB48 e apoB100 s&o produtos do mesmo
gene (LUDWIG et al., 1987).

A apoB48, assim denominada por ser 48% tdo grande quanto a apoB100, é
uma importante estrutura protéica que redne no intestino quilomicrons ricos em TG,
e a sintese é portanto essencial para absorcao intestinal da dieta de gorduras e
vitaminas liposolaveis. Dados disponiveis sugerem que apoB48 ndo tem um papel
claro na funcdo mediada pelo receptor do quilomicron remanescente. Os
quilomicrons remanescentes sdo normalmente eliminados do plasma, sendo a
concentracdo da apoB48 muito baixa, apenas alguns microgramas por mililitros
(YOUNG; KARAS; KUVIN, 2004).

A apoB100 é constituinte protéico da LDL, a persisténcia de niveis elevados
de colesterol no plasma de LDL e de lipoproteinas ricas em triglicerideos, VLDL,
ILDL tém sido bem documentadas como fatores de risco para doenga arterial
coronariana (TYROLER, 1987; AUSTIN et al., 1988; WALLDIUS; JUNGNER, 2006;
FORTI; DIAMENT, 2007). Alguns estudos apresentaram que quase 70% do
colesterol circulante é transportado por particulas de LDL (KANE; HAVEL, 1995;
HAVEL; KANE, 1995; MYANT, 1990; HENRY, 2008).

Os fatores ambientais (por exemplo: dieta e estilo de vida) e genéticos

desempenham um papel importante na determinacdo do risco cardiovascular em
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pacientes hiperlipidémicos (LUSIS; IVANDIC; CASTELLANI, 2002). A elevacao do
nivel de apoB100 além do normal no plasma humano é um fator de risco para
desenvolver doencas como aterosclerose e outras cardiopatias (CASTILLO et al.,
2002). No entanto, a concentracdo da apoB100 é aproximadamente de 88,4 mg/dL,
considerada dentro dos valores da normalidade (O'BRIEN et al, 2005;
PENNACCHIO et al., 2001; VAN DER VLIET et al., 2001).

Logo, a apoB100 apresenta um papel central no metabolismo das
lipoproteinas e na manutencdo da homeostase normal dos niveis de colesterol no
plasma sanguineo. ApoB é essencial tanto para a montagem e secre¢do dos
quilomicrons do intestino delgado e de VLDL no figado; assim como ligante para o
receptor de LDL para mediar a captacdo de colesterol ao complexo celular periférico
e ao figado onde € internalizado e degradado (PEACOCK et al., 1992). A variacéo
do gene APOB ¢ suscetivel de explicar algumas das diferencas inter-individuais nos
niveis lipidicos plasmaticos associado a deficiéncia nesta proteina para contribuir
com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares que tem sido relatada em
estudos de populacées (LUDWIG et al., 1987; YANG et al., 1989).

A capacidade da apoB100 de se ligar as lipoproteinas sugere ser devido as
sequéncias de aminodacidos hidrofébicos (Figura 4). O dominio de ligacdo do
receptor LDL da apoB100 é na porcdo carboxilo-terminal da ApoB, entre o0s
aminoéacidos 3000 e 3600 (MILINE et alL., 1989). Esta regido de apoB contém varios
trechos curtos de aminoacidos carregados positivamente, um dos quais
(aminoéacidos 3359-3367) é homdloga a regido de ligacdo ao receptor da apoE, e
outro ligando ao receptor LDL. Carregados positivamente as sequéncias de
aminoacidos da apoB100 sédo sugeridos a interagir com carga nhegativa as
sequéncias de aminoacidos do dominio de ligacdo ao receptor de LDL celular
(KNOTT et al., 1986; DUNNING et al., 1991).
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Figura 4 — Representacdo do papel da apolipoproteina B-100 na lipoproteina de
baixa densidade (LDL).

FONTE: Adaptado de SEGREST et al., 2001.

A natureza anfipatica da apoB faz com que as regides hidrofébicas estejam
imersas no nucleo da LDL, e as hidrofilicas expostas na superficie da molécula
(Figura 4) (SEGREST et al.,, 2001). Esta apolipoproteina possui cinco dominios
estruturais, sendo o quarto dominio (aminoacidos 3070-4100) o responsavel pela
interacdo da apoB com os receptores da LDL e pela manutencdo da integridade
desta particula (BROWN; GOLDSTEIN, 1979; YANG et al., 1986). Estes processos

modulam a remocao de LDL do plasma e regulam a biossintese do colesterol.

1.5.4 Variagao genética da apoB-100 e a interacdo com risco cardiaco

A associacdo de RFLPs no gene APOB com niveis de lipoproteinas na
doenca arterial coronariana e na doenca cerebrovascular tem sido documentada
(YOUNG, 1990; LUDWIG et al., 1997; FORTI; DIAMENT, 2007; BENN, 2009).

As mutagBes pontuais dos supostos dominios de ligacdo dos receptores da
apoB100 foram identificados. Trés dessas mutacdes tém sido relacionadas com
defeito na apoB100 em investigacdes genéticas e funcionais. A primeira substituicao
a ser descoberta, e, aparentemente, a mais frequente, é apoB100 (Arg***—GIn)
(SORIA et al., 1989). Outras duas substituicées, apoB100 (Arg***°—Trp) e apoB100
(Arg**—Cys) ocorrem com menor frequéncia (GAFFNEY et al., 1995; FISHER et
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al., 1999). Esta ultima foi identificada em duas familias de origem e etnia diferente
(PULLINGER et al., 1995), em quatro pacientes com DAC dos EUA, todos de origem

caucasiana (LUDWIG et al., 1997), e dois pacientes franceses (RABES et al., 1997).

Comparando a mutacdo apoB100 (Arg>>®

associado a um menor aumento no LDL (PULLINGER et al., 1995; WENHAM et al.,
3531

—GIn) com a mutagéo no cédon 3531 esta
1997). De forma que a LDL associada a apoB100 (Arg>> —Cys) apresentaram
menor reducdo de ligacdo dos receptores LDL in vitro do que LDL dotado de
apoB100 (Arg***°—GlIn) (PULLINGER et al., 1995; FISHER et al., 1999).

Portanto, até a realizacdo do ensaio, apoB100 (Arg®®

—Trp) havia sido
descrita em apenas uma familia de origem européia (GAFFNEY et al., 1995), duas
em chineses e Malayan coorte hipercolesterolémica (CHOONG et al., 1997), em
uma familia de descendéncia asiatica que vive na regido de Glasgow (GAFFNEY et
al., 1995), e também foi relatado em nove pessoas ndo aparentadas de Taiwan (TAl,
PAN; LEE-CHEN, 1998). O receptor de ligacdo da apoB100 (Arg*®—Trp) &
considerado semelhante ao de apoB100 (Arg**®—GIn) (GAFFNEY et al., 1995;
FISHER et al., 1999).

As outras mutagbes (GIn**®—Glu), (Arg**®*—Pro), (Asn®**-lys) e
(Thr****5GIn) interferem na conformacédo do dominio de ligagédo da apoB com os
receptores apoB/apoE, reduzindo a afinidade da LDL por esses receptores, elevando
assim os niveis circulantes de LDL. Provocam uma forma de dislipidemia conhecida

como defeito familiar da apoB (FISHER et al., 1999; FORTI et al., 2003).

1.5.5 Polimorfismos da apoB

Devido ao grande tamanho do gene APOB e ao grande numero de variantes,
a relacao entre polimorfismos no gene da apoB e niveis de lipidios plasmaticos ja foi
descrita (PAJUKANTA et al.,, 1996; BENN, 2007). Além disso, niveis elevados de
apoB possuem significativa relagcdo com os receptores LDL, que constitui um
marcador de risco de eventos ateroscleréicos como DAC e AVC (WALLDIUS;
JUNGNER, 2006; WALLDIUS; JUNGNER, 2007; BENN, 2009).

A analise dos polimorfismos do gene da APOB também pode ser utilizada na
identificagcdo de marcadores genéticos de DAC e quatro regides sdo alvo dessa
analise: 1) regido de microssatélite na regiao 5’; 2) delecdo de nove pares de bases
na regiao 5’; 3) sete sitios polimérficos para endonucleases de restricdo (Apall,
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Hincll, Pvull, Alul, Xbal, Mspl e EcoRl); 4) regido hipervariavel na regiao 3’ (LUDWIG;
McCARTHY, 1990).

Dentre os sitios polimorficos ja descritos destacam-se: Insercao(l)/Dele¢cédo(D)
(exon 1), Pvull (exon 4), Hincll (exon 4), Alul (exon 14), Mspl (exon 26) (SORIA et
al., 1989; LEREN et al., 1998), Xbal (exon 26) (PRIESTLEY et al., 1985; DUMAN et
al., 2005), EcoRlI (exon 29) (MISRA et al., 2001; DUMAN et al., 2005), N4311S
regido hipervariavel 3’ (LAMIA et al.,, 2012); (CAVALLI et al.,, 2000; TAHRI-
DAIZADEH, 2004; PANDEY et al., 2007), sendo os polimorfismos EcoRI, Xbal e
Mspl os mais estudados.

A mutacdo apoB100 (Arg>**°—GIn) é observada com uma frequéncia
aproximada de 1 em 500 ou 1 em 700 em populacfes de origem européia (RAUH et
al., 1992). Embora, a hipercolesterolemia priméaria que é uma desordem metabdlica
comum na populacdo européia, ndo ha razbes para a ligagdo molecular-defeituosa
da apoBl100 ainda néo ter sido descoberta. Por isso, muitos investigadores
basearam-se em métodos voltados especificamente para detectar a substituicdo
Arg**®-GIn para diagnosticar DFB (GAFFNEY et al., 1995).

O estudo com o polimorfismo Mspl, regido proxima a extremidade 3’
(correspondente aos aminoacidos 2488-3611) no cdédon 3500 da proteina apoB,
sugere que esta proteina resulta em alteracédo por substituicdo dos aminoacidos de
argenina (CGG) para glutamina (CAG) no exon 26 (Figura 5). Estabelece que a
mutacéo da apoB3500 resulta em menor afinidade de ligacédo aos receptores LDL e

a consequente hipercolesterolemia (SORIA et al., 1989).

3500
Mspl

CGGi

5" —HH—HIHHHHHHHHH-HHHHHHHHEHEEEE HHHEE 3
CAG

Exon1 4 5 14 26 29

FIGURA 5 — Representacdo esquematica do mapa do gene APOB. O gene APOB
contém 28 introns e 29 exons, e no exon 26 esta localizado o polimorfismo Mspl com

a troca da arginina pela glutamina.
Fonte: Adaptado de CASTILLO et al., 2002.
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A presenca do sitio de clivagem para a Mspl do polimorfismo revela o alelo M;
na pessoa normal e quando ocorre a mutagado, resulta na troca CGG—CAG, a
enzima Mspl perde o sitio de restricdo, originando o alelo M,. Essa variacdo
determina trés gendtipos: MiMi, MiM, e MM, (SORIA et al., 1989). Porém, os
heterozigotos M;M, tém no nivel plasmatico 50% de apoB normal (LUSIS;
FOGELMAN; FONAROW, 2004). As doencas cardiovasculares representam o mais
complexo fenotipo de lipoproteinas no sangue, uma vez que € provavel envolver
outros fatores locais e sistémicos. Isto € ilustrado pela gravidade altamente variavel
de aterosclerose entre pessoas com HF, 0s quais apresentam elevados niveis
séricos de LDL. Por exemplo, Hobbs e colaboradores (1987) caracterizaram um
alelo defeituoso do receptor de apoB/apoE em franceses canadenses. Um paciente
homozigoto com HF no estudo viveu até a idade de 33 anos, enquanto outro com o
mesmo defeito morreu de infarto do miocardio, com 3 anos de idade.

A Tabela 4, resume as frequéncias dos alelos M; e M, determinadas em
varios estudos com caucasianos e orientais. Relatam concentracdes de apoB e
lipidicas que tém sido relacionadas com a ocorréncia de DAC, a presenca de
eventos recorrentes e com processos trombéticos (IZAR et al., 2003; WAGNER et
al., 2003). Benn e colaboradores (2005) sugerem que a apoB pode identificar
fendtipos dislipémicos de alto risco em pacientes com DM2 normotrigliceridémicos.
Mutacdes nado polimérficas no gene da apoB podem causar Hipercolesterolemia
Familiar, caracterizada por aumento das concentracfes plasmaticas de LDL com
deposicdo de colesterol nos tecidos e aterosclerose prematura (SOUTAR,;
NAOUMOVA; TRAUB, 2003; BENN et al.,, 2005; BENN, 2009). Estas variantes
genéticas raras ndo podem explicar toda a variabilidade da apoB na populacdo em
geral. Como consequéncia, estudos encontraram uma grande variedade de
frequéncias alélicas no gene da apoB em diferentes populacdes apresentando
resultados inconsistentes, talvez devido a falta de analises estatisticas adequadas,
linhas de selecdo e diversidade populacional (IOANNIDIS et al., 2001; WHITFIELD
et al., 2004).
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TABELA 4 — Frequéncia dos alelos do polimorfismo Mspl do gene da apoB em
diferentes populacoes.

Definicao de Mspl
Populacao N Miou | Msou P Referéncia
amostra
M. M-
. Controle (122) 0,943 | 0,057
Caucasianos | 233 DAC (111) 0.895 | 0.105 s | GENEST JR et al., 1990.
Controle (96) - 0,113
Suecos 241 IM (145) - 0.100 ns | PEACOCK et al., 1992.
GLISIC; SAVIC;
lugoslavos 239 | Controle (239) - 0,110 S ALAVANTIC, 1995.
Noruegueses | 172 Controle (64) 0,890 | 0,110 ns DELGHANDI et al.,
9 Casos (108) 0,850 | 0,150 1999.
. Controle (153) 0,990 | 0,010
Chineses 301 DAC (148) 1,000 | 0.000 ns | PAN et al., 1995.
Coreanos 451 Controle (216) 1,000 | 0,000 | ns | HONG; SONG:; KIM,
DAC (235) 1,000 | 0,000 2001.

N: numero de amostras. ns: ndo significativo (P > 0,05). s: significativo (P < 0,05).

Assim, a predicao de fatores de risco cardiovascular deve ser aprimorada pela
combinagdo de fatores convencionais e outros marcadores de risco, como 0sS
polimorfismos genéticos, mesmo porque ainda ndo esta bem claro se fatores
genéticos e ambientais influenciam patologias como a DAC (BERNARD et al., 2004;
AUSTIN et al., 2004). Entretanto, estudos mostram que apoB é um 6timo marcador
de risco para doencas cardiovasculares (SNIDERMAN, 2005).

Em sintese, os polimorfismos genéticos da apoB tém sido indicados como
marcadores genéticos da aterosclerose devido a associagcdo com a concentracao
elevada dos lipidios e o risco elevado para doencas cardiacas. Essas associacdes
foram demostradas em varias populacdes do mundo, mas até o momento poucas
investigacdes foram realizadas na populacao brasileira.

No entanto, nos Uultimos anos, a biologia molecular revolucionou varios
campos de pesquisa, incluindo o das lipoproteinas, propiciando a descricdo de
varios disturbios do metabolismo lipoproteico ao nivel molecular e estabelecendo a
significancia fisiolégica de varias dislipidemias, o que, seguramente, levara a um
novo enfoque na busca de alternativas farmacologicas para a regulacdo dos niveis
de lipidios, lipoproteinas e apolipoproteinas, que contribuirdo para o controle do
processo cardiovascular. Assim pode-se observar o envolvimento das lipoproteinas e

apoliproteinas no quadro com risco cardiaco.
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Muitos polimorfismos presentes no gene APOB ja foram utilizados como
marcadores em estudos populacionais mundiais com o objetivo de correlacioni-los
com os niveis lipidicos ou com risco de doencas cardiovasculares (RIOS et al., 2003;
MASSON; McNEILL; AVENELL, 2003; SAKUMA; HIRATA; HIRATA, 2004), porém no
Brasil este estudo ainda é escasso.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Tendo em vista a elevada taxa de morbidade e mortalidade resultante de
problemas cardiovasculares, os quais estdo relacionados a fatores ambientais e
genéticos, e o papel da ApoB no perfil lipidico em casos de doenca arterial
coronariana, dislipedemias, aterosclerose, entre outras, além da auséncia de
estudos da incidéncia deste polimorfismo em uma populacédo da Regido dos Campos

Gerais — PR, este estudo apresenta 0s seguintes objetivos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacdo entre o polimorfismo génico da apolipoproteina B, por
meio de estudo caso-controle, e fatores de risco cardiovasculares, em uma parcela

da populacédo na Regido dos Campos Gerais, Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Genotipar os participantes do estudo quanto ao polimorfismo genético
presente no gene ApoB, utilizando-se da técnica de PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism);

» Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo CGG
(arginina)>CAG (glutamina) do gene da apolipoproteina B e compara-las
com as frequéncias descritas para outras populacdes;

= Associar os dados genéticos obtidos com caracteristicas fenotipicas

relacionadas aos riscos cardiacos, através da analise de correlacao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em seres
humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UEPG sob o registro: 116/2011
(protocolo n°. 13664/11) (Anexol), tendo sido mantido o sigilo dos dados relativos
aos participantes durante todos os experimentos. Os pacientes concordaram em
participar voluntariamente do estudo através da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido -TCLE (Anexo 2).

Foram obtidas 66 amostras de sangue periférico, o qual foi coletado em tubos
de vacuo contendo o anticoagulante EDTAKj3 (Vacutainer, BD). Destas, 55 amostras
provieram de pacientes com diagndstico de doenca com risco cardiaco (grupo de
pacientes com risco) e 11 amostras de pacientes sem risco (grupo controle). A
caracterizacdo dos dois conjuntos: o grupo de pacientes com risco cardiaco e o
grupo controle, foi em funcdo dos valores de LDL alto ou baixo, de acordo com a
referéncia da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2006), Il Diretrizes Brasileiras
sobre Dislipidemias (2001), e | Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar
(2012) (TABELA 1).

As amostras dos pacientes foram coletadas na Clinica Cray da Costa — Ponta
Grossa/PR, especializada em tratamentos cardiorrespiratorios, sob a supervisao do
médico responsavel e participante da pesquisa Dr. Mario Augusto Cray da Costa, no
periodo de 2011 a 2012. Apls coletadas as amostras foram mantidas sob
refrigeracdo (-20 °C) até seu processamento, o qual foi realizado no Laboratério de

Citogenética e Evolugédo da UEPG.

3.2 EXTRACAO DO DNA

A extracdo de DNA das amostras de sangue periférico foi realizada a partir de
leucocitos utilizando-se kits comerciais (kit de extragdo Mini Spin-Biopur), segundo
instrugdes do fabricante.

As amostras foram quantificadas através do espectrofotbmetro modelo
NanoVue - marca GE, fornecendo uma leitura da estimada concentracdo (ng/uL) do

DNA de cada amostra. Além disso, as amostras foram submetidas a eletroforese em
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gel de agarose a 1% por 1 hora a 70 V, para verificagcdo da integridade do DNA
obtido.

Ao DNA e ao marcador de peso molecular (Low Ranger 100 pb DNA Ladder —
Norgen Biotek) foi adicionado o corante fluorescente para acidos nucléicos Gel Red
(Biotium) para visualizacao e fotodocumentacédo das amostras em fotodocumentador
MF-ChemiBIS (DNR Bio-Imaging Systems Ltd).

3.3 GENOTIPAGEM QUANTO AO POLIMORFISMO GENETICO DA APOB-100

Os pacientes foram genotipados para a regidao polimérfica da ApoB utilizando-
se a técnica de PCR-RFLP (reacdo da polimerase em cadeia - polimorfismos dos
fragmentos de restricdo), segundo Soria et al. (1989). As reacdes de amplificacéo
por PCR foram realizadas utlizando-se os seguintes componentes: 40 ng de DNA
molde; tampdao de reacdo 1x; 2 mM MgCl,; 0,2 mM dNTP; 0,8 uM de primer forward
(5 TCTCGGGAATATTCAGGAACTATTG 3") e reverse (5
CTAAGGATCCTGCAATGTCAAGGT 3’); 1 U Tag DNA Polymerase (Invitrogen); e
H.O q.s.p. 10 pL. As amplificagcbes foram realizadas em um termociclador
(Eppendorf), programado da seguinte maneira: desnaturagdo inicial por 1 min a 95
°C; 35 ciclos repetidos, anelados: 1 min a 95 °C, 40 seg a 57 °C, 1 min a 72 °C;
finalizando com uma extensédo de 5 min a 72 °C. As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1% por 30 min a 70 V para verificacdo da
amplificacéo do fragmento de tamanho esperado de 481 pb (Anexo 3).

Os produtos de PCR amplificado foram entdo quantificados e submetidos a
digestao enzimatica utilizando-se a enzima de restricdo Mspl (New England Biolabs),
a qual reconhece o sitio C'CGG. Nas reacdes de clivagem, foram utilizados
aproximadamente 800 ng de DNA, tampéao de reagao 1x (contendo 50 mM acetato
de potéassio, 20 mM Tris acetato, 10 mM acetato de Magnésio, 1ImM DTT, pH 7,9) e
5 U de enzima. Os ensaios foram mantidos em banho seco (Loccus Biotecnologia)
por 3 horas a 37 °C. Os fragmentos foram separados em gel de agarose 3,5% por 1
horae 30 mina 70 V.

Pacientes considerados normais apresentaram o sitio de restricdo para a
enzima Mspl, resultando na clivagem do fragmento de PCR e aparecimento de duas

bandas (396 e 85 pb) (Anexo 4). Ja os pacientes que apresentaram o polimorfismo
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em ApoB né&o possuiam o sitio de restricdo para a enzima Mspl.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas da média e desvio padréo para a caracterizacao e
comparacao das amostras em relacdo aos parametros antropométricos (idade, peso,
altura) foram realizadas por meio de recursos do software Microsoft Excel 2010.

O teste de contingéncia foi utilizado para comparar as frequéncias genotipicas
e alélicas e entre os grupos, empregando o Programa GraphPad InStat versao 3.10,
considerando P<0,05 como estatisticamente significativo.

As andlises de correlacdo de Pearson por genoétipos entre as variaveis: idade,
peso, IMC (indice de massa corporal), LDL, HDL, trigliceridios, diabetes mellitus,
hipotireoidismo, foram realizadas no Programa SAS verséo 8.1 (SAS Institute INC,
2000) (Anexo 5).
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4 RESULTADOS

Os resultados foram organizados no capitulo | correspondente ao artigo
cientifico:



o1

CAPITULO |

ASSOCIACAO ENTRE O POLIMORFISMO GENETICO DA APOLIPOPROTEINA-B
E FATORES DE RISCO CARDIACO EM PACIENTES DA REGIAO DOS CAMPOS

GERAIS - PR, BRASIL
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Resumo

O gene da apolipoproteinaB que se apresenta como principal constituinte da LDL e
possui relacdo com o metabolismo dos lipidios. O objetivo do presente trabalho foi
investigar a associacdo entre o sitio polimorfico Mspl no gene da apoB, situado no
cromossomo 2, e os fatores de risco cardiovascular em um grupo de pacientes caso-
controle na populacdo da Regido dos Campos Gerais (PR) Brasil, além de
determinar as frequéncias alélicas e genotipicas deste polimorfismo, e associar 0s
dados genéticos com as variaveis relacionadas aos riscos cardiacos através da
andlise de correlacdo. Foram avaliados 66 pacientes, sendo 55 separados como
grupo de pacientes com risco cardiovascular e 11 pacientes considerados sem risco
formando o grupo controle. A idade média dos pacientes foi de 60 + 10,0 anos no
grupo com risco e 53 = 14,0 anos no grupo controle. O polimorfismo Mspl (exon 26)
do gene da apoB foi caracterizado por PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism), sendo os fragmentos de DNA, apés a
restricdo, identificados por eletroforese em gel de agarose. O alelo normal foi
denominado de M; e o alelo mutado de M,. As frequéncias genotipicas encontradas
para o polimorfismo Mspl foram 0,82, 0,09 e 0,09 para o grupo controle, e 0,76, 0,24
e 0,00 para o grupo de pacientes com risco, respectivamente para 0s genotipos
MiM1, M1M;, e MaM,. Observou-se que o homozigoto M1M; obteve predominancia na
distribuicdo genotipica para ambos os grupos. Ndo houve diferenca significativa
entre as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo Mspl do gene da apoB
(x? = 5,90; P > 0,05; Teste de Contingéncia) quando comparados 0s 2 grupos em
estudo. Assim, a distribuicdo do polimorfismo estudado, tanto no grupo controle
quanto no grupo de pacientes com risco cardiaco, mostrou-se no equilibrio de
Hardy-Weinberg, mantendo o polimorfismo estavel, da mesma forma que outros
estudos ja relataram para as populacbes chinesa e coreana. Na andlise de
correlacdo de Pearson entre as variaveis de risco (idade, diabetes mellitus, LDL alto,
trigliceridios alto, HDL baixo, hipotireoidismo, peso, indice de massa corporal),
observou-se que a maioria das variaveis analisadas se correlacionaram para 0S
gendtipos M;M; e M;M,. Ja para a populacao total estudada (n = 66), a associacao
do polimorfismo génico da apoB nao apresentou correlacdo com as variaveis de
risco cardiaco. Por fim, este trabalho apresentou dados para o entendimento da
associacdo do polimorfismo do gene da apoB com o distirbio de metabolismo
lipidico no desenvolvimento de fatores de risco para doencas cardiovasculares
(dislipidemias, DAC, aterosclerose) na populacdo dos Campos Gerais (PR).

Palavras-chave: Variacdes genéticas. ApoB. Mspl. Nivel lipidico. Fatores de risco.
Doengas cardiovasculares.



53

Introducéo

As lipoproteinas desempenham um papel central no desenvolvimento de
doenca cardiovascular e aterosclerética em seres humanos. As concentracdes
plasméticas de lipoproteinas e o seu destino metabdlico sdo modulados por
apolipoproteinas sobre a superficie dessas particulas ricas em lipidios. H& hipotese
levantada que a variacdo genética em apolipoproteinas € um grande determinante
da variacdo inter-individual na susceptibilidade para doenca arterial coronariana
(DAC) (UTERMANN; HESS; STEINMETZ, 1977; LAMIA et al., 2012). A apoB é uma
proteina-chave na modulacdo do metabolismo e altamente aterogénica contendo
lipoproteinas, sendo um bom modelo para testar hipéteses (LIU; ATKINSON, 2011).

ApoB é uma proteina com peso molecular de aproximadamente 540 kDa,
possui duas formas distintas (apoB48 e apoB100) codificadas por um Unico gene,
que esté localizado no braco curto do cromossomo 2 na regidao 23, o qual possui 43
Kb com 28 introns e 29 exons (LUDWIG et al., 1987).

Em humanos o locus génico da apoB é polimorfico. Varios estudos tém
sugerido a relacdo entre polimorfismos no gene a apoB e niveis de lipidios
plasmaticos (PAJUKANTA et al., 1996; LUDWIG et al., 1997; BENN et al., 2007).
Assim, alteracdes genéticas e estruturais da apoB tém sido associadas com a
ligacdo defeituosa com o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL),
conduzindo a hipercolesterolemia, sendo esta um fator de risco importante para
aterosclerose (CAVALLI et al., 2000; TAHRI-DAIZADEH et al., 2004). Além disso,
nivel elevado de apoB ¢é significante para relacdo dos receptores apoB/apoE, que
constitui um marcador de risco de eventos cardiovasculares (WALLDIUS;
JUNGNER, 2006; WALLDIUS; JUNGNER, 2007).

O gene APOB é expresso em grande quantidade no intestino e no figado, e
possui numerosos polimorfismos ja descritos, destacando-se: Inser¢éo(l)/Delecao(D)
(exon 1), Pvull (exon 4), Hincll (exon 4), Alul (exon 14), Xbal (exon 26), Mspl (exon
26), EcoRlI (exon 29) e regido hipervariavel 3’ (HVR) (LEREN et al., 1998; TAHRI-
DAIZADEH et al., 2004; BERNARD et al., 2004; PANDEY et al., 2007).

A apo B100 é constituinte protéico da LDL no exon 26 do codon 3500 desta
proteina. Estudos relatam que a mutagdo da apoB3500 resulta em menor afinidade
de ligacao aos receptores LDL e a consequente hipercolesterolemia (SORIA et al.,
1989).
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A presenca do sitio de clivagem para a Mspl do polimorfismo revela o alelo M;
no paciente normal e quando ocorre a mutacgdo, resulta na troca CGG—CAG, a
enzima Mspl perde o sitio de restricdo, originando o alelo M,. Essa variacdo
determina trés genotipos: M1M;, Mi1M, e MaM, (SORIA et al., 1989).

O sitio de ligagdo da apoB com o receptor da lipoproteina LDL localiza-se
entre os residuos de aminoacido 3130-3630 (KNOTT et al.,, 1986; YANG et al.,
1986). Nesta regido génica estdo os sitios polimorficos para a enzima Mspl. Myant e
colaboradores (1989) sugeriram associacao entre doenca arterial coronariana (DAC)
e esses marcadores tomados em conjunto de algumas populacoes.

Diante deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo investigar a
associacdo do polimorfismo génico Mspl (CGG—CAG) da apolipoproteina B, por
meio de estudo caso-controle, com fatores de risco cardiovasculares na populacao
dos Campos Gerais (PR), além de determinar as frequéncias alélicas e genotipicas
deste polimorfismo, e associar os dados genéticos obtidos com as variaveis

relacionadas aos riscos cardiacos por meio da analise de correlacao.

Material e Métodos

Obtencéo das amostras

Foram obtidas 66 amostras de sangue periférico, o qual foi coletado em tubos
de vacuo contendo o anticoagulante EDTAKj3 (Vacutainer, BD). Destas, 55 amostras
provieram de pacientes com risco cardiovascular com LDL alto (grupo de pacientes

com risco) e 11 amostras de pacientes sem risco com LDL baixo(grupo controle).

Extracdo do DNA e genotipagem do polimorfismo genético da ApoB

A extragdo do DNA gendmico foi realizada a partir de leucocitos através do kit
de extracdo Mini SPIN — BioPur, segundo instru¢cdes do fabricante. As amostras
foram quantificadas através do espectrofotbmetro NanoVue GE Healthcare e
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% por 1 hora, 70 V, para verificacao
de sua integridade.

Os pacientes foram genotipados para a regido polimérfica de ApoB utilizando-
se a técnica de PCR-RFLP, segundo Soria et al. (1989). As rea¢fes de amplificacdo

por PCR foram realizadas utlizando-se os seguintes componentes: 40 ng de DNA
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molde; tampéao de reacdo 1x; 2 mM MgCl,; 0,2 mM dNTP; 0,8 uM de primer forward
(5 TCTCGGGAATATTCAGGAACTATTG 3’) e reverse )
CTAAGGATCCTGCAATGTCAAGGT 3’); 1 U Tag DNA Polymerase (Invitrogen); e
H.O q.s.p. 10 pL. As amplificagbes foram realizadas em um termociclador
(Eppendorf), programado da seguinte maneira: desnaturacao inicial por 1 min a 95
°C; 35 ciclos repetidos, anelados: 1 min a 95 °C, 40 seg a 57 °C, 1 min a 72 °C;
finalizando com uma extensdo de 5 min a 72 °C. As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1% por 30 min a 70 V para verificacdo da
amplificacdo do fragmento de tamanho esperado de 481 pb.

Os produtos de PCR amplificado foram entdo quantificados e submetidos a
digestado enzimatica utilizando-se a enzima de restricdo Mspl (New England Biolabs),
a qual reconhece o sitio C'CGG. Nas reacdes de clivagem, foram utilizados
aproximadamente 800 ng de DNA, tampéao de reagdo 1x (contendo 50 mM acetato
de potéassio, 20 mM Tris acetato, 10 mM acetato de Magnésio, 1 mM DTT, pH 7,9) e
5 U de enzima. Os ensaios foram mantidos em banho seco (Loccus Biotecnologia)
por 3 horas a 37 °C. Os fragmentos foram separados em gel de agarose 3,5% por 1
hora e 30 mina 70 V.

Pacientes considerados normais apresentaram o sitio de restricdo para a
enzima Mspl, resultando na clivagem do fragmento de PCR e aparecimento de duas
bandas (396 e 85 pb). Ja os pacientes que apresentaram o polimorfismo em apoB
nao possuiam o sitio de restricdo para a enzima Mspl.

Para a visualizacdo tanto do DNA quanto do produto de PCR e clivagem foi
adicionado corante fluorescente Gel Red (Biotium) 1:1000. Em cada gel foi utilizado
o marcador de peso molecular de 100 pb (Norgen) como padrdo. O produto clivado
foi capturado e fotodocumentado com camera MF-ChemiBIS (DNR Bio-Imaging
Systems Ltd)

Estatistica

As analises estatisticas da média e desvio padrédo para a caracterizacao e
comparacdo das amostras em relagdo aos parametros antropométricos foram
realizadas por meio de recursos do software Microsoft Excel 2010.

O teste de contingéncia (Qui-quadrado) foi utilizado para comparar as

frequéncias genotipicas e alélicas e entre os grupos, empregando o Programa
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GraphPad InStat versdo 3.10, considerando P<0,05 como estatisticamente
significativo.

As andlises de correlacéo linear de Pearson por genotipos entre as variaveis:
idade, peso, IMC - indice de massa corporal, LDL, HDL, trigliceridios, diabetes
mellitus, hipotireoidismo, foram realizadas no Programa SAS versdo 8.1 (SAS
Institute, 2000).

Resultados

1 Caracterizacao das amostras

Os resultados de média e desvio padrdo para os dados antropométricos
(idade, peso, altura e IMC) para os grupos em estudo estdo apresentados na Tabela
1. Os 66 pacientes foram divididos em controle e pacientes com risco em funcéo da

caracterizacao dos valores de LDL alto ou baixo.

TABELA 1 - Caracterizacdo de amostra em estudo.

Grupo de pacientes com risco
Grupo controle (n = 11)

Parametros o cardiovascular (n = 55)
Média + DP )
Média + DP
Idade (anos) 53,0+14,0 60,0 £ 10,0
Peso (kg) 80,7 £ 10,0 79,0+ 15,0
Altura (m) 1,64+0,1 1,65+0,1
IMC (kg/m?) 29,7+ 3,9 29,0+4,9

DP: Desvio padrao
IMC: Indice de massa corporal
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2 Anélises moleculares

Os pacientes foram genotipados em normais, contendo o alelo normal CGG,
denominado M;, e o alelo mutado CAG como M; na por¢céao 3500 para 0 aminoacido.
Foram observados pacientes homozigotos para o alelo M;, heterozigotos e
homozigotos para o alelo mutante (Figura 1). A distribuicdo de frequéncia dos
genotipos esta descrita na Tabela 2. As frequéncias genotipicas e alélicas, bem

como as analises estdo representadas na Tabela 3.

481 pb
396 pb

85 ph

FIGURA 1 - Eletroforese dos produtos de PCR-RFLP (481 pb) do exon 26 do gene
ApoB com a enzima Mspl. Os fragmentos de retricdo foram separados em gel de
agarose 3,5%, corado com Gel Red 1%, mostrando o produto de amplificacdo do
gene da apoB em trés pacientes (1, 2 e 3), e o produto de clivagem deste fragmento
com a enzima Mspl para os respectivos pacientes (1A e 2A), e a ndo clivagem para

0 paciente homozigoto (3A). M = marcador de peso molecular de 100 pb.

TABELA 2 - Distribuicdo de numero (n) e frequéncia (%) dos genotipos para o

polimorfismo CGG—CAG no gene da apolipoproteina B, nos grupos analisados.

Grupo controle (n =11) Grupo de pacientes com risco (n = 55)

Genotipos
n (%) n (%)
M1M; 9 (81,8) 42 (76,4)
MM, 1(9,1) 13 (23,6)

M,M, 1(9,1) 0(0)
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Andlise molecular da distribuicdo de frequéncia (%) genotipica e alélica para o
polimorfismo CGG—CAG no gene da apolipoproteina B, dos grupos analisados na

populacdo dos Campos Gerais, PR.

TABELA 3 - Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo CGG—CAG no gene

da ApoB nos grupos estudados.

Genaotipos Alelos

MiMi (n)  MiM2(n) MMz (n) | My M,
Grupo controle 0,82 (9) 0,09 (1) 0,09 (1) |0,865 0,135
Grupo de 0,76 (42) 0,24 (13) 0(0) 0,880 0,120
pacientes com risco

v*=590 P =0,051

As frequéncias genotipicas e alélicas entre 0os grupos controle e pacientes
com risco cardiaco ndo foram significantes estatisticamente. Para o teste de
contingéncia a distribuicdo do polimorfismo do estudo na populagéo da regidao dos
Campos Gerais, se mostrou no equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto no grupo

controle quanto no grupo de pacientes com risco cardiovascular (P > 0,05).

3 Analise de correlacao

As analises de correlagdo linear de Pearson entre as variaveis idade, diabetes
mellitus, LDL, trigliceridios, HDL, hipotireoidismo, peso e IMC entre 0s pacientes com
0S genodtipos estdo apresentadas nas Tabelas 4 e 5. O gendtipo 3 (M;M,) foi
observado em apenas um paciente e desta forma néo foi possivel fazer a analise de

correlacdo entre as variaveis para esse genotipo.
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TABELA 4 - Analise de correlagdo de Pearson entre as varidveis analisadas, idade,
diabetes mellitus (DM), LDL alto (LDLA), trigliceridios alto (TGA), HDL baixo (HDLB),

hipotireoidismo (HIPOT), peso e indice de massa corporal (IMC) entre pacientes de

genatipo 1 (M1My).

DM LDLA TGA HDLB HIPOT PESO IMC

Idade -0,18 -0,34 * 0,08 -0,01 0,02 -0,36 ** -0,21

DM - 0,02 0,07 0,13 0,06 -0,05 -0,24
LDLA - 0,11 -0,03 -0,11 0,05 0,08
TGA - 0,28 * -0,02 -0,39 ** -0,27
HDLB - 0,13 -0,02 -0,04
HIPOT - 0,04 0,07
Peso - 0,71 **

* = significativo a 5% de probabilidade (P<0,05). ** = significativo a 1% de probabilidade (P<0,01).

TABELA 5 - Andlise de correlacdo de Pearson entre as variaveis analisadas, idade,
diabetes mellitus (DM), LDL alto (LDLA), trigliceridios alto (TGA), HDL baixo (HDLB),
hipotireoidismo (HIPOT), peso e indice de massa corporal (IMC) entre pacientes de

genotipo 2 (M1My).

DM LDLA TGA HDLB HIPOT PESO IMC

Idade -0,08 0,43 0,05 -0,06 -0,38 -0,55 * -0,56*

DM - -0,27 0,71 ** 0,14 0,0 -0,41 -0,46
LDLA - -0,27 -0,27 -0,67 ** -0,01 0,01
TGA - 0,14 0,0 -0,52 * -0,48
HDLB - 0,0 -0,02 -0,19
HIPOT - -0,26 -0,07
Peso - 0,9*

* = significativo a 5% de probabilidade (P<0,05). ** = significativo a 1% de probabilidade (P<0,01).
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Discussao

A identificacdo de fatores de risco que predispdem a desenvolver doencas
cardiovasculares continua sendo um importante desafio em nossa sociedade. As
alteracdes séricas dos lipidios, das lipoproteinas e das apolipoproteinas tém sido
implicadas no desenvolvimento progressivo da aterosclerose e constituem o0s
principais fatores de risco para as doencas cardiovasculares (LOTUFO, 1998;
AUSTIN, 1999).

Varios estudos tém demonstrado a influéncia de variagbes genéticas sobre as
concentracdes plasmaticas de trigliceridios e LDL, sobre os mecanismos pelos quais
essas alteracdes afetam as concentracdes dos lipidios sanguineos, muito embora
ainda nao totalmente esclarecidos (FORTI et al., 2003).

A dificuldade da padronizacdo nos procedimentos diagnosticos para as
doencas cardiovasculares reflete a auséncia de marcadores de diagndéstico
definitivos ou um padrdo ouro, para estas patologias. O diagndstico precoce e o
acompanhamento adequado dos pacientes continuam sendo as principais
ferramentas para prevenir complicagdes (REECE; LEGUIZAMON; WIZNITZER,
2009).

A elevagéo do nivel de apoB100 além do normal no plasma se mostrou ser
um fator de risco para desenvolver doencas como aterosclerose e outras
cardiopatias (CASTILLO et al., 2002).

Inimeros ensaios reportados na literatura tém projetado a apoB num cenario
clinico de prevencdo, por ser considerada um fator de risco para o desenvolvimento
de doencas cardiovasculares (CASTILLO et al., 2002; SNIDERMAN et al., 2003;
WALLDIUS; JUNGNER, 2006). Adicionalmente a DAC segundo Stamler e
colaboradores (1993) decorre de habitos de vida com estilo ocidental, 0 que torna
pertinente para nossa realidade, a inclusdo do exame de apoB a nivel plasmatico
como um adjuvante de exames rotineiros como LDL, HDL, TG e colesterol total.
Ainda, se o paradigma atual de saude publica detém seus pilares na medicina
preventiva, o rastreamento e insercdo da apoB em protocolos preventivos, podera
ser um indicativo significante na prevencédo de doencas cronicas como o DM2 que
segundo Bernard (2004) est& relacionado com disfuncées metabdlicas de lipidios,
lipoproteinas e apoB.

Os produtos do gene analisados neste estudo, podem ter associacdo com 0s
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niveis lipidicos plasmaticos, embora alguns sejam discordantes de vérios trabalhos
publicados (CHIODINI et al., 2003).

Comparacao dos grupos estudados com a idade, peso e altura

Em relagéo a idade dos voluntarios, componentes das amostras obtidas, foi
constada uma meédia superior de idade no grupo com risco cardiovascular em
relacdo ao grupo controle (Tabela 1), sendo um fator inerente aos pacientes
atendidos na clinica particular, especializada no acompanhamento de doencas
cardiovasculares. A faixa etaria marcadamente superior apresentada pelos pacientes
do grupo com risco em relacdo ao controle (média 60,0 versus 53,0 anos) reflete que
o0 risco cardiaco aumenta com a idade. Estudos revelam que as doencas
cardiovasculares sdo comuns apos os 55 anos de idade aproximadamente (MYANT
et al., 1989; LUSIS; MAR; PAJUKANTA, 2004; LUSIS; FOGELMAN; FONAROW,
2004), que estd em concordancia com nossos dados.

Os valores do peso e da altura apresentaram-se proOximos em ambos 0S
grupos e parametros (Tabela 1). Como o indice de massa corporal (IMC) € uma
medida internacional usada para calcular o peso ideal, foram obtidos os IMC do
grupo de pacientes em risco e do controle. O IMC dos grupos em estudo mostraram
valores semelhantes de IMC 29,7 kg/m? para o controle e IMC 29,0 kg/m? para o
grupo de pacientes com risco cardiovascular (Tabela 1). O excesso de peso €
registrado no indice de massa corpérea — IMC > 25 kg/m?, e o acimulo de gordura
na regido abdominal, que estad associado a um maior risco de doenca
aterosclerdtica. Aproximadamente 32% da populacdo brasileira apresenta
sobrepeso, e 8% dessa populacdo apresenta obesidade (IMC > 30 kg/m?) (Il
Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias, 2001; IV Diretriz Brasileira sobre
Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose, 2007).

Frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo genético da apoB nos grupos

estudados e em outras populacdes

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo de numero e frequéncia percentual dos
genaotipos observados para proporgcdes no sitio polimorfico Mspl (CGG—CAG) do

gene da apoB nos grupos deste estudo. Foi encontrada uma frequéncia dos
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gendtipos no grupo controle (n = 11) de 81,8% para o homozigoto M1M;, 9,1% para o
heterozigoto M;M, e 9,1% para o homozigoto M,M,. Para o grupo de pacientes com
risco cardiaco (n = 55) a distribuicdo de frequéncia genotipica encontrada foi de
76,4% para o genotipo M1M, 23,6% para 0 M1M,, e nula para M,M,. Assim, revela-
se que o homozigoto M;M; é predominante na distribuicdo genotipica para ambos os
grupos. Contudo, no grupo de pacientes com risco houve um aumento no
heterozigoto M1M,. As frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos controle e
pacientes com risco cardiaco ndo foram significantes estatisticamente, conforme
indica a Tabela 3, por exemplo a frequéncia do alelo M; representou 0,865 para
grupo controle versus 0,880 para grupo de paciente com risco, e a frequéncia do
alelo M, foi 0,135 para controle versus 0,120 para grupo com risco. Estes dados
condizem com a pesquisa chinesa publicada por Pan et al. (1995), na qual a
distribuicdo de frequéncia genotipica do polimorfismo Mspl para o gene apoB
mostrou predominéncia para o homozigoto (M+M+ = M;M,), indicando 100% para o
grupo com DAC e 99% para o grupo controle, com frequéncias genotipicas e alélicas
também nao significantes estatisticamente, esta mesma constatacdo ocorreu com 0s
caucasianos relatado por Delghandi e colaboradores (1999).

A distribuicdo do polimorfismo estudado na populacdo da regido dos Campos
Gerais, Parand, Brasil, se mostrou em equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto no grupo
controle quanto no grupo de pacientes com risco cardiovascular (y? = 5,90; P > 0,05)
(Tabela 3). Da mesma maneira, foi relatado na populacdo chinesa e coreana que a
distribuicdo polimérfica Mspl do gene da apoB também se apresentou no equilibrio
de Hardy-Weinberg para os grupos controle e DAC (PAN et al., 1995; HONG; SONG,;
KIM, 2001). Desta forma, a populagcdo em estudo mostrou-se homogénea pelo fato
de n&o estar apresentando acdo de nenhum fator evolutivo sobre a mesma, capaz
de provocar alteragdo das frequéncias alélicas, mantendo o polimorfismo estavel,
com frequéncia alélica superior a 1%. Contudo, o esperado era encontrar
desequilibrio nesta populagdo, por se tratar de uma amostra selecionada de
pacientes com diagndstico clinico com risco cardiovascular.

Estar em equilibrio de Hardy-Weinberg em uma populacdo mendeliana
significa auséncia de alguns fatores evolutivos atuando sobre a populacdo, com
frequéncias alélicas permanecendo constantes de geragcao a geracao, e proporc¢des
genotipicas atinjindo um equilibrio estavel, com um numero grande de individuos,

acasalamento aleatdrio, sem selecdo, sem mutacdo, e sem migracdo entre as
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populacdes (FUTUYMA, 1998; RIDLEY, 2004). Por outro lado, as forgcas que
provocam desvios nas frequéncias de Hardy-Weinberg incluem: mutagéo, selecao
natural, deriva genética, acasalamento seletivo, migracdo entre as populacdes,
populacao limitada, populacdo ndo estar em panmixia (RICKLEFS, 2003; RIDLEY,
2004; GRIFFITHS et al., 2008).

Diferente da fenilcetonaria (PKU) e da anemia falciforme que sao
classificadas como monogénicas ou doencas hereditarias mendelianas, a doenca
cardiovascular € uma doenca multifatorial ou poligénica que pode diferir em cada
populacdo (GRIFFITHS et al., 2008). Por exemplo, a prevaléncia de doenca arterial
coronariana varia muito entre diferentes populacdes, e as frequéncias dos
polimorfismos do gene da apoB pode variar entre 0os grupos étnicos (HONG; SONG,;
KIM, 2001).

Estudos de associagdo entre o polimorfismo da apoB e niveis lipidicos tém
relatado resultados contraditérios entre as populacdes. Esta associacdo se
apresenta principalmente em populacfes caucasianas — iugoslava (GLISIC; SAVIC;
ALAVANTIC, 1995), inglesa (PEACOCK et al., 1992), finlandesa (TIKKANEN;
HELIO, 1992), canadense (POULIOT et al., 1994; VOHL et al., 1996), norueguesa
(DELGHANDI et al., 1999) e dinamarquesa (TYBJAERG-HANSEN et al., 1991).
Porém esta associacdo geralmente nao se apresenta em populacdes asiaticas
(RENGES et al., 1991; RENGES et al., 1992; SAHA et al., 1992; PAN et al., 1995;
CHOONG,; SETHI; KOAY, 1999; HONG; SONG; KIM, 2001).

Entretanto, os trabalhos citados geralmente séo realizados com populacdes
de origem homogénea. Por exemplo, 0os coreanos apresentam taxa muito baixa de
casamento inter-populacées, mantendo uma populacdo homogénea por um longo
periodo de tempo (HONG; SONG; KIM, 2001).

Por outro lado a populacdo brasileira € muito heterogénea, resultado de
séculos de relacdes étnicas entre os colonizadores europeus, 0s escravos africanos
e amerindios nativos. A consequéncia disso € a categorizagdo imprecisa da origem
étnica ocorrendo uma miscigenagdo. O censo brasileiro sugere auto-classificacdo
em cinco categorias: branco, negro, pardo, indigena ou amarelo (oriental); negros e
pardos constituem 45% de toda a populacdo e cerca de 99% da populacdo nao
caucasiana. Apesar disso, em um estudo nacional por amostragem domiciliar,
apenas 5,4% dos brasileiros declaram a sua cor como negra. No Brasil o conceito

étnico encontra-se mais relacionado a cor da pele e aos tracos faciais do que a
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ancestralidade (HERINGER, 2002; SALZANO; HURTADO, 2004; RAMALHO;
MAGNA; GIRALDI, 2006).

Uma vez que os pacientes dos grupos em estudo neste trabalho pertencem a
populacao do Sul do Brasil (regido dos Campos Gerais - PR), esperava-se encontrar
associacdo entre o polimorfismo Mspl do gene da apoB e o risco cardiovascular
promovido por alterac@es lipidicas, pois estudos realizados com outras populacdes
caucasianas previamente citados mostram essa associacdo. Entretanto, os
resultados do presente trabalho divergiram desta expectativa, talvez pelo fato de se
utilizar um numero pequeno de amostras nas analises. Porém em um trabalho
analogo de uma populacdo brasileira foi encontrada esta associacdo envolvendo
outro marcador 3'HVR (CAVALLI et al., 2000). Segundo Hong, Song e Kim (2001),
os polimorfismos do gene apoB sdo bem mais frequentes em caucasianos do que

em orientais.

Andlise de correlagédo dos gendtipos do gene da apoB

Foi realizada a analise de correlagdo de Pearson entre oito variaveis
associadas ao risco de doencas cardiacas (idade, DM, LDLA, TGA, HDLB, HIPOT,
peso, IMC), para os genétipos 1 (Mi1M;) e 2 (M1M;) do gene da apoB dos grupos
estudados.

De acordo com Figueiredo Filho e Silva Junior (2009), o coeficiente de
correlacdo Pearson (r) é uma medida da associacdo linear entre duas variaveis, e
seu valor varia de -1 a 1. O sinal de r indica se a direcdo do relacionamento é
positiva (variaveis diretamente proporcionais) ou negativa (variaveis inversamente
proporcionais), enquanto que seu valor absoluto representa a forca da relagao entre
as variaveis. Uma correlacéo perfeita (r = -1 ou r = 1) indica que o valor de uma das
variaveis pode ser determinado exatamente ao se saber o valor da outra. J& uma
correlacdo de valor nulo indica a auséncia de relacdo linear entre as variaveis.
Dancey e Reidy (2006) classificam o coeficiente de correlacdo de Pearson em trés
niveis: r = 0,1 até 0,3 (fraca correlacéo); r = 0,4 até 0,6 (correlacdo moderada); r =
0,7 até 1,0 (forte correlacao).

A Tabela 4 mostra os valores de correlacédo para o genétipo 1 (M;M;). A forte
correlagdo positiva do IMC com o peso (r = 0,71) apresentou-se significativa

(P<0,01). O peso foi significativamente (P<0,01) correlacionado com a idade e com
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TGA (r =-0,36 e r = -0,39, respectivamente), porém com dire¢cdo negativa. O HDLB
apresentou correlagéo significativa com TGA (r = 0,28). O LDLA se correlacionou
significativamente (P<0,05) de forma negativa com a idade (r = -0,34).

A Tabela 5 exibe as correlagbes para o gendtipo 2 (M;M,). O DM se
correlacionou com o TGA (r = 0,71) de forma significativa (P<0,01), o que concorda
com a ja descrita elevacdo nas concentracdes de trigliceridios em pessoas com
diabetes (TAN et al., 2001). O HIPOT foi significativamente (P<0,01) correlacionado
com direcdo negativa com o LDLA (r = -0,67). O peso foi significativamente
correlacionado (P<0,05) de maneira negativa com a idade (r = -0,55) e com TGA (r =
-0,52). O IMC se correlacionou significativamente (P<0,05) com a idade com
coeficiente negativo (r = -0,56), assim como foi observado na pesquisa de Haffner et
al., (2002), conduzida quando obteve com pacientes diabéticos na correlacdo
negativa de Pearson. N&o foi obtida correlagédo entre HIPOT e as variaveis DM, TGA
e HDLB em nossas analises.

A forte correlacdo positiva observada entre diabetes mellitus e a elevada taxa
de trigliceridios no genoétipo MM, pode estar vinculada ao desenvolvimento de
doenca cardiovascular, o que associa o diabetes mellitus a dislipidemias secundarias
(American Diabetes Association, 2005). Os pacientes diabéticos, devido ao alto nivel
de colesterol circulante e outros lipidios, desenvolvem doenca arterial coronariana
(GUYTON; HALL, 1997). A obesidade também desempenha um papel no
desenvolvimento de diabetes mellitus. Geralmente, os diabéticos morrem de
doencas cardiovasculares e de suas complicagcbes (TAN et al.,, 2001). A idade
avancada e a alta frequéncia de obesidade do grupo de pacientes estudado sao
causas subjacentes da atual epidemia de diabetes mellitus tipo 2. Embora muitos
pacientes diabéticos apresentam niveis de colesterol-LDL proximos da média, as
particulas de LDL tendem a ser menores e mais densas, portanto mais aterogénicas,
e os niveis de HDL baixo e de trigliceridios elevados (LIBBY, 2008).

A correlacdo negativa apresentada entre hipotireoidismo e LDL elevado no
gendtipo MM, sugere que o hipotireoidismo ndo se enquadra como fator de
dislipidemia secundaria ao desenvolvimento de aterosclerose no grupo em estudo.
Entretanto, Guyton e Hall (1997) descrevem o desenvolvimento de doenca
cardiovascular em alguns pacientes hipotireoideos, uma vez que o hipotireoidismo
causa um aumento da quantidade de colesterol-LDL no sangue devido a excrecao

diminuida do colesterol-LDL na bile pelo figado.
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Analisando os valores significativos estatisticamente da correlacdo entre as
oito variaveis associadas ao risco de doencas cardiacas, para ambos 0s genotipos,
observou-se uma predominancia de valores negativos para o0 coeficiente de

correlacéo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo de fatores de risco que levam ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares continua sendo um importante desafio em nossa sociedade. As
alteracdes séricas dos lipidios, das lipoproteinas e das apolipoproteinas, em especial
a apoB, implicam no desenvolvimento progressivo das dislipidemias, DAC e
aterosclerose, além de acarretarem em um aumento na probabilidade de ocorréncia
de doencas cardiovasculares.

Os pacientes estudados pertencentes a populagdo dos Campos Gerais (PR)
apresentaram idade média de 60 + 10,0 anos no grupo com risco cardiovascular e
53 £ 14,0 anos no grupo controle, demonstrando, em acordo com a literatura que o
risco para doencas cardiacas tende a aumentar com a idade avancada.

Os valores médios encontrados para o IMC (29,0 + 4,9 kg/m? para grupo com
risco cardiaco e 29,7 + 3,9 kg/m? para o grupo controle) constituem um alerta para
estes pacientes que se encontram com excesso de peso e a caminho de se
tornarem obesos, 0 que pode ser consequéncia da disfuncdo do metabolismo
lipidico, dos niveis de colesterol LDL e da concentracdo plasmatica de apoB.

As frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos controle e pacientes
com risco cardiaco ndo foram significantes estatisticamente (P > 0,05), o que indica
que a distribuicdo do polimorfismo Mspl no gene da apoB da amostra populacional
estudada se encontra dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg, assim como foi
encontrado nas populagdes chinesa e coreana.

Por n&o apresentar nenhum fator evolutivo atuando sobre si capaz de
provocar alteracdo das frequéncias alélicas, a populacdo estudada se mostrou em
equilibrio de Hardy-Weinberg, mantendo o polimorfismo estavel. Esperava-se porém
um desvio do equilibrio por se tratar de uma amostra selecionada com diagndstico
de quadro clinico cardiaco.

O gendtipo M;M; obteve predominéncia em relacdo aos genotipos MiM, e
M2M; na distribuicdo genotipica para ambos os grupos (81,8% para controle e 76,4%
para grupo com risco). No grupo de risco o genoétipo MiM, representou 23,6%,
superior aos 9,1% encontrados para este genotipo no grupo controle, o que pode
sugerir uma miscigenagédo da populacdo. O gendtipo mutado MM, foi encontrado
em um Unico paciente no grupo controle.

A analise de correlacdo de Pearson entre as variaveis de risco (idade,
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diabetes mellitus, LDL alto, trigliceridios alto, HDL baixo, hipotireoidismo, peso,
indice de massa corporal) para os gendétipos do gene da apoB dos grupos estudados
mostrou alguns valores estatisticamente significativos (P < 0,01), destacando-se
para o genétipo M1M, uma forte correlacédo positiva (r = 0,71) entre diabetes mellitus
e a elevada taxa de trigliceridios.

Entretanto, observou-se que os valores negativos do coeficiente de correlagao
se sobressairam em relacdo aos valores positivos para os genotipos M;M; e M;M..
A andlise de correlacdo realizada para os genotipos MiM; e M;M,; mostrou
correlagcdo entre a maioria das variaveis de risco analisadas. N&o foi possivel realizar
a analise de correlacdo entre as variaveis para o genétipo M;M,, homozigoto para a
mutacdo, observado em apenas um dos pacientes. Ja para a populacdo geral
estudada (n = 66), o polimorfismo génico da apoB estudado ndo apresentou
correlacdo com as variaveis de risco cardiaco analisadas.

Visto que os participantes dos grupos em estudo neste trabalho pertencem a
populacdo dos Campos Gerais (PR), esperava-se encontrar associacdo entre o
polimorfismo Mspl do gene da apoB e o risco cardiovascular promovido por
alteracOes lipidicas, assim como se observa em estudos realizados com outras
populacbes caucasianas. Uma possivel explicagdo para a divergéncia dos
resultados talvez seja o nimero pequeno de amostras utilizado nas analises, além
da utilizacdo de um unico sitio polimoérfico.

Contudo, considera-se que este trabalho redne informacdes pertinentes ao
entendimento do polimorfismo do gene da apoB, e sua relagdo com o distarbio de
metabolismo lipidico no desenvolvimento de fatores de risco para doencas
cardiovasculares na populacdo dos Campos Gerais (PR).

Como trabalhos futuros, sugere-se testar em um namero maior de pacientes,
classificar a etnia original da populacdo, bem como testar outras enzimas da apoB
(I/D, EcoRl, Xbal, Pvull, Hincll, Alul), e outros marcadores génicos (APOE, APOC,
APOA, Lp(a), USF1, entre outros) que possam ser auxiliaresno entendimento clinico
e genético da apoB, e assim favorecer a diretriz de diagnostico preventivo e
tratamento na medicina, a fim de viabilizar a deteccdo precoce de doencas

cardiovasculares, entre outras atreladas ao gene da apoB em humanos.
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ANEXO 2

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA - COEP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (T.C.L.E.)
PESQUISA COM SERES HUMANOS

Eu, , original da cidade de

, Estado , hascido (a) no dia/més/ano , portador (a) do documento

de identidade nuUmero e C.P.F numero , residente a
Rua/Av. , nhumero ___ , complemento , ho Bairro
, localizado no municipio de , Estado , concordo com a minha

participagdo no projeto de pesquisa intitulado “Estudos de polimorfismos genéticos associados a hipertenséo
arterial sistémica e aterosclerose” a realizar-se na Universidade Estadual de Ponta Grossa, sob supervisdo da
Profa Dra. Viviane Nogaroto Vicari, contato pelo telefone (42) 3220-3739 / celular (42) 9965-6338.

Estou ciente de que o objetivo deste trabalho consiste em coletar material biolégico (4 mL de sangue)
gue sera utilizado com o intuito de desenvolver estudos genéticos de caracterizacdo de alguns polimorfismos
relacionados a hipertensédo e quadros de dislipidemia, presentes em alguns genes a serem prospectados neste
projeto, utilizando-se metodologias envolvendo técnicas de biologia molecular (exemplo PCR — Reacdo em
Cadeia da Polimerase). Segundo alguns estudos, 0s genes a serem analisados neste projeto (quando mutados)
possuem relagdo com as sindromes relatadas acima, caracterizando o papel da genética neste tipo de sindrome
multifatorial. Assim, o conhecimento do papel da genética influenciando no fenétipo (caracteristicas) do paciente
trara beneficios quanto a um tratamento mais direcionado ao individuo, utilizando-se frentes de intervengdo
terapéutica benéficas ao paciente, como medicamentos que tragam uma resposta mais efetiva frente a patologia
em estudo.

Apenas pacientes voluntarios serdo incluidos como participantes deste estudo, no qual qualquer tipo de
identificacdo pessoal sera mantido sob sigilo e ndo constard em nenhum relatério ou publicagdo cientifica. Além
disso, estou ciente de que os resultados destes trabalhos poderéo ser apresentados a comunidade cientifica em
geral, respeitando toda a informagdo adquirida que serd tratada como confidencial pelos pesquisadores. Os
procedimentos ndo trardo 6nus nenhum aos pacientes participantes deste estudo. Como as coletas serdo
realizadas na Clinica Cray da Costa, especializada em tratamentos cardiorrespiratdrios, os pacientes serdo
assistidos no local e atendidos pelo médico responsavel pela pesquisa (Dr. Mario Augusto Cray da Costa), caso
seja observado que algum paciente tenha algum tipo de indisposi¢éo durante a coleta de sangue.

Estou ciente ainda de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu consentimento a
qualguer momento. Da mesma forma, ndo havera qualquer dano e, que em caso de reclamagdo, ou recurso
poderei entrar em contato com a secretaria da Comisséo de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, Campus
Uvaranas — UEPG, localizado na Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n°® 4748, CEP: 84030-900, Bloco M, Sala 12, e-mail:
seccoep@uepg.br, telefone (42) 3220-3108.

Li, portanto, este termo, fui orientado (a) quanto ao teor da pesquisa acima mencionada e concordo
voluntariamente em participar desta pesquisa, sabendo que nao receberei nenhum valor econémico por minha
participagéao.

Voluntério

Profa. Dra. Viviane Nogaroto Vicari
(Pesquisadora responsavel)

Pnnta (Grneca dea de 20
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ANEXO 3

llustracdes do perfil de bandas da eletroforese em gel de agarose a 1%

das amostras da amplificacdo da PCR
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ANEXO 4

Sequéncia de base do gene da apolipoproteina B
(Retirado do GenBank NM 000.384)

APOB100 3500 (SORIA et al., 1989)

TCTCGGGAATATTCAGGAACTATTGCTAGTGAGGCCAACACTTACTTGAATTCCAAGAGCAC
ACGGTCTTCAGTGAAGCTGCAGGGCACTTCCAAAATTGATGATATCTGGAACCTTGAAGTAA
AAGAAAATTTTGCTGGAGAAGCCACACTCCAACGCATATATTCCCTCTGGGAGCACAGTACG
AAAAACCACTTACAGCTAGAGGGCCTCTTTTTCACCAACGGAGAACATACAAGCAAAGCCAC
CCTGGAACTCTCTCCATGGCAAATGTCAGCTCTTGTTCAGGTCCATGCAAGTCAGCCCAGTT
CCTTCCATGATTTCCCTGACCTTGGCCAGGAAGTGGCCCTGAATGCTAACACTAAGAACCAG
AAGATCAGATGGAAAAATGAAGTCCGGATTCATTCTGGGTCTTTCCAGAGCCAGGTCGAGCT
TTCCAATGACCAAGAAAAGGCACACCTTGACATTGCAGGATCCTTAG

ApoBl00 f: 3 TCTCGGGAATATTCAGGAACTATTG 5°
ApoBl00 r: 3 CTAAGGATCCTGCAATGTCAAGGT 5°

Enzima restrigdo: Mspl: C"CGG

Normal: CGG arginina
Afetado: CAG glutamina

NORMAL: clivagem do fragmento de 481 pb
396 pb

TCTCGGGAATATTCAGGAACTATTGCTAGTGAGGCCAACACTTACTTGAATTCCAAGAGCAC
ACGGTCTTCAGTGAAGCTGCAGGGCACTTCCAAAATTGATGATATCTGGAACCTTGAAGTAA
AAGAAAATTTTGCTGGAGAAGCCACACTCCAACGCATATATTCCCTCTGGGAGCACAGTACG
AAAAACCACTTACAGCTAGAGGGCCTCTTTTTCACCAACGGAGAACATACAAGCAAAGCCAC
CCTGGAACTCTCTCCATGGCAAATGTCAGCTCTTGTTCAGGTCCATGCAAGTCAGCCCAGTT
CCTTCCATGATTTCCCTGACCTTGGCCAGGAAGTGGCCCTGAATGCTAACACTAAGAACCAG
AAGATCAGATGGAAAAATGAAGTC

85 pb

CGGATTCATTCTGGGTCTTTCCAGAGCCAGGTCGAGCTTTCCAATGACCAAGAAAAGGCACA
CCTTGACATTGCAGGATCCTTAG
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ANEXO 5

Dados da Analise de Correlacdo do Genétipo 1 (M;M,), do Genétipo 2 (M;M,) e

da Populacéo Geral

Andlise de Correlagdo por Gendtipo:

ek - L=} o B

The CORR Procedure

8 WVariables: idade dm 1d1a tga hdlr hipot pesc ime

Simple Statistics

Variable N Maan Std Dewv Sum Minimum Maximum
idade 51 57.82353 10.7213% 25493 38.00000 78.00000
dm c1 1.64706 0.482E4 B4 .00000 1.00000 2.00000
1dla 51 1.17647 0.38501 &0.00000 1.00000 2.00000
tga 51 1.54902 0.50254 79.00000 1.00000 2.00000
hdle Sl 1.58824 0.49705 Bl.00000 1.00000 2.00000
hipot 51 1.86275 0.34754 S5.00000 1.00000 2.00000
peso Sl TB.49804 12.66928 4003 51.00000 106.00000
ime 51 25.12824 4 _ 08356 1486 20.96000 40.30000

Pearson Correlation Coefficients, W = 51
prob » |r| under HO: Rho=0

idade dm 1d1a tgA hdle hipot pesoc ime

idade 1.00000 -0.1B234 -0.34115 0.07773 -0.01016 0.02021 -0.35814 -0.21184
0.2003 0.0143 0.5877 0.5436 0.8881 0.0059 0.1356

dm -0.18234 1.00000 0.01859 0.07276 0.13241 0.06312 -0.04918 -0.24497
0.2003 0.8948 0.6119 0.3543 0.6599 0.7318 0.0832

1d1a -0.34115 0.01839 1.00000 0.10945 -0.03074 -0.11430 0.04599% 0.07588
0.0143 0.8948 0.4445 0.8305 0.4245 0.7486 0.5966

tgR 0.07773 0.07276 0.10%45 1.00000 0.28255 -0.0175%& -0.39343 -0.26640
0.5877 0.611% 0.4445 0.0445 0.5004 0.0043 0.0588

hdlr -0.01016 0.13241 -0.032074 0.28259 1.00000 0.12940 -0.02077 -0.04037
0.9436 0.3543 0.8305 0.0445 0.3655 0.B8849 0.7785

hipot 0.02021 0.06312 -0.11430 -0.01796 0.12940 1.00000 0.04127 0.07007
0.8881 0.6599 0.4245 0.9004 0.3655 0.7737 0.6251

peso -0.35814 -0.04918 0.04593 -0.39343 -0.02077 0.04127 1.00000 0.71149
0.0099 0.7318 0.7488 0.0043 0.B849 0.7737 <.0001

imec -0.21184 -0.244597 0.07588 -0.26640 -0.04037 a.07007 0.71149 1.00000

0.1356 0.0B32 0.59&66 0.0588 0.7785 0.6251 =.0001



8 vVariables:
Variable
idade
dm
1dla
tgh
hdle
hipot
peso
imec
idade
idade 1.00000
dm -0.085%36
0.7613
1dlxa 0.431%3
0.1230
tgAa 0.05106
0.8624
hdle -0.06383
0.8284
hipot -0.38043
0.1797
peso -0.55810
0.0381
imc -0.5%&6705

0.0345

Andlise de Correlacgdo por Gendtipo:

---—-—-------gen=2 -------------

The CORR Procedure

idade dm 1ldla tga hdle hipot peso
Simple Statistics
N Mzan 5td Dev Sum Minimum
14 63.57143 11.81375 8%0.00000 34.00000
14 1.50000 0.51887 21.00000 1.00000
14 1.07143 0.26728 15.00000 1.00000
14 1.50000 0.51887 21.00000 1.00000
14 1.50000 0.51887 21 .00000 1.00000
14 1.85714 0.36314 26.00000 1.00000
14 80.78571 15.49035 1131 59.00000
14 29.11214 4.54251 407 .57000 21.41000
Pearson Correlation Coefficients, N = 14
prob > |r| under HO: Rho=0
dm 1ldla tgh hdle hipot peso
-0.085936 0.431393 0.05108 -0.06383 -0.38043 -0.55810
0.7el3 0.1230 0.8624 0.B8284 0.1797 0.0381
1.00000 -0.27735 0.7142% 0.14286 0.00000 -0.41454
0.3370 0.0041 0.8261 1.0000 0.1405
-0.27735 1.00000 -0.27735 -0.27735 -0.67537 -0.011&0
0.3370 0.3370 0.3370 0.0075 0.9688
0.7142% -0.27735 1.00000 0.14286 0.00000 -0.52103
0.0041 0.3370 0.8261 1.0000 0.0561
0.14286 -0.27735 0.14288 1.00000 0.00000 -0.02662
0.8261 0.3370 0.6261 1.0000 0.9280
0.00000 -0.67%37 o.ooo000 0.00000 1.00000 -0.02639
1.0000 0.0075 1.0000 1.0000 0.928B6
-0.41454 -0.011&0 -0.52103 -0.02662 -0.02639 1.00000
0.1405 0.96868 0.0561 0.9z280 0.32868
-0.46751 0.01697 -0.48122 -0.1%076 -0.07628 0.%0012
0.0%91%9 0.9541 0.0815 0.513& 0.78%55 =.0001

95

ime

Maximum

81.00000
00000
00000
00000
00000
00000
120.00000

40.12000

(SR S O N

imec

-0.56705
0.0345

-0.46751
0.0915%

0.01697
0.9541

-0.48122
0.0815

-0.19076
0.513¢e

-0.0T7&28
0.73955

0.90012
<.0001

1.00000



8 TWVariables:

Variahle
an
chn
1dla
Lol
hdlE
hipot
pEs0
imec
En
e =) 1. 00000
dm -0 05343
[ ]
1d1a 0. 0z330
0.8154
ook 001754
0.8363
hdlk -0. 01408
0.3103
hipot 0017325
0.&8300
peso 0. 103z5
0. 4054
imz 0. 05385
0. 6578

Andlise de Correlacdo Geral:

The CORR Procedurs

oger dm 1d41a ol hdlE hipot pesa
Simple Btatistics
n Mean Sed Dew Suam M1 1 mnm
BB 1. 24 24E 0. 4e&l10 Bz 00000 1. 00000
=13 1. 6E1E1 0. 4832880 107.00000 1. 00000
=13 1. 16667 0.375E3 raramlulnluli] 1. 00000
=13 1. B4 545 0. 50175 10E . 00000 1. 00000
=13 1. 5757 0.4320L1 104, 00000 1. 00000
=13 1. 26364 0.324580 1EZ.00000 1. 00000
=13 791575 14 z1248 Ezz4 E1. 00000
=13 £9. 15439 4. 13080 1926 Z0. 9a000
Pearson Correlation Coefficients, N = &6
Prob = |r]| wmder HO: Fho=0
dm 1dla tioph hdlke hipot pes0
-0.06343 0. 0330 001794 -0.01408 0.01735 010325
0.glz9 0._8154 0.8863 02108 0_g200 0. 4054
1.00000 0. 01337 0_zzsll O_1E51E3 0.05378 -0.1E5z87
0.5114 0. 0855 0. zzkE3 0O._&&E0 0. z204
0.01337 1. 00000 0_08les -0.0ET74E =0 17770 004333
09114 0. 51l4a o.gz70 0.15z24 0. 63&7
0_Zz211 0. 021e5 1._00000 O_Z&307 =0 0020e -0.40963
00555 0._E5l4a 0.03z8 0._9483 0. 000&
0_1E51&3 —0. 0z74EF 0O_E&307 1.00000 0. 10553 -0.01&43
0. zzh3 o_gsz70 0.03z23 0._3983 0. 8355
0.0&8378 =0. 17770 -0._0080& 0_105E&3 1. 00000 0.0z509
0. &5s80 0.1534 0.9433 0. 3988 0. 8415
-0.15287 0. 04283 -0._403&8 -0.01l&43 0. 0503 1.00000
0. zz04 0_&9&7 0. 000& 08355 0_g241%
-0._EE0&E 0. 09423 -0._E5%801 -0.0&1&0 0. 04148 078217
0. 0zz k5 0._4517 0.01&51 0. 6232 0_.7410 <. 0001

96

ime

Ma imim

ooooo
ooooo
ajuiajuia]
_Qooog
Qoooo
ajuiajuia]
130.00000

40.20000

[ I R S I A A N

imo

0. 0E385
0.se7e

-0. E806E
0.0zz5

0. 09423
0.4E517

-0_z25801
0.0151

-0_0&1e0
0.6&32

0. 04148
0.7410

0. 7MEL7
=._ 0001

1. 00000



