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RESUMO

A aterosclerose é um processo complexo, resultante de mudltiplas interagdes
genéticas e ambientais, envolvendo ndo somente o metabolismo dos lipides, mas também o
sistema hemostatico e a resposta inflamatéria. A dislipidemia é um dos fatores de risco mais
importantes no desenvolvimento da aterosclerose e, consequentemente, das doencgas
cardiovasculares. O presente estudo teve como objetivo descrever as freqiiéncias alélica e
genotipica das apolipoproteinas E e A5, e correlaciona-las com o perfil lipidico e
hemostatico em individuos dislipidémicos e normolipémicos. O estudo incluiu 216 individuos,
distribuidos em dois sub grupos: 109 individuos dislipidémicos (41 mulheres e 68 homens,
faixa etaria = 48,4 + 6,8 anos) e 107 individuos normolipémicos saudaveis (63 mulheres e 44
homens, faixa etaria = 46,7 £ 6,6). Os niveis de lipides foram determinados de acordo com a
classificagdo das dislipidemias pela Sociedade Brasileira de Cardiologia — 2001. As
freqliéncias alélica e genotipica do polimorfismo APOE foram homogéneas entre os dois
grupos. Quando se analisou o polimorfismo APOE em relagéo aos niveis de lipides entre os
grupos dislipidémico e normolipémico, ndo foram observadas diferengas significativas entre
os agrupamentos E2, E3 e E4 e os niveis de lipides e lipoproteinas no grupo de
dislipidémicos. Entretanto, no grupo normolipémico, os niveis plasmaticos de colesterol total,
LDLc e nao-HDLc foram significativamente menores em individuos E2 quando comparados
com E3 e E4 (E2 < E3 = E4, p < 0,05). Em individuos dislipidémicos, também se observou
que portadores do alelo €2 apresentavam niveis aumentados de TAFI, quando comparados
com portadores do alelo €4. As freqiéncias do alelo C e genoétipo TC do polimorfismo da
APOAS -1131T>C foram maiores em individuos dislipidémicos em comparacéo ao grupo de
normolipémicos. O alelo C APOA5 se associou a risco aumentado de dislipidemia na
populagéo avaliada. Quando os dados foram analisados distribuindo todos os participantes
em dois agrupamentos APOA5: T (genotipo TT) e C (gendtipos TC e CC), o alelo raro
APOAS5 -1131 foi associado com niveis elevados de colesterol total, triglicérides, VLDLc e
nao-HDLc. Dislipidémicos com o gendtipo TT apresentaram niveis de dimero D superiores
aos portadores do alelo C. Em relagcdo aos parametros hemostaticos, entre os grupos e
sexos, foram observados em mulheres com dislipidemia niveis aumentados de TAFI. Esses
resultados indicam que os polimorfismos da APOE e APOA5 -1131T>C podem afetar os
niveis plasmaticos de lipides e lipoproteinas nos grupos de individuos normolipémicos e
todos os participantes agrupados, respectivamente. Além disso, os niveis plasmaticos de
TAFI se correlacionaram com os parametros do perfil lipidico, sugerindo que a dislipidemia
exerce algum efeito na sintese de TAFI, possivelmente acarretando prejuizo da fibrindlise.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is a complex process due to multiple genetic and environmental
interactions that modify not only lipid metabolism but also the coagulation system and
inflammatory response. Dyslipidemia is the most important risk factor for atherosclerosis,
predisposing to cardiovascular disease. The aim of this study was to describe the allelic and
genotypic distribution of the APOE and APOA5 -1131T>C polymorphisms and their
relationship with lipid-lipoprotein plasma levels and hemostatic parameters in both
dyslipidemic patients and normolipidemic subjects. The study included 216 individuals,
distributed into 2 sub-groups, including 109 dyslipidemic subjects (41 women and 68 men,
with a mean age of 48.4 £ 6.8 years) and 107 normolipidemic healthy volunteers (63 women
and 44 men; mean age: 46.7 + 6.6 years). Lipid levels were classified according to the
Brazilian Society of Cardiology — 2001. The frequencies of alleles and genotypes for the
APOE polymorphism were homogenous between groups. As it was analysed the effect of
APOE polymorphism on lipid levels in dyslipidemic and normolipemic groups, no significant
differences were observed among E2, E3 and E4 and plasma lipid-lipoprotein levels in the
dyslipidemic group. However, in the normolipidemic group, total cholesterol, LDLc and non-
HDLc plasma levels were significantly lower in E2 patients compared to E3 and E4 (E2 < E3
= E4, p < 0.05). It was also described that in dyslipidemic subjects, €2 allele carreers showed
increased TAFI levels when compared to €4 allele carreers. The frequencies of C allele and
TC genotype of the APOA5 -1131T>C polymorphism in dyslipidemic subjects were
significantly higher than those observed in normolipidemic group. When data were analyzed
distributing all participants in the 2 APOAS sub-groups T (TT genotype) and C (TC and CC
genotypes), the rare allele APOA5 -1131 was associated with elevated plasma total
cholesterol, triglycerides, VLDLc and non-HDLc. Dyslipidemic subjects with TT genotype
showed D-Dimer plasma levels significantly increased compared to the C allele. Concerning
to hemostatic factors, only dyslipidemic women had a significantly higher level of TAFI as
compared to normolipemic women. These results indicates that both APOE and APOAS5 -
1131T>C polymorphisms may affect plasma lipid-lipoprotein levels in normolipidemic group
and in all participants, respectively. Moreover, TAFI plasma levels showed to be correlated to
lipid profile variables, suggesting that dyslipidemia exerts some effect on the TAFI synthesis
possibly reducing fibrinolysis activity.

Key-words: apolipoprotein E, apolipoprotein A5, polymorphism, dyslipidemia, hemostatic
system, TAFI.
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A aterosclerose é um processo complexo, resultante de multiplas interacoes
genéticas e ambientais, envolvendo o metabolismo dos lipides, bem como o sistema
hemostatico e a resposta inflamatéria (MOZAS et al., 2003). A dislipidemia é um dos fatores
de risco mais importantes no desenvolvimento da aterosclerose e, conseqiientemente, das
doencas cardiovasculares (WOUTERS et al, 2005). Portanto, uma avaliacido do perfil
lipidico ndo convencional e dos perfis genético e hemostatico de individuos dislipidémicos
residentes na regiao metropolitana de Belo Horizonte, torna-se pertinente e desejavel. Este
estudo podera fornecer dados para uma melhor caracterizagao dos individuos dislipidémicos
em nosso meio bem como a possivel relagdo entre variagbes genéticas e a patogénese
precoce da aterosclerose. Pretende-se também obter uma melhor identificagdo de
subgrupos, dentro de uma grande populacdo, que possuem risco aumentado para o
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares.

Pesquisas recentes sobre doencgas cardiovasculares tém enfocado detalhadamente
as bases moleculares da aterosclerose, tendo resultado na identificagdo da apolipoproteina
E (APOE) com um papel chave no processo (BERTOLINI et al., 2004; GREENOW et al.,
2005; SOUSA et al., 2008a). O polimorfismo APOE esta diretamente relacionado com o
perfil lipidico e alguns tipos de dislipidemias que precedem o desenvolvimento da
aterosclerose, tornando-se necessario uma andlise profunda da associacdo entre o perfil
lipidico e freqiiéncia do gendtipo APOE (SCHWANKE et al., 2002). Devido ao significado
clinico do polimorfismo APOE, torna-se importante conhecer a distribuicao dos alelos APOE
em diversos grupos étnicos para determinar se esse polimorfismo tem um efeito universal
nos niveis dos lipides ou se esse efeito € modulado por interagées genético-ambientais
conforme sugerido por ANDRADE et al.(2000), ou seja, como diferentes ambientes afetam
genes idénticos produzindo fatores de riscos diferentes.

SCHWANKE et al. (2002) estabeleceram as freqliéncias dos alelos e gendtipos
relacionados ao polimorfismo APOE e a associagdo dos genétipos com fatores de risco
cardiovasculares, em pacientes com mais de 80 anos de idade, no municipio de
Veranopolis, Rio Grande do Sul, Brasil. As freqiéncias dos alelos €2, €3 e €4 foram de 5%,
84% e 11%, respectivamente. FRANGCA et al. (2004) determinaram a freqliéncia dos alelos
€2, €3 e €4, em criangas brasileiras do norte do Brasil, de 6%, 77% e 17%, respectivamente.
Considerando que as informacbes sobre as freqliéncias dos alelos APOE na populacao
brasileira sdo restritas e que as diferentes regides do Brasil apresentam grandes variagdes
na etnia seria importante estabelecer uma comparacao entre as freqiiéncias obtidas entre
estas regides. Portanto, investigagdes adicionais sobre o impacto do polimorfismo APOE
sobre os tradicionais fatores de risco no desenvolvimento das doencas cardiovasculares,
especialmente sobre os lipides e lipoproteinas ainda sao necessarios (FORTI et al., 2003).
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Recentemente, PENNACCHIO et al. (2001) identificaram o gene da apolipoproteina
A5 (APOA5), um novo componente do conjunto génico das apolipoproteinas
APOA1/APOC3/APOAA4, cujos estudos, demonstraram uma grande influéncia nos niveis dos
parametros do perfil lipidico e susceptibilidade a aterosclerose. Para estudos de associacao
foram identificados 4 polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) no locus APOAS, cuja
presenca do alelo raro foi associada a niveis aumentados de ftriglicérides (TG)
(PENNACCHIO et al, 2001; PENNACCHIO et al, 2002; TALMUD et al, 2002;
PENNACCHIO & RUBIN, 2003) e resultados controversos em relagdo aos niveis
plasmaticos de colesterol total (CT) e HDLc (ENDO et al., 2002; TALMUD et al., 2002;
BAUM et al., 2003).

Desde o relato inicial da associacdo do polimorfismo APOA5 -1131T>C com os
niveis de lipides, numerosos estudos tém sido realizados em diversas populagdes e
diferentes doengas com o objetivo de se determinar a sua freqtiéncia alélica e genotipica, e
sua influéncia nos parametros do perfil lipidico. Estudos sobre o polimorfismo APOAS -
1131T>C séao inexistentes na populagao brasileira. Portanto, investigagdes abordando o seu
comportamento em relagdo a outros estudos, envolvendo populagdes de diferentes origens
geograficas e/ou de doencgas distintas, poderdo impactar favoravelmente o conhecimento
disponivel até o momento sobre 0 assunto.

E amplamente sabido que a atividade do sistema hemostatico contribui de maneira
importante para os eventos coronarianos agudos. Varios estudos sugerem que marcadores
de atividade hemostatica, de hipofibrindlise ou de ativacdo endotelial possuem valor
preditivo importante para risco aumentado de eventos cardiovasculares agudos,
especialmente em individuos com idade inferior a 60 anos (IZAR et al., 2003; GEORGIEVA
et al., 2004).

Varios estudos demonstraram a importancia do Inibidor da fibrindlise ativado pela
trombina (TAFI) na regulacédo da fibrinélise. Niveis altos de TAFI foram correlacionados com
trombose de veia profunda (MARTINI et al., 2006), doenga arterial coronariana (DAC) e com
o desenvolvimento de angina de peito entre homens aparentemente saudaveis (EICHINGER
et al., 2004; CERESA et al.,, 2006). A avaliagdo dos niveis de TAFI em pacientes com
dislipidemias e sua correlacdo com parametros bioquimicos, genéticos e hemostaticos serao
de grande importancia para a sua validagdo como biomarcador para risco de eventos
cardiovasculares. Paradoxalmente, o TAFI tem sido reconhecido como potente regulador da
inflamagao (MYLES et al., 2003; BAJZAR et al., 2004). Cumpre ressaltar que até o presente
momento, ndo foram conduzidos estudos sobre o TAFI com a populacao brasileira.

Diante do exposto, surgiram algumas indagacbes que nortearam esse estudo, a
saber:
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As freqUéncias dos alelos e dos genétipos APOE e APOAS da populagao atendida
em Belo Horizonte seriam semelhantes as freqliéncias encontradas em outras
regioes brasileiras e outras populagdées do mundo?

Como se comportam as distribuicbes dos alelos APOE e APOA5 em individuos
dislipidémicos em relagdo a individuos normolipémicos?

Como os alelos e os genétipos APOE e APOAS influenciam o perfil lipidico e alguns
parametros bioquimicos nos grupos de individuos estudados?

Como os genétipos APOE e APOAS5 podem influenciar os niveis de marcadores
inflamatorios?

Podem os pardmetros hemostéaticos serem influenciados pelos polimorfismos APOE
e APOA5?

Desta forma, acredita-se que o presente estudo podera contribuir para:

Ampliacdo do conhecimento das freqiiéncias dos alelos e dos genotipos APOE e
APOAS5 da regiao brasileira em estudo.

Um melhor entendimento sobre a influéncia exercida pelos polimorfismos APOE e
APOA5 no metabolismo dos lipides e lipoproteinas.

Um maior conhecimento das possiveis interacoes entre os gendtipos APOE, APOAS,
perfil lipidico, parémetros inflamatérios e fatores de risco cardiovascular na
populacao residente na regido metropolitana de Belo Horizonte.

Um maior entendimento entre as relagdes dos polimorfismos APOE, APOA5, perfil
lipidico, cascata da coagulacao e sistema fibrinolitico em individuos dislipidémicos e

normolipémicos.
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As doencas cardiovasculares (DCV) constituem uma causa importante de morbidade
e mortalidade em todo o mundo, sendo a principal causa de mortalidade no Brasil
(GIULIANO et al., 2005; INEU et al.,2006). Essa doenca é multifatorial e sua prevencao
passa pela identificacdo de um conjunto de fatores de risco associados (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA — SBC — 2001). Estes se dividem em modificaveis e nao
modificaveis. Os fatores nao modificaveis incluem a idade, o sexo e a histéria familiar para
doenca arterial coronariana (DAC) precoce. Entre os modificaveis estdo a dislipidemia, o
diabetes mellitus, o tabagismo, o sedentarismo, a hipertensdo arterial e a obesidade. A
prevencdo da aterosclerose tem sido baseada no conhecimento dos fatores de risco
modificaveis (CANTOS et al., 2004). A lesao aterosclerética é, em geral, responsavel pelas
sindromes coronarianas agudas, cujo espectro clinico abrange a angina instavel, o infarto
agudo do miocardio (IAM) e a morte subita (PINHEIRO et al., 2005).

Apesar da reducao da mortalidade por doencas cardiovasculares, a partir da metade
da década de 60 nos paises mais desenvolvidos, como Japao e Estados Unidos, € s6 mais
recentemente nos paises em desenvolvimento como o Brasil, essas doengas ainda
constituem a principal causa de morte em todo o mundo, com taxas de mortalidade de
elevada magnitude (HANSSON, 2005). Esse cenario nao deve se modificar nos proximos
anos. Estima-se que em 2020, em decorréncia do crescimento da populacdo idosa e do
aumento da longevidade associada a mudangas nos padrdes alimentares e no estilo de
vida, as doengas do aparelho cardiocirculatério continuardo a liderar as estatisticas de
letalidade, seguidas por outros distlrbios cronicos, como as doengas do aparelho
respiratorio, cancer e diabetes (BARRETO et al., 2003; RASSI Jr, 2004).

As doencas cardiovasculares, no Brasil, sdo responsaveis pela morte de 300 mil
pessoas/ano e correspondem a 16% dos gastos em assisténcia médica pelo Sistema Unico
de Salde (SUS) (NEVES et al, 2004, MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Em todos os
estados brasileiros, considerando-se o conjunto de todas as faixas etarias, as doencas
cardiocirculatérias sao responsaveis pelo maior contingente de ébitos, decorrentes de DAC,
doengas cerebrovasculares e insuficiéncia cardiaca (SILVA et al., 2005).

2.1 — DISLIPIDEMIAS E ATEROSCLEROSE
2.1.1 — Dislipidemias

As dislipidemias constituem uns dos problemas clinicos mais comuns encontrados
pelos profissionais de salude, sendo consideradas disturbios do metabolismo lipidico com
repercussdes sobre os niveis das lipoproteinas na circulagcdo sangtiinea, bem como sobre
as concentracdes de diferentes componentes envolvidos neste processo metabolico. Mais
especificamente, as dislipidemias estao correlacionadas com niveis anormais de colesterol

total (CT), triglicérides (TG), colesterol presente na lipoproteina da alta densidade (HDLc),
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colesterol presente na lipoproteina de baixa densidade (LDLc) e lipoproteina (a) [Lp(a)], que
estao diretamente associados a génese e evolucao da aterosclerose (PRADO & DANTAS,
2002). As alteracdes dos lipides e lipoproteinas tém sido exaustivamente estudadas devido
a sua forte correlacdo com a manifestacdo de doencas cardiovasculares e, no caso das
hipertrigliceridemias graves, a quadros clinicos de pancreatite aguda (MARTINEZ, 2003). As
concentragoes elevadas de LDLc e Lp(a), assim como a redugao dos niveis plasmaticos de
HDLc, tém sido considerados como fatores de risco independentes para o desenvolvimento
da aterosclerose, principal causa de morte nos paises industrializados (FORTI & DIAMENT,
2006; FRANCA & ALVES, 2006). Resultados dos estudos de Framingham e MRFIT (Multiple
Risk Factor Intervention Trial) mostraram que o aumento do risco de doenga cardiaca
coronariana é diretamente proporcional a elevagao dos niveis de colesterol no plasma
(CHOQY et al., 2004).

As dislipidemias podem ser primarias ou secundarias. As dislipidemias primarias na
classificagao genotipica se dividem em monogénicas, causadas por mutagdo de um so
gene, e poligénicas, causadas por associacdes de multiplas mutagdes, que isoladamente
nao seriam de grande repercussao (SBC, 2007).

As formas secundarias de dislipidemias representam a conseqiiéncia de outras
condicdes, como diabetes mellitus, alcoolismo, sindrome nefrotica, insuficéncia renal
crénica, hipotireoidismo, hepatopatia e administracao de farmacos, como, por exemplo, uso
de inibidores de proteases utilizados no tratamento de infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (RANG et al., 2004). Cumpre também ressaltar a influéncia de
outros fatores que podem estar relacionados ao estilo de vida e ao comportamento como,
por exemplo, dieta enriquecida em gordura saturada e sedentarismo, (LAUER &
FONTANAROSA, 2001; NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM — NCEP -
2001; PACE, 2001; HARDMAN & LIMBRID, 2003).

As dislipidemias tém sido citadas, talvez, como o principal fator de risco para a
aterosclerose e suas complicagbes (VAPAATALO & MERVAALA, 2001). Com etiologia
multifatorial, seu desenvolvimento e evolucdo ndo dependem apenas de alteragdes
genéticas, mas também das influéncias dos habitos de vida, ou seja, ha necessidade de
uma interagdo entre fatores genéticos e ambientais (WOUTERS, et al., 2005). A inter-
relacdo entre os diferentes fatores de risco representam um novo desafio no estudo da
patogénese da aterosclerose (CHOY et al., 2004).

2.1.2 — Aterosclerose
A aterosclerose é a maior causa de doengas cardiovasculares (WOUTERS et al,,
2005), atingindo artérias de grande calibre e de calibre intermediario caracterizada pelo

desenvolvimento de lesbes gordurosas, denominadas placas ateromatosas na superficie



28

interna da parede arterial (GUYTON & HALA, 2002). Atualmente, estudos demonstram que
a aterosclerose € um processo dindmico, inflamatério e modificavel, envolvendo varios
mecanismos patolégicos. O processo se inicia com a disfungao endotelial (VAPAATALO &
MERVAALA, 2001; MARTINEZ, 2004; GREENOW et al., 2005) e envolve a interagdo entre
varios elementos do sangue e alteracao do fluxo sangiineo (MARTINEZ, 2003; CHOY et al.,
2004). A lesao endotelial constitui o evento inicial do processo de formagédo da placa
aterosclerdtica, portanto, a aterogénese pode ser considerada uma resposta inflamatéria
protetora contra a agressao ao endotélio (FRANCOSO & COATES, 2002).

Na presenca de fatores de risco, como dislipidemias, hipertenséo arterial, diabetes
mellitus e tabagismo, o processo aterogénico evolui (VAPAATALO & MERVAALA, 2001;
CHOY et al., 2004; MARTINEZ, 2004). A partir do dano vascular, ocorre a expressao de
moléculas de adesdo que mediardo a entrada de monécitos em dire¢céo ao espago intimal,
que, por sua vez, englobarao lipoproteinas modificadas (predominantemente LDL oxidada)
originando as células espumosas (CHOY et al., 2004; FOLEY, 2005; STUHLINGER &
STANGER, 2005). A LDL oxidada é altamente aterogénica, tendo a capacidade de
prejudicar o relaxamento endotelial estimulando as células endoteliais a secretarem
citocinas aterogénicas (SOUFI et al., 2002; CHQOY et al, 2004). Diferentes mediadores
inflamatérios sao liberados no espacgo intimal, perpetuando e amplificando o processo,
levando finalmente a formacao da placa aterosclerotica (FOLEY, 2005). A placa de ateroma
tem ndcleo lipidico com componente primario de LDLc, além de elementos celulares e
componentes da matriz extracelular (SBC, 2001; FOLEY, 2005). Neste processo, ocorre
também sintese de mediadores que causam a degeneragao da matriz, provocando a ruptura
da placa e ativagao do sistema trombogénico (MARTINEZ, 2004).

A ruptura da placa aterosclerética, com conseqiiente instalagdo de um trombo no
local, é a principal causa das sindromes coronarianas agudas (SCA) (GREENOW et al.,
2005). A composicao da placa, mais do que o seu volume, é determinante importante para o
desenvolvimento das sindromes agudas, sendo as placas moles, ricas em lipides, de maior
risco do que as rigidas e ricas em colagenos, por serem as primeiras mais instaveis e
altamente trombogénicas (MARTINEZ 2004; GREENOW et al., 2005).

Os macrofagos e linfécitos T possuem papel central na formacdo da placa
vulneravel, pois estas células liberam citocinas que causam inflamagao na parede do vaso
(FILHO et al., 2005). As citocinas amplificam a resposta imunolédgica e alteram a funcao
endotelial favorecendo o processo pro-tromboético. A interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) tém papel de destaque, verificando-se associacio entre seus
niveis plasmaticos e o aparecimento de eventos coronarianos. A IL-6 é um estimulo

importante para a producdo de proteinas de fase aguda pelos hepatocitos, induzindo
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aumento dos niveis circulantes de proteina C reativa (PCR) e fibrinogénio (SANTOS et al.,
2003; MARTINEZ, 2004; GREENOW et al., 2005).

Tem sido proposto que altos niveis de proteinas de fase aguda podem ser um
indicador indireto de aterogénese e trombose com valor progndstico para doenca isquémica
do coracdo e para doengas vasculares inflamatérias e periféricas (VAPAATALO &
MERVAALA, 2001; HANSSON, 2005). Ficou evidenciado que os marcadores de inflamacéao
podem identificar individuos de alto risco para uma evolucado adversa, que nao pode ser
previsivel apenas pela analise de fatores de risco ou perfil lipidico (SANTOS et al., 2003).

Niveis elevados de PCR ultra sensivel (PCRus) foram associados a eventos
cardiovasculares futuros (MARZ et al., 2004), além de ser considerado um fator de risco
independente de reducdo da capacidade de vasodilatagdo na DAC (VAPAATALO &
MERVAALA, 2001; HANSSON, 2005). Niveis elevados de PCRus foram preditores de
mortalidade precoce e tardia em pacientes com SCA (DUARTE et al., 2005).

Sendo o fibrinogénio uma proteina inflamatéria de fase aguda, varios estudos
clinicos e epidemioldgicos tém associado os seus niveis com doengas cardiovasculares
(JAEGER et al., 2006). A presencga de niveis moderados e altos de fibrinogénio acentuou o
risco cardiovascular em individuos hipercolesterolémicos, enquanto baixos niveis de
fibrinogénio identificaram pacientes sob menor risco de eventos, mesmo na presenca de
concentracoes elevadas de colesterol (DUARTE et al., 2005).

Agentes infecciosos, como a Chlamydia pneumoniae, sao freqlentemente
encontrados em placas ateroscleréticas humanas, principalmente naquelas vulneraveis,
acentuando o processo inflamatério e, conseqglientemente, a aterogénese (SANTOS et al.,
2003; MARTINEZ, 2004; HANSSON, 2005).

2.2 - LIPOPROTEINAS E APOLIPOPROTEINAS

Os lipides sdo substancias insoliveis em agua, transportados na forma de
lipoproteinas, as quais podem ser divididas em cinco classes, de acordo com sua
densidade: quilomicrons (Qm), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina
de baixa densidade (LDL), lipoproteina de densidade intermediaria (IDL) e lipoproteina de
alta densidade (HDL). A funcao principal das particulas lipoproteicas € o transporte de TG e
do colesterol dos orgaos de origem para os sitios de armazenamento e utilizacdo (SCHIAVO
et al., 2003).

Diversas apolipoproteinas (APOs), proteinas que estdo em associacao com lipides
nas particulas de lipoproteinas, desempenham fungdes importantes no metabolismo
lipoprotéico, como transporte destas moléculas hidrofébicas no meio aquoso plasmatico,
ligacdo aos receptores especificos na superficie celular para direcionar corretamente os
lipides para os érgaos-alvo e tecidos do organismo, e ativagdo ou inibicdo de enzimas
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envolvidas no metabolismo lipidico (MARTINEZ, 2003; LIMA et al, 2007a). Varias
apolipoproteinas foram identificadas, sendo que o percentual e o tipo divergem nas classes
de lipoproteinas. Dentre as APOs identificadas, a apolipoproteina A-I (APOA-I) e a
apolipoproteina B (APOB) tém sido alvo de um grande nimero de estudos (WALLDIUS &
JUNGNER, 2007; HOLME et al, 2008; SCHMIDT & FAGERBERG, 2008), e sao
determinadas no laboratério clinico em algumas situagoes especiais.

A APOA-I sintetizada no figado e intestino (DULLENS et al, 2007), € o maior
componente da particula de HDL, representando cerca de 50% de sua massa molecular
(RASHID & GENEST, 2007). Esta apolipoproteina age como cofator para lecitina colesterol-
aciltransferase, é ligante para o ABCA-1 (ATP-binding cassette transporter A1),
transportador que promove o fluxo de colesterol livre e fosfolipides das células e, portanto,
esta envolvido no transporte reverso do colesterol (FORTI & DIAMENT, 2007). O método
para a determinagdo da APOA-I na pratica laboratorial j& esta padronizado pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) e Federacao Internacional de Quimica Clinica (IFCC)
e nao requer jejum. A APOA-I, como a principal proteina constituinte do HDLc, reflete o
ndmero absoluto dessa lipoproteina, e correlaciona-se inversamente com 0O risco
cardiovascular (SHAROBEEM et al., 2007; WALLDIUS & JUNGNER, 2007).

A APOB apresenta-se sob duas formas: B-48 e B-100, diferenciadas pela massa
molecular. A APOB-48, sintetizada no intestino, é constituinte dos quilomicrons (Qm) e seus
remanescentes (com potencial aterogénico) e é metabolizada na circulagdo e no figado. A
APOB-100 é sintetizada no figado, faz parte das principais fracoes lipoprotéicas
consideradas aterogénicas [VLDL, IDL, LDL e Lp(a)], cujo conteddo de colesterol é variavel.
Somente uma molécula de APOB-100 esta presente em cada uma dessas fragdes. A LDL é
a particula aterogénica mais importante, contém mais que 90% das particulas de APOB no
plasma e assim o numero de particulas de LDL é o principal determinante do nimero de
particulas aterogénicas (SNIDERMAN & ROSENBLOOM, 2005; MUDD et al.,, 2007). A
APOB-100 é essencial para ligagdo das particulas de LDL aos receptores celulares,
permitindo a entrada de LDL nas células; logo um excesso de APOB representa um fator
desencadeante para o processo aterogénico. A IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e
Prevengcao da Aterosclerose (SBC, 2007) admite a importancia da fragao nao-HDLc na
aterogénese. Os valores desta fragdo, determinados indiretamente, correlacionam-se
significativamente aos niveis de APOB. Se forem considerados os valores dessa correlagao,
as variacdes de colesterol nas particulas constituintes de nao-HDLc, a possibilidade de
determinagao direta da concentragao sangulinea de APOB e o contetido de APOB em LDL,
€ possivel inferir que a dosagem de APOB poderia representar uma alternativa para as
determinagbes das fragcbes de LDLc e ndo-HDLc (MUDD et al, 2007). Além disso, a
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determinagdo da APOB representa vantagens metodologicas em relacdo as dosagens dos
lipides e menor variabilidade pré-analitica. As metodologias mais utilizadas na rotina
laboratorial sao imunoturbidimetria e nefelometria, por método automatizado, com
padronizagéo pela OMS e pela IFCC (FORTI & DIAMENT, 2007; WALLDIUS & JUNGNER,
2007).

Varios trabalhos demonstraram a superioridade das determinagdes dos niveis
plasmaticos das apolipoproteinas A-l e B, como melhores preditores de doencgas
ateroscleréticas do que as concentracdes de lipides e lipoproteinas. Por isso, tem sido
proposto que o indice APOB/APOA-I represente um parametro superior para predicao de
risco cardiovascular do que outros indices lipidicos, como colesterol total/HDLc, LDLc/HDLc
e colesterol ndo-HDL/HDLc (SNIDERMAN & ROSENBLOOM, 2005; LIMA et al., 2007b;
SHAROBEEM et al, 2007). O indice APOB/APOA-I representa o equilibrio entre
lipoproteinas aterogénicas e as lipoproteinas antiaterogénicas no plasma (SNIDERMAN et
al., 2007).

O valor preditivo das apolipoproteinas A-l1 e B para DAC esta bem estabelecido e
documentado na literatura. Niveis elevados de APOB, diminuigdo dos niveis de APOA-I e
aumento do indice APOB/APOA-I sdo consistentemente associados ao risco de doencgas
cardiovasculares (SCHMIDT & FAGERBERG, 2008). Foi sugerido pontos de corte para o
indice APOB/APOA-I de 0,9 e 0,8 para homens e mulheres, respectivamente, e foi
demonstrado que valores superiores a estes representariam risco aumentado para doencas
cardiovasculares (WALLDIUS et al., 2004).

2.3 — METABOLISMO DAS LIPOPROTEINAS

O metabolismo das lipoproteinas pode ser dividido em trés partes distintas, mas que
estdo interrelacionadas. A primeira parte, denominada metabolismo exdgeno, se relaciona
com o transporte dos lipides derivados da dieta através da formagao de quilomicrons no
intestino, até o figado e tecidos periféricos. A segunda parte se relaciona com o
metabolismo endégeno, que envolve o transporte dos lipides sintetizados pelo figado e
incorporados nas particulas de VLDL e LDL, até os tecidos periféricos. A terceira parte
envolve o transporte reverso do colesterol, no qual a HDL transporta o colesterol dos tecidos
periféricos de volta para o figado para excregdo (FOLEY, 2005). Os niveis plasmaticos de
colesterol e triglicérides sao resultantes do equilibrio dindmico entre os aspectos anabdlicos
e catabdlicos do metabolismo das lipoproteinas. Os mecanismos pelos quais os lipides sao
utilizados, transportados e removidos pelo organismo sdo bastante complexos. Muitos
receptores especificos, proteinas transportadoras, enzimas e vias de transporte estao
envolvidas e desempenham papéis importantes neste processo (MARTINEZ, 2004).
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Na via exdgena, o colesterol e os TG absorvidos pelas células epiteliais do trato
gastrointestinal sdo incorporados aos quilomicrons. As apolipoproteinas dos quilomicrons
incluem algumas (APOB-48, APOA-I e APOA-IV) que sao sintetizadas pelas células
epiteliais intestinais e outras (APOE e APOC) adquiridas do HDL ap6s os quilomicrons
terem sido secretados na linfa e alcancarem o plasma (HARDMAN & LIMBRID, 2003). Apés
atingirem a circulagéo via ducto-toracico, os quilomicrons sao metabolizados inicialmente na
superficie dos tecidos que sintetizam a lipase lipoproteica, onde os TG sao hidrolizados,
tendo como cofator a APOC-Il. Os acidos graxos livres resultantes sdo captados pelos
tecidos muscular e adiposo, onde serdo armazenados apos reesterificacdo (ISBIR et al,
2003; ALVES et al., 2004; SEPETIBA et al., 2007), e o glicerol circula no plasma.

Apdés a remocdo de TG, mediada pela lipase lipoproteica, os quilomicrons
remanescentes, que ainda contém todo o colesterol dietético, liberam-se da superficie
capilar e dentro de poucos minutos sdo removidos da circulacdo pelo figado em um
processo de varias etapas mediado pela apolipoproteina E (APOE) (FOLEY, 2005).
Primeiramente, as particulas remanescentes sao seqlestradas pela interagdo da APOE com
proteoglicanos de sulfato de heparan na superficie dos hepatdcitos onde sado processados
pela lipase hepatica (HL), promovendo a redugao do contéudo de TG restante. Em seguida,
a APOE atua como mediador da captacdo dos remanescentes através da interacdo com o
receptor LDL hepatico (LDLR) ou com a proteina de ligagao ao receptor LDL (LRP) (SOUFI
et al., 2002; HARDMAN & LIMBRID, 2003; ALVES et al., 2004). No interior das células, os
quilomicrons sao fragmentados e parte do material lipidico é reutilizado, sendo o excedente,
reorganizado em outro tipo de lipoproteina, juntamente com a parte sintetizada pelo figado
(MARTINEZ, 2003).

Os remanescentes de quilomicrons sdo considerados lipoproteinas aterogénicas e
sua remocao mais lenta esta diretamente relacionada com a DAC. A avaliagdo desta etapa
metabdlica é importante para o completo entendimento do metabolismo lipidico em
individuos com hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (ALVES et al., 2004).

Na via enddgena, as VLDL sao produzidas no figado e sao sintetizadas quando a
producao de TG é estimulada por um fluxo aumentado de acidos graxos livres ou por
sintese de novo aumentada de acidos graxos pelo figado (CHOY et al,, 2004). A VLDL
nascente incorpora pequenas quantidades de apoproteinas C e E dentro do figado antes da
secregdo, mas a maioria dessas € adquirida a partir do HDL plasmatico apés as VLDL
atingirem a circulagdo (HARDMAN & LIMBRID, 2003).

As VLDL plasmaticas sdo entdo catabolizadas nos leitos capilares em um processo
semelhante ao processo lipolitico descrito para os quilomicrons (ISBIR et al., 2003;
SEPETIBA et al., 2007). Quando a hidrélise de TG esta quase completa, os remanescentes
de VLDL, em geral chamados de IDL, sado liberados do endotélio capilar e entram
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novamente na circulagdo. As VLDL pequenas que contém APOB-100 e IDL, cuja meia vida
€ de menos de 30 minutos, apresentam dois destinos potenciais. Cerca de 40 a 60% dessas
particulas se ligam a receptores LDL ou pelo LRP, que reconhecem ligantes (APOB-100 e
APOE) nos remanescentes sendo entdo depurada a partir do plasma, essencialmente pelo
figado. O restante da IDL é depois delipidado pela lipase lipoproteica (LPL) e pela lipase
hepatica que removem TG adicionais, apolipoproteinas C (APOC) e E (APOE) e séao
convertidos em LDL plasmaticas (HARDMAN & LIMBRID, 2003).

As particulas de LDL, que transportam o colesterol do figado até os tecidos
periféricos, sdo capazes de interagir através de ligacdes mediadas pela APOB100, com
receptores de LDL de alta afinidade, localizados na superficie celular. Ap6s a ligagdo com o
receptor, a LDL sofre endocitose e a vesicula endocitica se funde a lisossomas, ocorrendo a
degradagcao da lipoproteina, com liberacdo do colesterol livre, que pode tanto ser
armazenado na forma de goticulas lipidicas citoplasmaticas quanto seguir na direcdo de
outras vias metabdlicas (CHOY et al., 2004). O nimero e fungao dos receptores controlam
os niveis de LDL na circulagdo, uma vez que a sintese intracelular de colesterol e dos
receptores de LDL varia na razdo inversa da captacao do colesterol plasmatico (SOUFI et
al., 2002).

A terceira parte do metabolismo das lipoproteinas envolve as particulas de HDL,
sintetizadas no figado e intestino que s&o responsaveis pelo transporte reverso do
colesterol. Neste processo, o HDL interage com o ABCA-1, ocorrendo entdo a transferéncia
do colesterol dos tecidos periféricos para o figado para ser removido, ou para orgaos
esteroidogénicos, onde sera utilizado na sintese de alguns horménios (SOUFI et al., 2002;
CHOY et al., 2004; MARTINEZ, 2004).

2.4 — MARCADORES GENETICOS NAS DISLIPIDEMIAS

Os grandes avangos no conhecimento do metabolismo lipidico e da biologia
molecular tém permitido uma compreenséo cada vez maior das influéncias genéticas nas
interagbes entre lipoproteinas e receptores, na expressao de enzimas, de componentes
estruturais dessas particulas, bem como das complexas interacbes genéticas e gene-
ambiente. Além disso, a biologia molecular incorporou novos procedimentos, tornando-se
mais acessivel a pratica clinica, ndo apenas no diagnéstico e prevencao de doencas, mas
também, no futuro, como uma forma de terapia (SBC, 2001).

Sabe-se que o perfil lipidico sofre influéncia de fatores genéticos, mas também de
fatores relativos a idade, sexo, habitos de vida, uso de medicamentos € a presenca de
determinadas doencas. Dentre os fatores genéticos, destacam-se as mutacbes e 0s
polimorfismos que envolvem alteragdes em um Unico ou multiplos nucleotideos, os quais

podem levar a modificagdes na estrutura e fungdo de proteinas envolvidas na sintese,
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homeostase e no metabolismo dos lipides, como apoproteinas, receptores e enzimas
(FORTI et al.,, 2003). Diversos polimorfismos de genes de apolipoproteinas tém sido
estudados nos ultimos anos, devido a influéncia que os mesmos exercem no perfil lipidico
de humanos e camundongos. Alteracdes nos niveis e/ou estruturas de apolipoproteinas
precedem niveis de lipides anormais e susceptibilidade a aterosclerose (PENNACHIO et al.,
2001; VAN DER VLIET et al., 2001; GREENOW et al., 2005).

2.4.1 — Gene da apolipoproteina E e polimorfismo APOE Hha |

O gene da apolipoproteina E (APOE) localiza-se no cromossomo 19 e codifica uma
proteina polimérfica de 34 k-Da com 299 aminoacidos (SOUFI et al., 2002; FORTI et al.,
2003; GIASSAKIS et al., 2007; SAIDI et al.,, 2007). A APOE desempenha um importante
papel no metabolismo das lipoproteinas ricas em ftriglicérides (remanescentes de
quilomicrons e de VLDL) apresentando varias fungées importantes relacionadas a ligacao e
captacao de lipoproteinas plasmaticas, a redistribuicao dos lipides de maneira localizada
nas células. Além disso, a APOE parece atuar sobre a absorcdo e excrecdo biliar do
colesterol (MEIR & LEITERSDORF, 2004), absorcdo entérica do colesterol e também
influencia a atividade da lipase lipoprotéica (MENDES-LANA et al., 2007). Cerca de metade
da APOE no plasma de individuos em jejum esta associado as lipoproteinas ricas em
triglicérides e a outra metade é componente da HDL (MOOIJAART et al., 2006; STENGARD
et al., 2006). A APOE controla o catabolismo das lipoproteinas mediando sua ligagcdo aos
proteoglicanos do sulfato de heparan na superficie da célula (especialmente no figado) e ao
receptor LDL hepatico ou com a LRP (MOZAS et al., 2003; MENDES-LANA et al., 2007).

Cerca de 60 a 80% da APOE no plasma ¢ sintetizada pelo figado, sendo o cérebro o
segundo local com maior abundancia de sintese de mRNA de APOE, e que ocorre
essencialmente nos astrocitos. A APOE também é sintetizada pelos macréfagos, onde
parece desempenhar um papel na modulacdo do acumulo de colesterol nas artérias
(MINIHANE et al, 2007; GRANER et al, 2008). Em camundongos transgénicos, a
superexpressdo de APOE por macréfagos inibe a aterogénese induzida por
hipercolesterolemia (MEIR & LEITERSDORF, 2004). O restante da sintese da APOE ocorre
no baco, rim, pulmao (GREENOW et al., 2005), pele, células do musculo liso (HOREJSI &
CESKA, 2000), além dos orgdos esteroidogénicos, tais como as glandulas adrenais,
testiculos e ovarios (FOLEY, 2005).

Existem trés alelos do gene da APOE que ocorrem mais comumente, designados €2,
€3 e €4 que codificam as trés principais isoformas de APOE: E2, E3 e E4, respectivamente
(ANDRADE et al., 2000; SOUFI et al, 2002; FOLEY, 2005; SEPETIBA et al., 2007).
Consequientemente, ha trés fenétipos APOE homozigotos (E2/E2, ES/E3 e E4/E4) e trés
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fenétipos heterozigotos (E2/E3, E2/E4 e EB3/E4) (MEDINA-URRUTIA et al, 2004;
GREENOW et al., 2005; GRONROOS et al., 2007; TOPIC et al., 2008).

Varios estudos demonstraram a heterogeneidade dos alelos APOE entre as
populacoes. A freqiiéncia dos alelos na populacdo de adolescentes da cidade do México foi
de 89,5%, 7,5% e 3,0% para os alelos €3, €4 e €2, respectivamente (MEDINA-URRUTIA et
al., 2004). A alta frequéncia do alelo €3 (84,5%) e auséncia do alelo €2 em individuos de
varias cidades da Arabia Saudita foram similares aquelas encontradas em americanos
nativos, Maias da Peninsula de Yucatan no México (AI-KHEDHAIRY, 2004; MEDINA-
URRUTIA et al., 2004). Estudo realizado em quatro cidades da Espanha demonstraram uma
variagao da freqiiéncia dos alelos €2 (5,5 — 7,3%), €3 (80,5 — 86,2%) e €4 (8,3 — 13,2%)
(GARCES et al., 2004). A freqliéncia diferente dos alelos mostra que variagdes geogréficas
podem desempenhar um importante papel no entendimento da influéncia da APOE nos
niveis lipidicos.

Devido a substituicdo de uma Unica base nitrogenada (timina por citosina) em duas
posicdes relevantes da regidao que codifica a APOE (SOUZA et al., 2005), ocorre as
substituicdes Unicas de amino&cidos resultando em polimorfismos genéticos no gene APOE.
A APOEZ2, com uma cisteina no residuo 158, difere da APOES3, que tem a arginina no local.
A APOES3, com uma cisteina no residuo 112, difere da APOE4, que tem arginina no local, ou
seja, as trés isoformas tém a seguinte composicéo: E2: Cys 112, Cys 158; E3: Cys 112, Arg
158 e E4: Arg 112, Arg 158 (FOLEY, 2005; GREENOW et al., 2005; HEEREN et al., 2006)
(Figura 1). Essas Unicas diferengas nos aminodcidos das trés isoformas APOE conferem
diferentes afinidades de ligacdo aos receptores especificos. Tanto a APOE3 quanto a
APOE4 podem se ligar com alta afinidade ao receptor LDL, enquanto a APOE2 liga-se muito
menos efetivamente (ZHANG et al., 2007). A APOE2 tem menos de 99% de capacidade de
ligacao ao receptor quando comparada a isoforma comum APOES3 (MALAVAZI et al., 2004),
em conseqiéncia, o gendtipo €2¢2 esta associado a hiperlipoproteinemia tipo 11l (GRENOW
et al., 2005; ARAI et al., 2007) também denominada de disbetalipoproteinemia (WOUTERS
et al., 2005), a qual é caracterizada pelo acumulo dos remanescentes das particulas de
quilomicrons e de VLDL (MURDOCH et al., 2007). O perfil lipidico caracteristico € uma
elevacdo de TG e do colesterol total (SOUFI et al., 2002; VRABLIK et al., 2003; GREENOW
et al., 2005). HOPKINS et al. (2005) demonstraram um risco prematuro aumentado de DAC
familiar em pacientes com hiperlipidemia tipo Ill, com niveis plasmaticos elevados de TG.
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Figura 1 — Esquema das isoformas da APOE

O acumulo dos remanescentes ricos em colesterol acaba levando a sua fagocitose
pelos macrofagos com a formacdo de células espumosas que se depositam na pele,
tenddes e parede intima das artérias, levando a aterosclerose e conseqgliente manifestacoes
clinicas da doenca (SOUFI et al., 2002; MARTINEZ, 2004). As isoformas APOE2 e a APOE3
ligam-se preferencialmente aos fosfolipides da HDL, enquanto a APOE4 liga-se
preferencialmente a TG do VLDL (GREENOW et al., 2005).

A substituicdo de uma cisteina pela arginina no residuo 112 da isoforma APOE4,
induz uma mudanga conformacional na sua estrutura, conferindo a isoforma uma alta
afinidade de ligacdo aos receptores de LDL, maior até que aquela observada com a
isoforma E3 (SOUZA et al., 2007; ZHANG et al., 2007). Como as particulas de VLDL, IDL e
quilomicrons sdo removidos muito rapidamente do plasma, ha um mecanismo de feedback
que ativa uma resposta hepatica de diminuicdo de expressdo de receptores de LDL-
colesterol, o que resulta no aumento dos niveis plasmaticos de LDLc (GREENOW et al.,
2005; TOPIC et al., 2008) e configura um quadro de hiperlipoproteinemia do tipo Il. Assim,
os individuos com gendtipos e4e4 e €3e4 apresentam niveis mais altos de LDLc, colesterol
total, triglicérides e baixos niveis de HDLc em relacdo a individuos homozigotos €3e3, sendo
particularmente susceptiveis ao desenvolvimento precoce de DAC (MARTINEZ, 2003;
HEEREN et al., 2006; SOUZA et al., 2007).

Além das doencas cardiovasculares, o polimorfismo da APOE tem sido investigado
como fator de risco em outras condicées patoldgicas, incluindo doenca de Alzheimer, (AZAD
et al.,, 2007; ALTAMURA et al., 2007), doenca de Parkinson, diabetes mellitus, nefropatia
diabética, doenca renal, esquizofrenia e cancer (GREENOW et al., 2005; KWON et al.,
2007; LEIVA et al., 2007). Pacientes com doenca de Alzheimer apresentam acentuada
concentracdo de APOE e o alelo €4 tem sido particularmente associado a doenga, uma vez
que estes pacientes apresentam freqiiéncias duas a quatro vezes maiores de €4 quando
comparadas a populacdo geral (AI-KHEDHAIRY, 2004; CACAO et al., 2007).
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Varias linhas de evidéncias tém relacionado a APOE com um potente papel
antiaterogénico. Assim, o bloqueio da expressdao de APOE em camundongos foi associado
com um perfil de lipoproteina pro aterogénico e doencga aterosclerética difusa (DAVIGNON,
2005). O papel central da APOE na regulagdo de todo o metabolismo de lipidico é
claramente a maior contribuicdo para a fungdo antiaterogénica (MOZAS et al., 2003).
Primeiramente, a captacdo e degradacgao de lipoproteinas sdo mediadas pela APOE através
de sua capacidade de se ligar, com alta afinidade, ao receptor de LDL nas células do
parénquima do figado. Em segundo lugar, a APOE também se liga a outro receptor
hepatico, LRP, que tem sido relacionado a depuragao de quilomicrons remanescentes. Além
disso, a APOE estimula o transporte reverso do colesterol, em que o excesso de colesterol
nos tecidos periféricos é transportado para o figado, via um processo envolvendo o HDL,
para a excrecao pela bile. Finalmente, a APOE ativa enzimas envolvidas no metabolismo
das lipoproteinas como a lipase hepatica e outras (GREENOW et al., 2005).

2.4.2 — Gene da apolipoproteina A5 e polimorfismo APOA5 -1131T>C

No ano de 2001, dois grupos independentes, PENNACHIO et al. e VAN DER VLIET
et al. identificaram um novo membro da familia das apolipoproteinas, o gene da
apolipoproteina A5 (APOAS5) identificado como o quarto membro do conjunto génico das
apolipoproteinas APOA1/APOC3/APOA4. O gene APOAS5 esta localizado a 27 pbs abaixo
do conjunto génico, no braco longo do cromossomo 11923 que codifica uma proteina
polimérfica de 366 aminoacidos (PENACCHIO et al.,, 2002; YAMADA et al., 2007a). Como
este conjunto génico € uma regidao bem conhecida por sua influéncia sobre os niveis
plasmaticos de lipides, lipoproteinas e susceptibilidade a DCV, desde entao, varios estudos
tém sido desenvolvidos para verificar a associacao entre perfil lipidico e polimorfismo nesta
regiao do gene APOA5 (PENACCHIO et al., 2001; LI et al., 2004; SOUSA et al., 2008b).

Uma alteragéo significativa nos niveis de TG em camundongos transgénicos com
superexpressao e nocaute (knock-out) de APOA5S estimulou o desenvolvimento de estudos
para avaliar a associagado entre polimorfismo no gene APOAS5 e os niveis plasmaticos de
lipides em humanos. Varios polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) através e ao
redor do locus APOA5 humano foram identificados como marcadores genéticos para
estudos de associagdes génicas. Quatro marcadores com, relativamente, alta freqiiéncia do
alelo menor (>8%) foram encontrados. Trés dos SNPs estdo separados por trés pares de
bases (pbs) no gene APOA5 (SNP1, SNP2 e SNP3), sendo o quarto SNP (SNP4) localizado
aproximadamente a 11 pbs abaixo do gene. Além disso, foram observadas associagdes
significativas entre os niveis plasmaticos de TG, massa de VLDL e os trés polimorfismos
vizinhos no gene APOA5 (SNPs 1, 2 e 3), mas nao com o SNP4 localizado distante do gene.
Especificamente, individuos portadores do alelo menor de cada um desses SNPs (SNPs 1,
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2 e 3) apresentaram niveis de triglicérides plasmaticos de 20 a 30% mais elevados
comparados com individuos homozigotos para o alelo maior. Andlises das freqliiéncias
alélicas dos quatro SNPs revelaram que os trés SNPs no gene APOA5 estao em
desequilibrio de ligacdo, pressupondo-se assim, a existéncia de um haplétipo comum na
regiao do gene APOA5 que influenciaria os niveis plasmaticos de TG (PENNACHIO et al,,
2001).

Em 2002, PENNACHIO et al. identificaram, em 419 individuos caucasianos, cinco
polimorfismos para definir trés haplétipos denominados APOA5*1, APOA5*2 e APOA5*3,
representando 82%, 8% e 8%, respectivamente, do cromossomo do gene APOA5
examinado (Quadro 1). Esses haplétipos compreendem aproximadamente 98% dos
haplétipos APOAS na populacdo. O haplotipo selvagem é APOA5*1, definido pela presenca
de alelos comuns nos cinco sitios polimérficos; APOA52 ¢ diferenciado do haplétipo comum
(APOA5*1) por quatro substituicdes de nucleotideo (-1131T>C, c¢.-8A>G, IVS3 + 476G>A e
€.1259T>C), sendo associado com niveis elevados de TG. APOA5*3 é diferenciado do
haplétipo comum pela substituicdo de C por G no nucleotideo ¢.56 (codon 19 na seqiiéncia
de aminoacidos). Atualmente, o haplétipo menor da APOA5 (APOA5*2) é definido por trés
polimorfismos c¢. 1259T>C, IVS3 + 476G>A e -1131T>C, anteriormente designados SNP1,
SNP2 e SNP3, respectivamente (Quadro 1). O haplétipo APOA5*3 é difinido pelo
polimorfismo SW19 que apresenta um alelo raro (56C>G) que resulta na substituicdo de
serina por triptofano no residuo 19 (Quadro 1) (PENACCHIO et al., 2002; PENNACCHIO &
RUBIN, 20083).

Quadro 1 — Haplétipos comuns do gene APOAS e suas frequéncias relativas em 419
individuos caucasianos

Hapl6tipo Freqiéncia  -1131T>C c.-3A>G c.56C>G  IVS3+476G>A ¢.1259T>C

(SNP3) (S19W) (SNP2) (SNP1)
APOA5*1 81,6% T A C G T
APOA5*2 8,0% C G C A C
APOA5*3 8,0% T A G G T

O alelo menor que define o haplétipo esta em negrito. Adaptado de PENNACHIO et al., 2002.

A APOAS5 é encontrada nas particulas de VLDL, HDL e quilomicrons, mas nao nas
lipoproteinas LDL (RIBALTA et al, 2002; VAN DER VLIET et al., 2002). Seu gene é
preferencialmente expresso no figado, mas a fungao biolégica da APOA5 ainda nédo esta
totalmente definida (HORINEK et al., 2003). Entretanto, alguns estudos demonstraram a



39

superregulacdo do gene APOAS5 durante a regeneracao hepatica apés hepatectomia parcial
de ratos, sugerindo uma participacao da APOA5 no controle da secrecao de TG (VAN DER
VLIET et al., 2001). Outros estudos sugeriram que o gene APOAS5 poderia modular a sintese
hepatica intracelular e/ou a secrecdo de VLDL (LI et al., 2004; TALMUD et al., 2004) e que
os niveis de APOAS5 se relacionam inversamente com os niveis de TG em humanos (JANG
et al., 2009). Foi descrito que camundongos transgénicos com superexpressao de APOA5
apresentavam niveis de TG abaixo de 1/3 do grupo controle e ndo apresentavam alteracoes
nos niveis de CT, enquanto camundongos nocaute (knock-out) para 0 mesmo gene
apresentavam, aproximadamente, quatro vezes os niveis de TG em relagdo aos controles
(PENACCHIO et al, 2001). Em 2002, VAN DER VLIET et al. utilizando um modelo de
camundongos com superexpressdo de APOA5 observaram uma pronunciada redugdo de
VLDL, TG e niveis mais baixos de CT em todas as fragdes de lipoproteinas, resultando em
40% de redugao dos niveis de CT plasmatico. Assim, os autores sugeriram que a APOA5
esteja envolvida nos processos de regulacdo dos niveis plamaticos de TG e CT. A partir
desses resultados, estudos envolvendo o haplétipo APOA5*2 (APOAS -1131T>C, SNP3) se
tornaram de particular interesse. A associagao entre o polimorfismo -1131T>C (rs662799) e
niveis elevados de TG foi descrita em diferentes populagdes, como em caucasianos
saudaveis (PENNACCHIO et al., 2001; PENNACCHIO et al., 2002; TALMUD et al., 2002;
PENNACCHIO & RUBIN, 2003), em afro-americanos e hispanicos (PENNACCHIO et al.,
2002) e em individuos portadores de dislipidemias (RIBALTA et al., 2002; HORINEK et al.,
2003). Em relacdo ao efeito deste polimorfismo sobre a fracdo HDLc, os resultados séo
controversos, sendo que, alguns autores descreveram niveis diminuidos de HDLc em
portadores do alelo raro do gene APOA5 (ENDO et al., 2002; BAUM et al., 2003), enquanto
outros, nao observaram diferencas significativas (TALMUD et al., 2002).

Além disso, varios estudos foram realizados com o objetivo de se determinar as
freqliéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo APOA5 -1131T>C em diferentes
populacées (BAUM et al., 2003). Em 2002, PENNACCHIO et al. determinaram a freqiiéncia
genotipica do polimorfismo -1131T>C em caucasianos, encontrando 86,6% e 13,4% para os
genodtipos TT e TC, respectivamente. Para o0 mesmo polimorfismo, BAUM et al. (2003)
avaliando uma populagdo de 82 chineses do sexo masculino com altos niveis de TG
descreveram as frequéncias dos genétipos TT (33%), TC (54%) e CC (13%), enquanto que,
em 85 homens chineses com baixos niveis de TG as freqliéncias gendtipicas encontradas
foram de 52%, 44% e 4%, respectivamente. O estudo prospectivo Northwick Park Heart
Study encontrou uma freqiiéncia genotipica de 88,3%, 11,1% e 0,6% para TT, TC e CC,
respectivamente, em 2556 homens saudaveis do Reino Unido (TALMUD et al., 2002). As
freqliéncias alélicas e genotipicas observadas, do polimorfismo -11317>C do gene APOAS,
séo variadas entre as diversas populagdes e entre portadores de patologias distintas.
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O polimorfismo -1131T>C presente na regido promotora do gene APOAS, tem um
forte desequilibrio de ligacdo e, conseqlientemente, exerce uma influéncia direta na sua
expressao, desempenhando um importante papel na variagao dos niveis plasmaticos de TG
(EICHENBAUM-VOLINE et al., 2004). Dessa forma, o polimorfismo APOA5 -1131T>C tem
sido alvo de grandes estudos correlacionando o perfil lipidico e eventos cardiovasculares
(ENDO et al., 2002). TALMUD et al., 2002 avaliaram homens saudaveis de meia-idade
(faixa de 50 a 61 anos de idade) no Reino Unido e observaram que os individuos
homozigotos para o alelo raro (C) apresentavam niveis de TG 40% mais elevados do que 0s
individuos homozigotos para o alelo comum (T). Resultados semelhantes foram encontrados
em estudos com criangas japonesas (ENDO et al., 2002), em homens chineses (BAUM et
al., 2003) e em individuos dislipidémicos alemaes (EVANS et al, 2003). As variantes
alélicas do gene APOA5 também vém sendo associadas ao desenvolvimento de doengas
coronarianas (LI et al., 2004; JANG et al., 2009). O estudo realizado por JANG et al., (2009)
demonstrou que o polimorfismo -1131T>C foi associado ao aumento de risco de DAC tanto
para homens quanto para mulheres coreanas, independentemente dos niveis plasmaticos
de APOA5. Da mesma forma, este polimorfismo foi associado ao aumento de
susceptibilidade de desenvolvimento de DAC na populacao chinesa (LI et al., 2004).

Finalmente, estudos de analises combinadas entre os polimorfismos APOAS5 -
1131T>C e APOE (alelos €2 e €4) demonstraram que suas associacdes induzem ao
aumento da susceptibilidade a hipertrigliceridemia grave em pacientes espanhois (SOUSA
et al., 2008b) e alemaes (EVANS et al., 2003).

2.5 - HEMOSTASIA E DISLIPIDEMIA
2.5.1 — Hemostasia

Em condicbes normais, a fluidez sanglinea é mantida pelo equilibrio entre os
constituintes procoagulantes e anticoagulantes (TRIPODI & MANNUCCI, 1996). A partir de
um desequilibrio entre 0s mecanismos procoagulante e anticoagulante, ha um
desencadeamento de reag¢des culminando com a formagéo do trombo e o estancamento da
hemorragia (LOURENCO, 1997). Neste processo ha formagao inicial de um tampéo
plaquetario e, em seguida, é formado um coagulo estavel de fibrina. A formagao deste
coagulo envolve a interacado seqliencial de uma série de proteinas plasmaticas (fatores da
coagulacao) de uma maneira altamente ordenada e complexa, bem como a interacéo destes
fatores com as plaquetas sangliineas e com substancias liberadas dos tecidos.

A classica cascata da coagulagao, proposta em 1964, por MACFARLANE, DAVIE &
RATNOFF estd documentada em numerosos artigos e compéndios. Apesar deste modelo
possuir limitacdes e ndo conseguir explicar satisfatoriamente todos os fenbmenos ligados a
hemostasia in vivo, foi aceito por quase 50 anos. Este modelo convencional referido como



41

“cascata” foi proposto para explicar a fisiologia da coagulagdo do sangue, segundo o qual a
coagulagdo ocorre por meio de ativacdo proteolitica seqiiencial de pré-enzimas por
proteases do plasma, resultando na formacgéo de trombina que, entdo, quebra a molécula de
fibrinogénio em mondmeros de fibrina. Tal proposta divide a coagulagdo em uma via
extrinseca (envolvendo elementos do sangue, e também elementos que usualmente nao
estdo presentes no espago intravascular) e uma via intrinseca (iniciada por componentes
presentes no espacgo intravascular), que convergem para uma via comum, a partir da
ativagao do fator X (FX). Na via extrinseca, o fator VIl (FVIl) plasmatico é ativado na
presenca de seu cofator, o fator tecidual (FT), formando o complexo fator VII ativado/FT
(FVIla/FT) responsavel pela ativacao do fator X. Na via intrinseca, a ativacdo do fator Xl
(FXI) ocorre quando o sangue entra em contato com uma superficie contendo cargas
elétricas negativas. Tal processo é denominado “ativagao por contato” e requer ainda a
presenca de outros componentes do plasma: pré-calicreina (uma serinoprotease) e
cininogénio de alto peso molecular (um cofator ndo enzimatico). O fator XIl ativado (FXlla)
ativa o fator XI (FXI) que, por sua vez, ativa o fator IX (FIX). O fator IX ativado (FIXa), na
presenga de fator VIl ativado (FVIlla) por tragos de trombina e, em presenca de ions calcio
(complexo tenase), ativa o fator X da coagulacdo, desencadeando a gerag¢ao de trombina e,
subseqlientemente, formacéao de fibrina (LOTSPEICH-STEININGER, 1992; HANDIN et al.,
2003; ZAGO et al., 2004).

Embora o conceito da “cascata” da coagulacao tenha representado um modelo bem
sucedido e um avango significativo no entendimento da coagulagdo, observacgdes
experimentais e clinicas mais recentes demonstram que a hip6tese da cascata nao reflete
completamente os eventos da hemostasia in vivo (HOFFMAN, 2003a). Nos ultimos anos,
deficiéncias neste esquema classico tém se tornado evidentes, surgindo a necessidade de
uma revisao do modelo classico da coagulacao, ja que 0 mesmo nao conseguia responder
varias importantes indagacdes relacionadas a clinica de pacientes portadores de certos
disturbios hemostaticos. Por exemplo, 0 modelo da “cascata” ndo explica porque a ativagao
do fator X pela via extrinseca ndo é capaz de compensar o comprometimento da via
intrinseca pela falta de fator VIl (FVIIl) (hemofilia A) ou fator IX (hemofilia B) (HOFFMAN,
2003a). Dessa forma, foi desenvolvido um modelo para a hemostasia baseado em
superficies celulares que substitui 0 modelo classico da cascata da coagulagdo. Esse
modelo enfatiza a interagdo dos fatores da coagulagdo com superficies celulares especificas
e parece ser capaz de explicar muitas questbes até entdo nao entendidas valendo-se

apenas da tradicional cascata da coagulagéo.



42

Modelo da cascata de coagulacao baseado em superficies celulares

Recentemente, foi proposto o modelo baseado em superficies celulares, no qual a
hemostasia requer substancias procoagulantes ativadas que permanegam localizadas no
sitio da lesdo para a formacao de tampao plaquetario e de fibrina neste local. Neste novo
modelo, o processo de coagulacdo sangiiinea é iniciado pela exposi¢cdo de FT na corrente
sanglinea. O FT ndo é expresso constitutivamente nas células endoteliais, mas esta
presente nas membranas das células ao redor do leito vascular, como células do musculo
liso e fibroblastos. Dessa forma, o FT é exposto na circulacdo sanglinea pela lesao
endotelial e de células vizinhas ou pela ativagdo de células endoteliais ou mondcitos
(NEMERSON, 1988). Muitas evidéncias sugerem que o FT esta também presente no
sangue em microparticulas celulares provenientes de membranas fragmentadas de varios
tipos de células, como leucécitos e células endoteliais, bem como de plaquetas. Estas
microparticulas podem desempenhar importante papel nos processos trombéticos. Sabe-se
que o complexo FVlla / FT ativa ndo somente o fator X, mas também o fator IX. Além disso,
estudos mostram que esse complexo é fundamental para iniciar a coagulagéo in vivo
(RIDDEL et al., 2007).
O entendimento atual do processo hemostatico considera a interrelagdo dos processos
fisicos, celulares e bioquimicos que atuam em uma série de estagios ou fases, € ndo em
duas vias (intrinseca e extrinseca) como antes. As fases de iniciacdo, amplificacao,
propagacao e finalizagéo ilustram o intrigante processo que garante a circulacao do sangue
na forma liquida, restrita ao leito vascular. Estas quatro fases, resumidas no Quadro 2,
compreendem a atual teoria da coagulacdo baseada em superficies celulares.

Quadro 2 — Resumo da atual teoria da coagulacéo baseada em superficies celulares

Fases da Coagulacao

Iniciacao Amplificacao Propagacao Finalizacao
Endotélio vascular e Trombina ativa Producado de grande Processo da
células sangliineas plaquetas, cofatores quantidade de coagulacéao é
circulantes sao V e VIII, e fator XI trombina, formacdo limitado para evitar
perturbados; na superficie das de um tampéao oclusao trombotica
Interagdo do FVlla  plaquetas estavel no sitioda  ao redor das areas
derivado do plasma lesdo e interrupgao  integras dos vasos

comoFT da perda sanglinea
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Fase de iniciacao

A fase de iniciacdo do processo da coagulagcdo ocorre quando células que
expressam o FT em sua superficie sdo expostas aos componentes do sangue no sitio da
lesdo (HANDIN et al., 2003; VINE, 2009). O FT, uma vez ligado ao FVII presente no sangue,
rapidamente o ativa em FVlla formando o complexo FVIla/FT, responsavel pela ativagcao de
pequenas quantidades de FIX e FX (PEREZ-GOMEZ & BOVER, 2007; MONROE &
HOFFMAN, 2009). O FXa associado com o seu cofator, fator V ativado (FVa), forma um
complexo denominado protrombinase na superficie da célula que expressa o FT. O fator V
(FV) pode ser ativado pelo FXa ou por proteases ndo coagulantes, resultando em FVa
necessario para o complexo protrombinase. Esse complexo transforma pequenas
quantidades de protrombina (fator II) em trombina, que séo insuficientes para completar o
processo de formagédo do coagulo de fibrina, mas sdo de fundamental importancia para a
fase de amplificagdo da coagulagdo (Figura 2) (HOFFMAN, 2003a; PEREZ-GOMEZ &
BOVER, 2007; VINE, 2009).

Acredita-se que as reagOes responsaveis pela iniciacao da coagulagdo ocorram
constantemente fora do espago vascular em individuos saudaveis. Atualmente, esta
comprovado que fatores da coagulagéo, incluindo FVII, FX e protrombina sdo capazes de
percorrer espagos entre os tecidos, ou seja, podem deixar 0 espaco vascular. Estes fatores
foram detectados na linfa e a quantidade desses fora dos vasos depende especialmente do
tamanho da molécula (HOFFMAN, 2003a). Com base nestas observacdes foi proposto que
a via de iniciagdo permanece continuamente ativa, gerando pequenas quantidades de
fatores ativados no estado basal. Assim, pequenas quantidades de trombina sdo produzidas
continuamente fora do espaco vascular, independente de lesdo vascular (MONROE &
HOFFMAN, 2009). Portanto, admite-se que pequena atividade da via do FT ocorre todo o
tempo no espago extravascular. O processo da coagulacdo segue para a fase de
amplificacdo somente quando ha dano vascular, permitindo que plaquetas e FVIII (ligado ao
fator de von Willebrand) entrem em contato com o tecido extravascular onde se aderem as
células que expressam FT (HOFFMAN, 2003b; RIDDEL et al., 2007). O atual modelo da

coagulacao do sangue baseado em superficies celulares pode ser visto na Figura 2.
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Modelo da coagulacao baseado em superficies celulares
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Figura 2: Representagdo do modelo da coagulacéo baseado em superficies celulares compreendendo as fases de
iniciagao, amplificagdo e propagagéo. Fator tecidual (FT), ativado (a).
Adaptado de VINE, 2009.
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Fase de amplificacao

Devido ao grande tamanho das plaquetas e do FVIIl ligado ao fator de von
Willebrand (FYW), esses somente passam para o compartimento extravascular quando ha
lesdo vascular. Quando um vaso é lesado, plaquetas escapam de dentro dos vasos, se
ligam ao colageno e a outros componentes da matrix extracelular no sitio da leséo, onde sao
parcialmente ativadas, resultando em um tampao plaquetario responsavel pela hemostasia
primaria (ZAGO et al, 2004; BOUCHER & TRAUB, 2009). Neste ponto, pequenas
quantidades de trombina produzidas pelas células que expressam o FT podem interagir com
as plaguetas e o complexo FVIII/FVW. Dessa forma, inicia-se o processo hemostatico
culminando na formacao de fibrina estavel que consolida o tampao plaquetario inicial. Este
processo resulta na hemostasia secundaria (HANDIN et al., 2003; BOUCHER & TRAUB,
2009; MONROE & HOFFMAN, 2009).

Esta pequena quantidade de trombina gerada pelas células que expressam o FT
possui varias fungdes importantes, sendo a principal a ativagdo maxima de plaquetas, que
expdem receptores e sitios de ligagcao para os fatores da coagulagdo ativados. Como
resultado dessa ativagdo, as plaquetas alteram a permeabilidade de suas membranas,
permitindo a entrada de ions calcio e saida de substancias quimiotaticas que atraem os
fatores da coagulagdo para sua superficie, além de liberarem FV parcialmente ativados
(HANDIN et al., 2003; PEREZ-GOMEZ & BOVER, 2007). Outra funcéo da trombina formada
durante a fase de iniciacao € a ativacao de cofatores FV e FVIII na superficie das plaquetas
ativadas. O complexo FVIII/FYW é dissociado, permitindo o FYW mediar a adesdo e
agregacao plaquetarias no sitio da lesdo. Além disso, pequenas quantidades de trombina
ativam o FXI a fator Xl ativado (FXla) na superficie da plaqueta durante essa fase.
Simultaneamente, por mecanismos quimiotaticos, os fatores mencionados séo atraidos a
superficie das plaguetas onde se inicia rapidamente a fase de propagacao (Figura 2)
(HOFFMAN, 2003b; PEREZ-GOMEZ & BOVER, 2007; MONROE & HOFFMAN, 2009; VINE,
2009).

Fase de propagacao

A fase de propagacao é caracterizada pelo recrutamento de um grande numero de
plaquetas para o sitio da lesdo e pela produgao dos complexos tenase e protrombinase na
supeficie das plaquetas ativadas (VINE, 2009). Primeiramente, o FIXa ativado durante a
fase de iniciacdo, pode agora se ligar ao FVllla na superficie das plaguetas formando o
complexo tenase. Uma quantidade adicional de FIXa pode também ser produzida pelo FXla
ligado as plaquetas. Como o FXa nado pode se mover efetivamente das células que
expressam FT para a plaqueta ativada, maior quantidade de FXa deve ser produzida
diretamente na superficie da plaqueta pelo complexo FIXa/FVilla (HOFFMAN, 2003b).
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Finalmente, o FXa rapidamente se associa ao FVa ligado a plagueta durante a fase de
amplificacdo, resultando na formagdo do complexo protrombinase, o qual converte grande
quantidade de protrombina em trombina. Esta é responsavel pela clivagem do fibrinogénio
em mondmeros de fibrina, que polimerizam para consolidar o tampéo plaquetario inicial
(Figura 2) (RIDDEL et al., 2007). A trombina produzida na fase de iniciagdo, também, ativa
o fator XIII (FXIII), responsavel pela estabilizagdo do coagulo de fibrina, e o inibidor da
fibrindlise ativado pela trombina (TAFI), qgue modula a fibrindlise (GREEN, 2006).

Durante o processo de formacado de fibrina sdo gerados peptideos no plasma, os
quais constituem marcadores de hipercoagulabilidade. Estes sdo constituidos por:
fragmento 1+2 da protrombina (F1+2), resultante da acao do complexo protrombinase sobre
a protrombina; complexo trombina-antitrombina (TAT), resultante da agdo neutralizadora da
antitrombina sobre a trombina e o fibrinopeptideo A (FPA) resultante da acao da trombina
sobre o fibrinogénio (CARR, 2001). Esses marcadores sao estaveis no plasma e podem ser
quantificados imunologicamente. O F1+2 € um importante marcador de geracao de trombina
e o FPA é um importante indicador de atividade da trombina. Sdo usados como marcadores
moleculares da ativagdo in vivo, especialmente na caracterizacdo de estados pré-
tromboticos (TRIPODI & MANNUCCI, 1996).

Fase de finalizacao

Uma vez formado o coagulo de fibrina sobre a area lesada, o processo de
coagulacdo deve se limitar ao sitio da lesdo para se evitar a oclusao trombética do vaso
(HOFFMAN, 2003b). Para controlar a disseminacdo da ativacdo da coagulagéo, intervém
quatro anticoagulantes naturais, o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), a proteina C (PC),
a proteina S (PS), e a antitrombina (AT).

O TFPI é uma proteina secretada pelo endotélio, que forma um complexo
quaternario FT/FVlla/FXa/TFPI inativando os fatores ativados e, portanto, limitando a
coagulacdo (MALY et al., 2007). As proteinas C e S sdo dois outros anticoagulantes
naturais, vitamina K dependentes, com capacidade de inativar os cofatores procoagulantes
FVa e FVllla (SHEARER, 1995; VALEN et al., 1996). A PC quando ligada ao receptor
endotelial de proteina C (EPCR) é ativada pela trombina ligada a proteina transmembranica
trombomodulina (TM) na superficie das células endoteliais intactas (OHLIN et al., 1996). A
PC ativada (PCa) se dissocia do EPCR tendo sua atividade aumentada pela interagao com
outro cofator inibidor, a PS (NESHEIM, 2003). No plasma humano, aproximadamente 30%
da PS circula como proteina livre, consistindo na fracdo que funciona como cofator da PC
ativada (DAHLBACK, 1991; GEMMATI et al., 1997). Um outro anticoagulante natural é a AT
a qual inibe a atividade da trombina e outras serino proteases, tais como FIXa, FXa, FXla e
FXlla (ELIAS et al, 1993) As células endoteliais produzem uma variedade de
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glicosaminoglicanos, que funcionam como sitios de ligacdo, de alta afinidade, para a AT,
que sao cruciais para uma rapida inativagao da trombina (FRANCO, 2001a; VINE, 2009).

Ativacao do sistema fibrinolitico

Com a formacao do coagulo de fibrina, este deve ser removido para que o fluxo
sangliineo seja restabelecido, o que depende da dissolugcdo do coagulo pelo sistema
fibrinolitico do qual faz parte o plasminogénio.

Para ocorrer a ativagdo do sistema fibrinolitico, as células endoteliais dos vasos
sanguineos, liberam dois ativadores especificos: o ativador de plasminogénio tipo tecidual (t-
PA) e o ativador de plasminogénio tipo uroquinase (u-PA) que convertem rapidamente o
plasminogénio em plasmina (FRANCO, 2001a). Esta cliva sequencialmente uma série de
ligacées das moléculas de fibrina, liberando produtos de degradagéo da fibrina (PDF) e
peptideos que promovem a lise do coagulo (SCAZZIOTA & ALTMAN, 1995). O principal
PDF é o dimero-D (D-Di), considerado um marcador de hipercoagulabilidade, cujos niveis
geralmente aumentam junto com o aparecimento dos complexos TAT e do F1+2, embora
em pacientes distintos as elevagbes dos niveis desses marcadores possam variar
consideravelmente (SPRONK et al., 2004).

A inibicdo do sistema fibrinolitico pode ocorrer em dois niveis: da ativagdo do
plasminogénio, principalmente pelo inibidor do ativador tecidual do plasminogénio (PAI-1),
que pode ligar-se a qualquer ativador de plasminogénio livre e pelo inibidor da fibrindlise
ativado pela trombina (TAFI); ao nivel da plasmina, a alfa-2-antiplasmina (a2PI) se liga a
qualquer plasmina livre neutralizando rapidamente sua atividade proteolitica (RIJKEN &
LIJNEN et al., 2009). Na hemostasia normal, a fibrindlise é ativada logo apés a formacao do
trombo e auxilia na desobstrugdo do vaso e na restauragdo do fluxo sangliineo normal
(HANDIN & LOSCALZO, 1996).

2.5.2 - Dislipidemia e alterac6es hemostaticas

O papel da hiperlipidemia € bem conhecido na génese da doencga aterosclerética,
assim como a participagdo dos mecanismos da hemostasia na formagdo da placa de
ateroma (EITZMAN et al, 2000). A hiperlipidemia aumenta a formagdo da placa
aterosclerética e induz a formacdo de trombos que vao ocluir as artérias. Uma vez
estabelecida a lesao aterosclerética, plaquetas e fatores da coagulacido atuam para produzir
o trombo, que obstrui a artéria e interrompe o fluxo sanglineo, causando morte tecidual
(MARTINEZ, 2003).

Varios estudos epidemioldgicos permitiram correlacionar o efeito da hiperlipidemia na
hemostasia implicado no processo de formacdo da placa de ateroma. Estes incluem



48

geracao de atividade procoagulante na célula endotelial, hipercoagulabilidade e inibicdo da
fibrindlise.

Normalmente o endotélio constitui uma superficie ndo trombogénica, mas sob
estimulo adequado este pode exibir propriedades procoagulantes. Estudos em cultura de
células sugerem que a hiperlipidemia pode alterar as funcoes da célula endotelial, ativando-
a e fazendo-a recrutar mondcitos e produzir trombina. Os mondcitos recrutados secretam
interleucina 1, que promove a expressao do fator tecidual, levando a ativagdo da via
extrinseca da coagulacao e producao de trombina (LOWE et al., 2004; MARTINEZ 2003).

A fase inicial da aterogénese esta também relacionada a ativacio das plaquetas. A
descontinuidade do endotélio e/ou a modificacdo das caracteristicas normais das células
endoteliais provoca adesdo das plaquetas as estruturas sub-endoteliais e uma
hiperagregabilidade causada pela hiperlipidemia (GEORGIEVA et al., 2004), além de um
aumento na exposicao de receptores para o fibrinogénio (MARTINEZ, 2003).

A presenga de fibrina no ateroma decorre dos efeitos graduais da ativagdo da
coagulacdo, das plaquetas e da reducdo da fibrindlise durante a formagdo da placa
aterosclerética nas hiperlipidemias.

A atividade fibrinolitica prejudicada tem sido associada com tromboembolismo
venoso e complicagdes trombéticas agudas da aterosclerose (SANTAMARIA et al., 2003).
Disturbios metabolicos como diabetes mellitus e dislipidemias sao fatores de risco muito
importantes nas doencas tromboembodlicas arteriais e estdo relacionados aos disturbios
fibrinoliticos. A disfuncdo endotelial é considerada o principal mecanismo envolvido na
redugdo da atividade fibrinolitica devido ao aumento do PAI-1. Entre as dislipidemias, a
hipertrigliceridemia tem sido associada ao aumento dos niveis de PAI-1 e comprometimento
da fibrindlise, entretanto, uma correlacdo direta entre hipercolesterolemia e reducéo da
fibrindlise ainda néao é clara. A ativacao da cascata da coagulagdo e o aumento da geragao
de trombina dependentes de plaquetas sdo dados comuns neste grupo de pacientes
(PUCCETTI et al., 2002).

2.5.3 - Inibidor da fibrindlise ativado pela trombina — TAFI

Recentemente, um novo componente do sistema fibrinolitico foi identificado e
designado TAFI (thrombin — activable fibrinolysis inhibitor), inibidor da fibrindlise ativado pela
trombina, também denominado carboxipeptidase B plasmatica, pré-carboxipeptidase U ou
pro-carboxipeptidase R (BAJZAR, 2000; WILLEMSE & HENDRIKS., 2006). O TAFI é uma
proenzima plasmatica que ocupa papel importante na hemostasia funcionando como um
potente inibidor da fibrindlise (FRANCO et al., 2001b; NESHEIM, 2003; SANTAMARIA et al.,
2004; DUSSE et al., 2007). O TAFI é ativado pela trombina e na sua forma ativada é capaz

de inibir a fibrindlise por remover residuos de lisina da molécula de fibrina durante o
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processo de lise do coagulo, suprimindo assim as propriedades de cofator da fibrina
parcialmente degradada na ativacao do plasminogénio (FRANCO et al., 2001b; NESHEIM,
2003; DO et al., 2005). Os residuos C-terminal de lisina na fibrina constituem a chave para a
fibrindlise mediada pelo ativador tecidual do plasminogénio, pois aumentam a sua afinidade
pela fibrina. A clivagem proteolitica dos residuos C-terminal da lisina pelo TAFI resultam em
fibrindlise atenuada (DO et al., 2005). Curiosamente, a principal via de ativacdo do TAFI é
dependente da ligagdo da trombina a trombomodulina (WALKER & BAJZAR, 2004; BOFFA
& KOSCHINSKY, 2007). Desta forma, a molécula de TAFI representa um ponto de conexao
entre o sistema da coagulagao e o fibrinolitico (NESHEIM, 2003; EICHINGER et al., 2004;
ZAGO et al., 2004; DO et al., 2005; NESHEIM & BAJZAR, 2005).

Niveis aumentados de TAFI foram encontrados em mulheres com
hipercolesterolemia (SANTAMARIA et al., 2004), individuos com diabetes mellitus tipo 2
(ALACACIOGLU et al., 2004), e em pacientes com infarto agudo do miocardio (FRERE et
al., 2005). Esses niveis elevados de TAFI conferem ao individuo um risco quatro vezes
maior de doencgas arteriais coronarianas agudas, portanto, tem sido proposto como fator de
risco para trombose por inibir a fibrindlise (NESHEIM, 2003; ALACACIOGLU et al., 2004;
COLUCCI et al, 2004; SEGEV et al, 2004; DO et al., 2005). Pesquisas recentes
correlacionaram niveis elevados de TAFI com a idade, principalmente em mulheres, além de
correlacionar com o uso de contraceptivo oral (MARTINI et al., 2006).

Sugere-se que a maior incidéncia de trombose em individuos com fator XI elevado
ou com resisténcia a proteina C ativada deve-se, ao menos em parte, a um aumento da
ativacdo de TAFI causado pelo aumento da geracdo de trombina (COLUCCI et al., 2004).
EICHINGER et al., (2004) relataram que para a ativagdo de TAFI uma grande quantidade de
trombina é necessaria e o fator X| tem papel importante. Assim a ativacao de TAFI pode ser
considerada como consequéncia do fator Xl ativado, reforgando o conceito da conexao entre
coagulacao e fibrindlise. Pacientes com altos niveis de TAFI e de fator XI tem um risco trés
vezes maior de recorréncia de tromboembolismo venoso profundo.

Varios estudos tém proposto que TAFI ativado pode desempenhar um papel na
regulacao da inflamacao e sua funcao pode nao ser restrita a inibicdo da fibrindlise (MYLES
et al., 2003). TAFI ativado pode promover a inativagdo de cininas e anafilatoxinas através da
atividade carboxipeptidase especifica, clivando os residuos C-terminal da arginina ou lisina
de numerosos peptideos biologicamente ativos em processos inflamatérios (MYLES et al.,
2003; REINER et al., 2005). Além disso, o TAFI foi correlacionado como um inibidor efetivo
de C3a e Cba, promovendo protecado contra lesdo microvascular em doencgas infecciosas
(ESMON, 2003; BAJZAR et al., 2004).
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2.5.4 - Homocisteina

A homocisteina (HCY) é um aminoé&cido sulfurado formado durante a conversao da
metionina a cisteina, considerada atualmente um fator de risco emergente para doencas
cardiovasculares (VAPAATALO & MERVAALA, 2001; CHQOY et al., 2004; GARCIA et al.,
2007, DI MINNO et al., 2010). A sintese e metabolismo da homocisteina envolvem duas vias
principais: transulfuracdo e remetilagdo, que sdo dependentes de varias enzimas e
cofatores. Quando uma ou mais vias do metabolismo da homocisteina estdo prejudicadas
por causa de defeitos enzimaticos, como as deficiéncias da cistationa P sintase ou
metilenotetrahidrofolato redutase ou deficiéncia de vitaminas B6, B12 ou &cido fdlico, a
homocisteina se acumula levando a um aumento do nivel total de homocisteina no plasma
(CHOY et al., 2004; NEVES et al., 2004; STUHLINGER & STANGER, 2005; LIMA et al.,
2007¢). Alguns estudos demonstraram que até 10% dos eventos coronarianos podem ser
atribuidos ao aumento dos niveis plasmaticos de homocisteina (GARCIA et al., 2007).

A hiperhomocisteinemia altera a funcao endotelial e induz a dano celular, proliferagéo
de musculo liso e promove a oxidagao das lipoproteinas de baixa densidade. Também
favorece a trombogénese aumentando a adesao plaquetaria, inibindo a ativagido da proteina
C e diminuindo a atividade do ativador tecidual do plasminogénio (VAPAATALO &
MERVAALA, 2001; CHOY et al., 2004; MONTANO-LOZA et al., 2004). Entretanto, ainda ndo
esta claro qual o mecanismo fisiopatol6gico da homocisteina na aterotrombose (NEVES et
al., 2004; UNDAS et al., 2006).

Estudos retrospectivos mostram correlagdo entre homocistinuria, aterosclerose,
tromboembolismo arterial e venoso e hiperhomocisteinemia em pacientes com doencas
cardiovasculares (NEVES et al., 2004). A hiperhomocisteinemia tem se mostrado um fator
de risco importante e independente para o desenvolvimento de aterosclerose (UEHARA et
al., 2005) e talvez, deméncia e doenca de Alzheimer, possivelmente por estar associado a
disfungédo endotelial em pequenos vasos sangiineos (AZAD et al., 2007). Um aumento do
nivel plasmatico de homocisteina tem sido associado a outros fatores de risco
cardiovasculares que estdo freqlentemente interrelacionados e agem sinergicamente.
Varios estudos revelam uma correlagao entre os niveis plasmaticos de homocisteina e LDLc
(CHQY et al., 2004). Portanto, a determinagdo da homocisteina plasmatica contribui para a
identificacdo de pacientes com elevado risco cardiovascular em grupos de individuos

hipertensos, diabéticos, dislipidémicos, tabagistas e obesos.
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2.5.5 — Lipoproteina (a)

Uma variante genética que tem recebido atencao nos Ultimos anos é a lipoproteina
(a) [Lp (a)]. Descoberta em 1963, o interesse sobre esta lipoproteina decorre de diversos
estudos clinicos, que estabeleceram uma correlacao significativa entre seus niveis elevados
e desenvolvimento de doencas coronariana e cerebrovascular (BACH-NGOHOU et al.,
2001; SBC, 2001; HOLANDA et al., 2004).

A Lp (a) é semelhante a LDL, mas contém uma glicoproteina adicional, denominada
apolipoproteina (a) [apo (a)], acoplada a apolipoproteina B por pontes de dissulfeto (BOFFA
et al., 2004; LIMA et al., 2006; LIPPI et al., 2007). A apo (a) é uma glicoproteina polimérfica,
tem variado ndmero de repeticoes de seqiiéncia de aminoacidos, homélogos a regido do
Kringle 4 do plasminogénio. Mais de 30 diferentes isoformas de apo (a) ja foram descritas
em humanos, variando de tamanho de 300 a 800 kDa (CAIN et al., 2005).Tal glicoproteina
pertence a familia do plasminogénio e atua como um inibidor competitivo do ativador
tecidual do plasminogénio (t-PA) inibindo a geracdo de plasmina e a fibrindlise,
caracteristicas que conferem a Lp (a) propriedades pré-aterogénicas (SBC, 2001). Além
disso, a Lp (a) é fagocitada por macrofagos, que precede a formacdo das células
espumosas seguindo caminho semelhante ao LDLc na formagéo da placa ateromatosa, mas
seu depésito subendotelial € maior por ter maior afinidade pela fibrina (HOLANDA et al.,
2004; TERRA, 2004).

Embora a triagem de individuos com risco de doenca coronariana realizada por
dosagens de lipides e avaliagOes tradicionais de fatores de risco seja vantajosa do ponto de
vista econémico, as relagdes descritas entre 0 maior risco de doenga coronariana devido a
presenca de Lp (a) e outros marcadores genéticos destacam a importancia de sua
determinagdo em grupos especiais de pacientes, como complementacido do perfil lipidico

convencional.
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3.1 - OBJETIVO GERAL
O presente trabalho teve como objetivo geral identificar a freqliéncia dos alelos dos

genes codificadores das apolipoproteinas E e A5, e correlaciona-los com os perfis lipidico e

hemostatico de individuos normolipémicos e dislipidémicos.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar o perfil genético individual em relagdo aos alelos dos genes
codificadores das apolipoproteinas E e A5.

Caracterizar o perfil lipidico, incluindo os niveis plasmaticos da lipoproteina (a) e
apolipoproteinas A-l e B.

Avaliar os niveis plasmaticos da proteina C reativa como marcador de processo
inflamatério.

Avaliar os niveis plasmaticos da homocisteina e trombomodulina como
marcadores de lesao endotelial.

Avaliar os marcadores de hipercoagulabilidade, por meio da dosagem do
fragmento 1 + 2 da protrombina e dimero D.

Avaliar o sistema fibrinolitico, através do inibidor da fibrindlise ativado pela
trombina e inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1.

Correlacionar o grau de atividade da cascata da coagulagdo e do sistema
fibrinolitico, além da asssociagdo com os polimorfismos APOE, APOAS5 e o perfil
lipidico.

Correlacionar os parédmetros avaliados entre si e com os fatores de risco

convencionais para doengas cardiovasculares.
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4-MATERIAL E METODOS
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Sob o ponto de vista ético, o projeto em questdo recebeu parecer favoravel do
Comité de Etica em Pesquisas da UFMG (COEP-UFMG) (Anexo 1), da Comissdo de Etica
do Hospital Socor (Anexo 2), como parte integrante de um projeto maior intitulado “Andlise
da freqléncia de mutacdo e tipificacdo de genotipos clinicamente relacionados a
hipercolesterolemia em individuos em Minas Gerais”. O estudo, também, foi aprovado pelo
Gerente Geral da Refinaria Gabriel Passos, Sr. Jodo Ricardo Baruso Lafraia. Aos individuos
selecionados, foi feito o esclarecimento dos objetivos da pesquisa e, aqueles que estiveram
de acordo em participar, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice 1), bem como responderam a uma Ficha Clinica com perguntas de interesse
médico e da pesquisa (Apéndice 2).

4.1 - CASUISTICA
Os individuos dislipidémicos foram selecionados na seqléncia de atendimento por
médicos a partir da rotina nos consultérios e ambulatérios, até a obtencdo da amostra
determinada por calculos estatisticos. Os participantes buscaram atendimento médico por
diversas razdes, motivados pela vontade de realizar uma consulta de rotina ou em busca de
solugdo para algum sintoma recente ou mesmo para acompanhamento de distdrbios
previamente diagnosticados, além de realizagdo de consultas médicas ocupacionais. Os
individuos do grupo controle, com caracteristicas similares aos individuos dislipidémicos,
também foram selecionados pela equipe médica envolvida no projeto. A ficha clinica
(Apéndice 2), dos individuos selecionados, foi cuidadosamente preenchida pelo médico
competente, quando se obteve o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido devidamente
assinado pelo participante, apds esclarecimento dos objetivos do estudo. Apds essa etapa,
aqueles individuos que atendiam os critérios de inclusdo/exclusdo, conforme descritos
abaixo, foram agendados para a coleta de amostra de sangue, realizada em local adequado,
por um profissional farmacéutico, com habilidade técnica e experiéncia para a realizacdo do
procedimento.
Para minimizar as variagoes pré-analiticas, na determinagdo do perfil lipidico, foram
feitas algumas recomendacoes aos individuos selecionados:
e Realizar jejum prévio de 12h a 14h; sendo permitido a ingestdao de
medicamentos, quando necessario.
e Nao praticar atividade fisica vigorosa nas 24h que antecedem a coleta de
sangue.
e Evitar ingestao de alcool nas 72h que antecedem a coleta de sangue.
Um total de 216 individuos adultos foram incluidos, compreendendo individuos
dislipidémicos (n = 109) e individuos normolipémicos (controles) (n = 107) avaliados por
exames clinico e laboratoriais. Na Tabela 1 sdo apresentados os grupos de individuos
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estudados com os respectivos tamanhos das amostras e dados relacionados a idade e ao

sexo dos individuos normolipémicos e dislipidémicos.

Tabela 1 — Caracterizagdo dos grupos de individuos estudados

NORMOLIPEMICO DISLIPIDEMICO TOTAL
n 107 109 216

Sexo M/F 44/63 68/41 112/104
Idade (anos) M/F 46,7 + 6,6 48,4 +6,8
IMC (Kg/m?) 252 +47 27,5+3,8

Caracterizagao quanto ao n (tamanho), M (sexo masculino), F (sexo feminino), idade e IMC (indice de
massa corporal) sendo os valores desses parametros expressos como média e desvios padrao.

4.2 — CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO
4.2.1 - Dislipidémicos
Critérios de inclusao
1. Faixa etaria: 30 a 60 anos.
2. Individuos, de ambos os sexos, com diagndéstico clinico prévio de dislipidemia,
comprovada em exame laboratorial e ndo em uso de drogas hipolipemiantes. Os valores de
corte utilizados foram de acordo com a classificacdo laboratorial das dislipidemias da
Sociedade Brasileira de Cardiologia — 2001.
Hipercolesterolemia isolada: CT > 240 mg/dL e ou LDLc > 160 mg/dL
Hipertrigliceridemia isolada: TG > 200 mg/dL
Hiperlipidemia mista: CT > 240 mg/dL e/ou LDLc > 160 mg/dL, além de TG > 200
mg/dL.
Diminuigéo isolada do HDLc ou associada a aumento de TG ou LDLc: HDLc < 40
mg/dL.

Foram incluidos individuos que se enquadraram nos critérios acima, independente ou nao

de estarem realizando atividade fisica e/ou dieta alimentar.

Critérios de exclusao
A existéncia de dislipidemias secundarias ou de qualquer uma das situacdes listadas,

no Quadro 3, resultou na exclusao do individuo.
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Quadro 3 — Critérios de exclusao

CLINICOS MEDICAMENTOSOS
Diabetes mellitus Corticéides
Hipotireoidismo Anabolizantes
Sindrome nefrotica Isotretinoina
Insuficiéncia renal crénica Ciclosporina
Doenca hepatica Antiretrovirais
Doenga autoimune Antiinflamatérios nao esterdidais
Cancer Anticoagulante oral
Gravidez Estatinas
Intolerancia a glicose Fibratos

4.2.2 — Controles
Critérios de inclusao

1 Faixa etaria: 30 a 60 anos.

2 Individuos, de ambos os sexos, sem diagnostico clinico prévio de dislipidemia,
comprovado através de exames laboratoriais recentes. Tendo como base a
classificagcao laboratorial das dislipidemias da Sociedade Brasileira de Cardiologia —
2001, foram incluidos no estudo os individuos que apresentavam valores de CT
inferior a 200 mg/dL, LDLc inferior 130 mg/dL, TG inferior a 150 mg/dL e HDLc
superior a 40 mg/dL.

A principio buscou-se homogeneidade entre os grupos quanto as variaveis sedentarismo,
etilismo, tabagismo, IMC e a presenca de hipertensao arterial sistémica (HAS). Além disso,
os individuos selecionados para o grupo controle apresentavam a mesma situagio sécio
econdmica dos individuos dislipidémicos, embora houvesse deficiéncia na abordagem da

ficha clinica, em relacdo as questbes sécio econdmicas.

Critérios de exclusao

A existéncia de gravidez, dislipidemias e doencas como: diabetes mellitus,
hipotireoidismo, sindrome nefrética, insuficiéncia renal crbénica, doenca hepatica, doenca
autoimune, céncer, determinaram a exclusdo do individuo, além do uso de medicamentos

relacionados no Quadro 3.

4.3 — AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram coletadas amostras de 22 mL de sangue venoso dos pacientes (10 mL em
citrato de sédio, 10 mL sem anticoagulante e 2 mL em EDTA), apds jejum de 12h,
diretamente em tubos do Sistema Vacutainer® (Becton-Dickinson). As amostras de sangue
foram rapidamente centrifugadas a 2.500 rpm por 20 minutos para separagao das amostras
de plasma e de soro, as quais foram divididas em varias aliquotas que foram rapidamente
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estocadas a -80°C. As amostras colhidas em anticoagulante EDTA foram utilizadas para a

extracdo do DNA, que ficou armazenado a -20°C até a realizagdo das analises genéticas.

4.4 — DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os parametros avaliados neste estudo foram:
Triglicérides (TG)
Colesterol total (CT) e fragdes
Lipoproteina (a) [Lp (a)]
Apolipoproteinas A-l e B
indice APOB/APOA-|
Proteina C Reativa
Homocisteina total (HCY)
Trombomodulina (TM)
Fragmento 1+2 da protrombina (F1+2)

© N o g bk w0~

©

10. Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1)

11. Inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI)

12. Dimero D (D-Di)

13. Identificacdo dos alelos do gene da apolipoproteina E (APOE)
14. Identificagcao dos alelos do gene da apolipoproteina A5 (APOA5)

4.5 - METODOS
4.5.1 — Fatores de risco

A presenca das variaveis sedentarismo, tabagismo, etilismo e hipertensao arterial, foi
constatada com base nas recomendacées das Il Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e
Prevencédo de Aterosclerose (SBC, 2001). A obesidade foi avaliada pelo indice de massa
corporea (IMC) preconizado pela OMS (REZENDE et al., 2006). Os critérios seguem abaixo:

Sedentarismo: foram considerados sedentarios os individuos que nao praticavam
exercicios fisicos regularmente, com freqiiéncia minima de 40 minutos pelo menos trés
vezes por semana.

Tabagismo: foram considerados tabagistas os individuos com consumo regular de
qualquer quantidade de cigarros, por um periodo superior a seis meses até o més anterior
ao preenchimento da ficha clinica.

Etilismo: foram considerados etilistas os participantes que consumiam um volume
superir a 30 mL de alcool/dia, ou seja, uma quantidade superior a 350 mL de cerveja, 30 mL
de bebidas destiladas ou 100 mL de vinho por dia.

Hipertensos: foram considerados hipertensos os participantes que apresentaram
pressao sistolica = 140 mmHg e/ou pressao diastdlica = 90 mmHg no momento da selegao
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médica ou individuos sabidamente hipertensos que estivessem em uso regular de
medicacao anti-hipertensiva, cujos niveis pressoricos estivessem elevados ou nao no
momento da entrevista.

Obesidade: O IMC foi obtido dividindo-se o peso em quilogramas pelo quadrado da
altura em metros. Os pontos de corte adotados foram os preconizados pela OMS: IMC <
18,5 kg/m? (baixo peso); IMC de 18,5-24,9 kg/m? (normal); IMC de 25-29,9 kg/m? (sobre
peso) e IMC = 30 kg/m? (obesidade) (REZENDE et al., 2006).

4.5.2 — Parametros Bioquimicos
a) Triglicérides

A determinagdo dos niveis plasmaticos de TG foi realizada através do uso do
conjunto diagnéstico BIOCLIN® TRIGLICERIDES LIQUIDO ESTAVEL cuijo principio analitico

é o método enzimatico colorimétrico.

Valor de referéncia: Otimol < 150 mg/dL
Limitrofe 150 — 200 mg/dL
Alto 200 — 499 mg/dL
Muito alto = 500 mg/dL

b) Colesterol total

A determinacdo do CT plasmatico foi realizada através do uso do conjunto
diagnéstico BIOCLIN® COLESTEROL MONOREAGENTE cujo principio analitico € o método
enzimatico colorimétrico — COD — PAP.

Valor de referéncia: Desejavel < 200 mg/dL
Aceitavel: 200 — 239 mg/dL
Elevado > 240 mg/dL

¢) HDL-colesterol
A determinacdo do HDLc plasmatico foi realizada através do uso do conjunto
diagnéstico BIOCLIN® COLESTEROL HDL DIRETO cujo principio analitico é o método

enzimatico colorimétrico.

Valor de referéncia:
Mulheres (mg/dL):  Desejavel > 65 Médio Risco: 45-65 Alto Risco < 45
Homens (mg/dL): Desejavel > 55 Médio Risco: 35-55 Alto Risco < 35
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d) LDL-colesterol

A concentragdo do LDLc plasmatico foi estimada utilizando-se um procedimento
simplificado descrito por FRIEDEWALD et al. (1972). Neste método, os niveis de CT, TG e
HDLc sao previamente determinados e as concentragdes obtidas sdo expressas em mg/dL.
O VLDLc é estimado como o valor de TG plasmatico dividido por cinco (TG/5), € o LDLc
pode ser calculado usando-se a seguinte equacéo:

LDLc = colesterol total — [HDLc + (TG/5)]

Esta equacdo nao é apropriada para ser usada com amostras nas quais as
concentragées de TG excedam 400mg/dL, bem como em presenca de quilomicrons e,
ainda, na disbetalipoproteinemia (aumento de IDLc).

Valor de referéncia: Otimo < 100 mg/dL
Desejavel 100 — 129 mg/dL
Limitrofe 130 — 159 mg/dL
Alto 160 — 189 mg/dL
Muito alto = 190 mg/dL

e) Lipoproteina(a)
A determinagdo plasmatica da Lp(a) foi realizada através do uso do conjunto
diagnéstico BIOTECNICA® LIPOPROTEINA (a) TURBIDIMETRIA cujo principio analitico é o

método turbidimétrico com latex aprimorado.
Valor de referéncia: até 30mg/dL.

f) Apolipoproteina A-l
A determinagdo plasmatica da APOA-I foi realizada através do uso do conjunto
diagnéstico BIOTECNICA® APOLIPOPROTEINA A-1 TURBIDIMETRIA cujo principio

analitico é o imunoensaio turbidimétrico.

Valor de referéncia: 110 a 210mg/dL.
g) Apolipoproteina B

A determinagdo plasmatica da APOB foi realizada através do uso do conjunto
diagnéstico BIOTECNICA® APOLIPOPROTEINA B TURBIDIMETRIA cujo principio analitico

é o imunoensaio turbidimétrico.

Valor de referéncia: 60 a 155mg/dL
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h) indice APOB/APOA-I
O indice APOB/APOA-I foi calculado para cada individuo em particular, dividindo-se
o valor plasmatico da APOB pelo valor plasmatico da APOA-I.

i) Colesterol nao HDL
O colesterol nao HDL foi calculado para cada participante, subtraindo-se o valor do
CT plasmatico pelo valor plasmatico do HDLc.

j) Proteina C Reativa ultra sensivel
A determinacdo quantitativa da PCRus foi realizada no soro através do uso do
conjunto diagnéstico BIOTECNICA® PCR — ULTRA SENSIVEL TURBIDIMETRIA, cujo

principio analitico é o método turbidimétrico com latex aprimorado.
Valor de referéncia: até 3mg/dL

Todas as dosagens bioquimicas citadas anteriormente foram realizadas utilizando-se
o aparelho Cobas Mira Plus (Roche®) em sistema completamente automatizado, utilizando o
procedimento técnico recomendado pelo fabricante. As amostras foram acondicionadas no
aparelho e os resultados impressos diretamente apds o término da analise. Foram utilizados
soros-controle especificos para verificar o desempenho dos ensaios.

k) Homocisteina total

A determinagéo quantitativa da homocisteina foi realizada no soro, através do uso do
conjunto diagnéstico ADVIA Centaur® HCY (Homocisteina) (Bayer HealthCare LLC/ Bayer
Corp. Tarrytown, NY, EUA), seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi
realizado utilizando-se o aparelho ADVIA Centaur® em sistema automatizado.

O teste HCY ADVIA Centaur é um imunoensaio competitivo que utiliza tecnologia
quimioluminescente direta. As diferentes formas de homocisteina na amostra do paciente
sao reduzidas a HCY livre pelo reagente redutor. A homocisteina livre é entao convertida em
S-adenosil-homocisteina (SAH) pelo reagente enzimatico. A SAH convertida da amostra do
paciente compete com a SAH covalentemente ligada a particulas paramagnéticas na fase
sélida por uma quantidade limitada de anti-SAH marcado com éster de acridina no reagente
lite. Existe uma relagéo inversa entre a quantidade de HCY presente na amostra do paciente
e a quantidade de unidades relativas de luz detectadas pelo sistema.
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A calibragéo foi realizada utilizando-se o cartdo da curva mestra, fornecido pelo
fabricante. Dois niveis de material de controle de qualidade, também fornecido pelo
fabricante, foram utilizados para verificar o desempenho do ensaio.

Valor de referéncia: 3,7 a 13,9 umol/L

OBS: o fabricante recomenda que cada laboratério determine a faixa de valor de
referéncia para a HCY.

4.5.3 — Parametros Hemostaticos
a) Trombomodulina

A determinagao quantitativa da TM plasmatica foi realizada no plasma citratado,
através do conjunto diagnéstico IMUBIND® Thrombomodulin (American Diagnostica® Inc.,
Stamford, USA), cujo principio analitico € ELISA de captura, seguindo-se rigorosamente as
instrugbes do fabricante.

O teste de ELISA se baseia na especificidade da ligagcao entre antigenos e
anticorpos. Os antigenos presentes na amostra (no caso, TM) se ligam a anticorpos
monoclonais especificos (anticorpos que reconhecem os dominios EGF1 e EGF2 da TM)
fixados a superficie da placa. Apos incubagéo, os antigenos nao capturados sao retirados
por lavagens sucessivas. Em seguida, adicionam-se anticorpos monoclonais conjugados
com peroxidase, que vao se ligar a determinantes antigénicos da TM (capturados na etapa
anterior), distintos daqueles ligados aos primeiros anticorpos (dominios EGF5 e EGF6 da
TM). Os anticorpos conjugados com peroxidase (horseradish peroxidase — HRP) que nao se
ligaram a TM sao, posteriormente, retirados por lavagens sucessivas. A revelagdo dos
antigenos capturados na primeira etapa é feita pela determinagdo da reagdo da enzima
peroxidase (HRP) ligada ao segundo anticorpo, com o substrato TMB (perborato 3, 3’, 5,5 —
tetrametilbenzidina), gerando um produto de coloragdo azul. Essa reagdo é interrompida
pela adigdo de &cido sulfurico, tornando-se a cor amarela. A intensidade da cor produzida
(determinada fotometricamente) é diretamente proporcional a concentracdo de TM na

amostra plasmatica.
Valor de referéncia: ainda nao estabelecido.
OBS: o fabricante informa que homens apresentam valores entre 4,00 - 5,35 ng/mL,

mulheres jovens apresentam valor médio de 2,73 ng/mL e que mulheres acima de 60 anos
apresentam valor médio de 4,79 ng/mL.
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b) Fragmento 1 + 2 da protrombina

A determinagao quantitativa do F1+2 plasmatica foi realizada no plasma citratado,
através do conjunto diagnéstico ENZYGNOST F1+2 (monoclonal) (DADE BEHRING®
Marburg GmbH, Germany), cujo principio analitico € ELISA de captura, seguindo-se
rigorosamente as instrugdes do fabricante.

O teste de ELISA para a determinacdo do F1+2 se baseia no mesmo principio ja
descrito para a TM.

Valor de referéncia: 69 a 229 pmol/L

c¢) Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1

A determinacao do PAI-1 plasmatico foi realizada no plasma citratado, através do
uso do conjunto diagnéstico IMUBIND® Plasma PAI-1 ELISA (American Diagnostica® Inc.,
Stamford, USA), cujo principio analitico € ELISA de captura, seguindo-se rigorosamente as
instrugbes do fabricante.

O teste de ELISA para a determinacdo do PAI-1 se baseia no mesmo principio ja
descrito para a TM. Porém, a captura dos antigenos PAI-1 presentes nos plasmas testados,
¢ feita por anticorpos monoclonais (anti — PAI-1 de rato) e a revelagdo dos antigenos
capturados na primeira etapa é feita através da determinacdo da reacdo da enzima
peroxidase (ligada ao segundo anticorpo policlonal de cabra) com o substrato orto-
fenilenodiamina (OPD), na presenca de peréxido de hidrogénio, gerando um produto de
coloracao amarela. Essa reacao € interrompida pela adicao de acido sulfurico e a cor torna-

se laranja.

Valor de referéncia: 2 a 47 ng/mL

OBS: o fabricante recomenda que cada laboratério determine a faixa de valor de
referéncia para PAI-1.

d) Inibidor da fibrindlise ativado pela trombina

A determinagdo quantitativa do TAFI plasmatico foi realizada no plasma citratado
através do uso do conjunto diagndstico VISULIZE ™ TAFI ANTIGEN KIT (AFFINITY
BIOLOGICALS INCORPORATED®, Canada), cujo principio analitico é ELISA de captura,

seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.
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O teste de ELISA para a determinacdo do TAFI| se baseia no mesmo principio ja
descrito para a TM. Porém, a captura dos antigenos TAFI presentes nos plasmas testados,
¢ feita por anticorpos policlonais humanos.

Valor de referéncia: 5,8 a 10,0 ug/mL

OBS: o fabricante recomenda que cada laboratério determine a faixa de valor de
referéncia para o TAFI.

e) Dimero -D

A determinagéo do D-Di plasmatico foi realizada no plasma citratado, através do uso
do conjunto diagnéstico IMUBIND® D-Dimer ELISA (American Diagnostica® Inc., Stamford,
USA), cujo principio analitico € ELISA de captura, seguindo-se rigorosamente as instrugdes
do fabricante

O teste de ELISA para a determinagao do D-Di se baseia no mesmo principio ja
descrito para a TM.

Valor de referéncia: inferior a 400 ng/mL

A leitura de todos os testes hemostaticos realizados por ELISA e citados
anteriormente foi realizada utilizando-se o leitor de microplacas Spectra Max-340 e
VersaMax microplate reader (Molecular Devices® USA). Todas as curvas de calibragéo
foram construidas utilizando-se os calibradores, fornecidos pelos fabricantes. Amostras de
plasmas-controle especificos para cada teste, também fornecidos pelos fabricantes, foram
utilizados para verificar o desempenho dos ensaios. As concentracdes dos parametros
analisados foram obtidas interpolando-se as leituras das amostras em uma curva padrao.

4.5.4 — Analises moleculares

As amostras de DNA foram obtidas a partir de 300uL de sangue total colhido em
EDTA, submetido ao processo de precipitacdo com acetato de aménio (segundo o protocolo
e os reagentes do “Wizard Genomic DNA Purification Kit” — Promega®). Nas reacdes de
PCR (Polimerase Chain Reaction), foram utilizados desoxirribonucleotideos fornecidos pela
GIBCO BRL®, tamp&o (15 mM de MgCl2, 500 mM de KCI, 100 mM de Tris HCI pH 8,4 e 1%
de Triton-100) e Taq polimerase fornecidos pela Phoneutria®. As reacdes de PCR foram
realizadas no termociclador PT100® PCR Thermocycler (MJ Reserch, Waltham, USA).
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a) Identificacao dos alelos do gene da apolipoproteina E

A analise do gene APOE foi realizada pela técnica de PCR seguida pela analise dos
fragmentos polimérficos, RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), utilizando-se
metodologia descrita por TSUKAMOTO et al. (1992) conforme descrito abaixo:

Apdés a extracdo de DNA total, uma regido de 270 pares de bases do gene
codificador de APOE foi amplificada, utilizando-se o oligonucleotideo senso 5
GCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGC 3 e o oligonucleotideo antisenso 5'
GGCGCTCGCGGATGGCGCTGAG 3. Apo6s a deteccao da amplificacdo do fragmento
especifico em gel de poliacrilamida a 6%, o produto de PCR foi entdo submetido a digestao
por 18 horas, utilizando-se a endonuclease de restricao Cfo I. Esta enzima reconhece 8
sitios de clivagem no alelo €2, 9 sitios no alelo €3 e 10 sitios no alelo €4, de acordo com a

Figura 3.

2 %f * - - | . ! Lﬁ Padrées de RFLP para
e * APOE: as regioes

£3 m: * I :;r *I a “#’“35 | . : hachuradas  indicam
R S b | primers, as setas indicam
&4 % L I ..} —— — = sitios de clivagem pela Cfol e

polimérficos de clivagem.

Figura — 3: Padroes de RFLP para APOE

O produto da digestao foi posteriormente visualizado em gel de acrilamida, e o perfil
das bandas no gel forneceu a base para a identificacao do perfil genético, de acordo com o
Quadro 4.

as setas em negrito marcam

especificamente os  sitios
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Quadro 4 — Perfil de bandas no gel para a identificagcdo dos alelos do gene APOE

Genotipos — APOE Fragmentos gerados pela digestao
€2¢e2 91 e 83 pb
Homozigotos €3e3 91,48 e 35pb
eded 72,48,35e 29 pb
€2e3 91, 83,48 e 35 pb
Heterozigotos €2¢e4 91, 83,72, 48,35¢e 29 pb
€3e4 91,72,48,35e 29 pb

b) Identificacado dos alelos do gene da apolipoproteina A5 (APOAS)

A andlise do gene APOAS foi realizada pela técnica de PCR-RFLP, de acordo com a
metodologia descrita por PENNACHIO et al. (2001), modificada. Apds a extracdo de DNA
total, uma regido de 187pbs da regido promotora do gene da APQOA5 foi amplificada
utiizando-se o oligonucleotideo senso 5 GATTGATTCAAGATGCATTTAGGAC 3' e o
oligonucleotideo antisenso 5 CCCCAGGAACTGGAGCGAAATT 3' conforme descrito por
SOUSA et al. (2008b). Apés a deteccao da amplificacdo do fragmento especifico em gel de
poliacrilamida a 6%, uma aliquota da rea¢ao de amplificacao foi submetida a digestao por 18
horas, com a endonuclease de restricao Msel.

O produto da digestao foi posteriormente visualizado em gel de poliacrilamida a 8%,
corado pela prata, e o perfil das bandas forneceu a base para a identificagdo do perfil
genético, de acordo com o Quadro 5.

Quadro 5 — Perfil de bandas no gel para a identificacdo dos alelos do polimorfismo APOA5 -
11317>C

Gendétipos — APOAS Fragmentos gerados pela digestao
_ TT 165, 22 pb
Homozigotos
CC 187 pb

Heterozigotos TC 187, 165, 22 pb




67

4.6 — ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foi realizada uma andlise estatistica descritiva das variaveis estudadas. As
varidveis que nao apresentaram distribuicdo normal foram transformadas, sendo que os
valores dos parametros CT, TG, VLDLc, Lp (a), TM, F1+2, PAI-1 e D-Di tiveram
transformacao logaritmica e o valor de PCRus teve transformacao final pela raiz quadrada.
Para a comparacao entre os grupos, foi realizado um delineamento inteiramente casualizado
em sistema fatorial 2x2x2 com oito tratamentos, sendo dois grupos, dois sexos e duas faixas
etérias utilizando-se andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste Student-Newman-
Keuls (SNK).

As variaveis categoricas (fatores de risco € mutacdes) foram analisadas pelo teste
qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando apropriado.

Foi utilizado um modelo de regressdo logistica multivariada para analisar a
associacdo entre as variaveis categoricas € o0s niveis plasmaticos dos parametros
estudados (variaveis continuas).

Para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado o teste de qui-quadrado.

O tamanho minimo da amostra foi definido usando-se a férmula ts;,gx YSD?/n e os
coeficientes de variagdo descritos previamente na literatura, considerando-se, no maximo,
dez por cento de variagdo em torno da média, para que fossem demonstradas as possiveis
diferengas estatisticas com um nivel de significancia de 5%. Para as variaveis TG, PCRus e
Lp (a) foram consideradas variagbes em torno da média de 15%, 20% e 20%,
respectivamente.

Os programas SAS versdo 9.0, SAEG versao 8.1 e Sigma STAT verséao 2.0 foram

utilizados para realizar as andlises estatiticas.



5-RESULTADOS

68



69

Os resultados obtidos nesse trabalho estdo apresentados nas Tabelas 2 a 34,
referentes aos dois grupos estudados a saber: individuos higidos representados por
NORMOLIPEMICO (controle) e individuos dislipidémicos representados  por
DISLIPIDEMICO. Quando necessario, sdo apresentadas tabelas separando os grupos por
sexos, ou seja, MASCULINO e FEMININO e por faixas etarias: INFERIOR OU IGUAL A 45
ANOS e SUPERIOR A 45 ANOS.

5.1 —- CARACTERIZACAO DOS GRUPOS DE INDIVIDUOS QUANTO AOS FATORES DE
RISCO CARDIOVASCULAR

Os dados referentes a presenca de fatores de risco cardiovascular associados as
dislipidemias s@o apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4, como numero de individuos (n) e
porcentagem de determinada variavel presente nos componentes dos grupos normolipémico
e dislipidémico.

Tabela 2 — Caracterizacdo dos grupos quanto aos fatores de risco

NORMOLIPEMICO DISLIPIDEMICO

(n=107) (n=109) o]
Idade (anos) 46,7 + 6,6 48,4 +6,8 ns
IMC (kg/m?) 25,2+4,6 27,5+3,8 0,0003
Sedentarismo 52 (48,6%) 55 (50,5%) ns
Tabagismo 18 (16,8%) 20 (18,4%) ns
Etilismo 02 (1,9%) 07 (6,4%) ns
Hipertensao arterial 10 (9,4%) 30 (27,5%) 0,001

(n) Numero de participantes e porcentagem da presenca do fator de risco nos grupos estudados;
idade e IMC (indice de massa corporal), sendo os valores dessas variaveis expressos como média e
desvios padrao. Foram observadas diferengas significativas para IMC e hipertensdo arterial entre os
grupos; ns = ndo significativo.
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Tabela 3 — Caracterizacao dos grupos de individuos do sexo masculino, quanto aos fatores
de risco cardiovascular

NORMOLIPEMICO DISLIPIDEMICO

(n=44) (n=68) ¢

Idade (anos) 46,7 £ 6,1 47,3 £6,6 ns
IMC (kg/m?) 24,9 + 5.4 27,5+ 3,2 0,0024

Sedentarismo 24 (54,5%) 34 (50,0%) ns

Tabagismo 12 (27,3%) 12 (17,7%) ns

Etilismo 01 (2,3%) 07 (10,3%) ns
Hipertensao arterial 04 (9,1%) 17 (25,0%) 0,047

(n) Namero de participantes do sexo masculino e porcentagem da presenca do fator de risco nos
grupos estudados; idade e IMC (indice de massa corporal), sendo os valores dessas variaveis
expressos como meédia e desvios padrao. Foram observadas diferencas significativas para as
variaveis IMC e hipertensao arterial entre 0s grupos; ns = nao significativo.

Tabela 4 — Caracterizacdo dos grupos de individuos do sexo feminino, quanto aos fatores de
risco cardiovascular

NORMOLIPEMICO DISLIPIDEMICO

(n=63) (n=41) p

Idade (anos) 46,7 + 6,4 499+6,9 ns
IMC (kg/m?) 255+41 27547 0,016

Sedentarismo 28 (44,4%) 21 (51,2%) ns

Tabagismo 06 (9,5%) 08 (19,5%) ns

Etilismo 01 (1,6%) 0 ns
Hipertensao arterial 06 (9,5%) 13 (31,7%) 0,009

Uso de anticoncepcional 08 (12,7%) 01 (2,4%) ns

oral

Menopausa 14 (22,2%) 22 (53,7%) 0,001

Terapia hormonal 06 (9,5%) 04 (9,8%) ns

(n) Numero de participantes do sexo feminino e porcentagem da presenga do fator de risco nos
grupos estudados; idade e IMC (indice de massa corporal), sendo os valores dessas variaveis
expressos como meédia e desvios padrao. Foram observadas diferencas significativas para as
variaveis IMC, hipertensdo arterial, menopausa entre os grupos; ns = nao significativo.



71

A Tabela 5 apresenta a correlacdo de Pearson entre o IMC e todas as variaveis

bioquimicas e hemostéticas estudadas.

Tabela 5 — Correlacao de Pearson entre o IMC e os parametros bioquimicos e hemostaticos

estudados _
PARAMETROS COEFICIENTE DE CORRELACAO (r)
IMC x CT 0,141
IMC x HDLc 0,249
IMC x LDLc 0,132
IMC x TG 0,286
IMC x VLDLc 0,286
IMC x Nao-HDLc 0,222 "
IMC x APOA-I -0,234 7
IMC x APOB 0,017
IMC x APOB/APOA-I 0,235 "
IMC x Lp(a) 0,015
IMC x PCRus 0,173°
IMC x HCY -0,081
IMC x TM 0,029
IMC x F1 + 2 0,050
IMC x PAI-1 0,194~
IMC x TAFI 0,104
IMC x D-Di 0,030

Numero de participantes = 216. Coeficiente de correlacao de Pearson seguido de teste t de

Student.

*p < 0,05, ** p< 0,01, *** p < 0,001
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5.2 — CARACTERIZACAO DOS GRUPOS QUANTO AO USO DE MEDICAMENTOS

Os dados referentes aos antihipertensivos em uso pelos participantes durante a
triagem sado apresentados na Tabela 6, como nimero de individuos (n) e porcentagem do
uso de determinado medicamento nos componentes dos grupos normolipémico e
dislipidémico. Foram considerados os medicamentos usados com maior freqiiéncia,

apresentados no Quadro 6.

Tabela 6 — Caracterizagdo dos grupos normolipémico e dislipidémico quanto ao uso de
antihipertensivos

NORMOLIPEMICO DISLIPIDEMICO

(n=107) (n=109) p
Beta-bloqueadores 01 (0,9%) 09 (8,3%) 0,019
Bloqueadores de canais de 01 (0,9%) 4 (3,7%) ns
calcio
Diuréticos tiazidicos 01 (0,9%) 10 (9,2%) 0,010
Inibidores da ECA 04 (3,7%) 16 (14,7%) 0,008

(n) Numero de participantes e porcentagem dos participantes em uso de antihipertensivos nos grupos
estudados. Foram observadas diferengas significativas para o uso de beta-bloqueadores, diuréticos
tiazidicos e inibidores da ECA entre os grupos; ns = ndo significativo. ECA = Enzima conversora da
angiotensina.

Quadro 6 — Antihipertensivos agrupados por classe de medicamentos

GRUPOS MEDICAMENTOS
Beta-bloqueadores Atenolol, Propanolol
Bloqueadores de canais de calcio Anlodipino, Nifedipina
Diuréticos tiazidicos Hidroclorotiazida
Inibidores da ECA Captopril, Enalapril, Lisinopril, Losartan

ECA = enzima conversora da angiotensina
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5.3 - PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os resultados das analises dos parametros bioquimicos encontram-se na Tabela 7,
onde os resultados da analise de variancia (ANOVA) estao representados nas colunas por:
grupos (normolipémico e dislipidémico), sexos (feminino e masculino), faixas etarias (inferior
ou igual a 45 anos e superior a 45 anos) e interagdes entre os mesmos. As interacoes
analisadas foram: grupos versus (vs) sexos, grupos vs faixas etarias, sexos vs faixas etarias
e grupos vs sexos vs faixas etarias. Quando houveram diferengas significativas entre as
interagdes, os dados foram apresentados em tabelas separadamente, onde somente as
interacdes foram discutidas.



Tabela 7 — Analises dos parametros bioquimicos entre os grupos, sexos, faixas etarias e interagdes entre as variavies
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Grupo Sexo Faixa etaria
Normolipémico Dislipidémico Feminino Masculino <45 anos > 45 anos Interacoes
(n=107) (n=109) (n=104) (n=112) (n= 68) (n=148)

CT 180 £ 21,7 228 + 42,7 204 £425 205 +40,5 197 £40,2 208 £41,6 ns
HDLc 57 +£13,5 46 £ 14,0 56 £ 14,3 47 £13,9* 51 +15,9 52 + 14,3 ns
LDLc 103+ 18,8 145 + 40,1*** 124 + 39,9 123 + 34,5 118 + 38,2 126 *+ 36,6 ns

TG 100 + 39,7 218 + 140,4*** 130 £ 102,2 187 +127,1** 150 £ 117.,9 164 +119,7 ns

VLDLc 2079 38 £ 20,1 23 +13,8 33 +19,0* 25+14.8 30 +18,3 ns
Nao-HDLc 123 + 21,1 182 + 38,7*** 148 +44.,8 157 + 40,2 145 +44.5 156 + 41,5 ns
APOA-I 166 * 26,1 130 £ 35,5 155 £ 34,9 141 £ 35,77 144 £ 36,5 149 + 35,6 ns
APOB 74 £12,9 72+£18,7 69 * 14,1 76 £17,2* 71+15,8 74 £16,2 ns
APOB/APOA-I 0,46 £0,10 0,57 £ 0,14*** 0,46 + 0,11 0,56 + 0,14*** 0,52 + 0,17 0,51 £0,12 ns
Lp(a) 20 +£20,4 23+24,0 24 +254 19 +18,7 19 + 20,7 23+229 ns
PCRus 29+28 2,8 +3,1 3,1+3,4 2,7+25 2,7+3.2 29+238 ns

Os parametros bioquimicos estao representados pelas médias e pelos desvios padréo. LDLc e VLDLc (dislipidémico n=99; feminino n=101 e masculino
n=105; faixa etdaria inferior ou igual a 45 anos n=64 e superior a 45 n=142). Analise estatistica: ANOVA seguida pelo teste Student-Newman-Keuls. ns = nao
significativo. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 entre grupos, sexos, faixas etarias e interagdes. Interagdes: Grupo (G), Sexo (S) e Faixa etaria (F).
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5.4 — ANALISES MOLECULARES
5.41 - Polimorfismo apolipoproteina E: freqliéncias alélicas, genotipicas e
associacoes de parametros bioquimicos com os agrupamentos E2, E3 e E4

A Figura 4, apresenta o gel de eletroforese com os fragmentos diagnosticos
utilizados para a identificagao genotipica do polimorfismo APOE.

91pb

83pb
72pb

48pb

Canaletas 1 2 3 4 5 6 7

Figura 4 - Eletroforese, em gel de poliacrilamida a 12% corado pela prata,
dos produtos de PCR-RFLP do fragmento de 270pb do gene APOE.
Canaletas: 1 - genoétipo €2e4; canaleta 2 - gendtipo £4e¢4; canaleta 3 -
gendtipo £3¢€3; canaleta 4 - genoétipo £4¢4; canaleta 5 - genoétipo €2¢3; 6 -
gendtipo €3¢€3; canaleta 7 - genétipo €2¢4.

Os dados referentes aos resultados das andlises moleculares sdo apresentados nas
Tabelas 8, 9, 10, 11, 12 ¢ 13 como numero de individuos (n) e porcentagens das
freqiiéncias dos alelos e dos genoétipos APOE observadas nos componentes dos grupos
normolipémico e dislipidémico. Todas as distribuicbes genotipicas estdao em equilibrio de
Hardy-Weinberg.
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Tabela 8 — Freqliéncia dos alelos APOE nos grupos estudados

Normolipémico Dislipidémico
(n=107) (n=109) p OR IC 95%
Alelo n Freqiiéncia n Freqiéncia
€2 9 0,042 10 0,046 0,847 1,095 0,448-2,678
€3 178 0,832 182 0,835 0,931 1,022 0,618-1,691
€4 27 0,126 26 0,119 0,827 0,938 0,531-1,658
Total 214 218

Os dados estao representados como numero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os alelos €2, €3, e €4. Valor de p calculado por teste qui-quadrado e considerado
significativo quando < 0,05. OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de confian¢a a 95%.

Tabela 9 — FreglUiéncia dos alelos APOE nos grupos estudados para o sexo masculino

Normolipémico Dislipidémico
Sexo Masculino Sexo Masculino
(n=44) (n=68) P OR IC 95%
Alelo n Freqiiéncia n Freqiiéncia
€2 4 0,046 7 0,051 1,0000 1,140 0,344-3,757
€3 72 0,818 113 0,831 0,807 1,092 0,545-2,188
€4 12 0,136 16 0,118 0,679 0,844 0,384-1,855
Total 88 136

Os dados estao representados como numero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os alelos €2, €3, e €4. Valor de p calculado por teste qui-quadrado e considerado

significativo quando < 0,05; (*) p corrigido de acordo com o teste de Fisher (n<15). OR = Odds ratio;
IC 95% = Intervalo de confianca a 95%.
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Tabela 10 — Freqliéncia dos alelos APOE nos grupos estudados para o sexo feminino

Normolipémico

Sexo Feminino

Dislipidémico

Sexo Feminino

(n=63) (n=41) P OR IC 95%
Alelo n Freqiiéncia n Freqiiéncia
€2 5 0,040 3 0,037 1,000 0,919 0,236-3,593
€3 106 0,841 69 0,841 0,997 1,001 0,473-2,119
€4 15 0,119 10 0,122 0,950 1,028 0,446-2,373
Total 126 82

Os dados estao representados como numero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os alelos €2, €3, e €4. Valor de p calculado por teste qui-quadrado e considerado
significativo quando < 0,05, (*) p corrigido de acordo com o teste de Fisher (n<15). OR = Odds ratio;
IC 95% = Intervalo de confianca a 95%.

Tabela 11 — Fregléncia dos genétipos APOE nos grupos estudados

Normolipémico

Dislipidémico

(n=107) (n=109) p OR IC 95%
Genoétipos n  Freqiiéncia h Freqiiéncia
€2 €3 9 8,4 10 9,2 0,843 1,100 0,439-2,753
€3e3 72 67,3 77 70,6 0,594 1,170 0,659-2,077
€34 25 23,4 18 16,5 0,207 0,649 0,333-1,266
eded 1 0,9 4 3,7 0,369° 4,038  0,593-27,213
Total 107 109

Os dados estao representados como numero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os genoétipos. Os genoétipos €2€2 e €2e4 ndo foram detectados entre os individuos
estudados. Valor de p calculado por teste qui-quadrado e considerado significativo quando < 0,05; (*)
p corrigido de acordo com o teste de Fisher (n<15). OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de confianga

a 95%.
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Tabela 12 — Fregléncia dos genétipos APOE nos grupos estudados para o sexo masculino

Normolipémico Dislipidémico

Sexo Masculino Sexo Masculino p OR IC 95%
(n=44) (n=68)
Genétipos n  Frequiéncia n Freqiiéncia
€2 €3 4 9,1 7 10,3 1,0000 1,148 0,334-3,912
€3e3 28 63,6 47 69,1 0,547 1,279 0,579-2,830
€34 12 27,3 12 17,7 0,225 0,571 0,233-1,399
€44 0 0 2 2,9 - - -

Total 44 68

Os dados estao representados como numero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os gendtipos. Os gendtipos €2¢2 e €2e4 ndo foram detectados entre os individuos
estudados. Valor de p calculado por teste qui-quadrado e considerado significativo quando < 0,05; (*)
p corrigido de acordo com o teste de Fisher (n<15). OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de confianga
a 95%.

Tabela 13 — Fregliéncia dos genétipos APOE nos grupos estudados para o sexo feminino

Normolipémico Dislipidémico

Sexo Feminino Sexo Feminino o] OR IC 95%
(n=63) (n=41)
Genoétipos n  Freqiiéncia h Freqiiéncia
€2 €3 5 7,9 3 7,3 1,0000 0,916 0,228-3,705
€3¢3 44 69,9 30 73,2 0,714 1,178 0,496-2,790
€3¢e4 13 20,6 6 14,6 0,439 0,659 0,236-1,853
€44 1 1,6 2 4,9 0,560 3,179 0,400-24,966
Total 63 41

Os dados estao representados como numero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os genoétipos. Os genoétipos €2e2 e €2e4 ndo foram detectados entre os individuos
estudados. Valor de p calculado por teste qui-quadrado e considerado significativo quando < 0,05; (*)
p corrigido de acordo com o teste de Fisher (n<15). OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de confianga
a 95%.
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As Tabelas 14 e 15 apresentam os dados dos parametros bioquimicos e os
agrupamentos E2, E3 e E4 do polimorfismo APOE nos grupos normolipémico e

dislipidémico e entre todos os participantes estudados, respectivamente.

Tabela 14 — Parametros bioquimicos e agrupamentos E2, E3 e E4 do polimorfismo APOE
nos grupos normolipémico e dislipidémico

Agrupamentos APOE
Grupos E2 (n=19) E3(n=149)  E4 (n=48) p

cT Normolipémico 4642+ 16,0  183°+21,4  180°P+22,2 p<0.05
Dislipidémico 229 + 53,8 230 +44,3  217+298 0,549

HDLc Normolipémico 56 + 13,4 58 + 14,2 55+11,8 0,613
Dislipidémico 45+10,8 47 +14,7 43+124 0,448
LDLc Normolipémico  gg2+11,4  105°+192  104°+17,7 p<0,05
Dislipidémico 140 + 49,4 145 + 42,6 144 + 25,7 0,937

TG Normolipémico 98 + 38,1 100+£40,6  103+39,3 0,923
Dislipidémico 240 +144,4  223+144,6 189+ 1247 0,404

VLDLc Normolipémico 20+£7,6 20 £ 8,1 21+£7,9 0,925
Dislipidémico 42 +233 38+19,6 33120,7 0,363

Nao-HDLc Normolipémico 108% + 17,1 125° + 21 1 125° +20.6 p<0,05
Dislipidémico 184 +52,6 183 + 39,1 174 +30,5 0,614

APOA-I Normolipémico 176 +£20,2 166 +27,2 162 + 24,3 0,389
Dislipidémico 130 £ 32,7 133+£36,0  122+35.2 0,459

APOB Normolipémico 71 + 15,1 74+126 74 +13,4 0,838
Dislipidémico 77 +24,2 72+17,8 70+19,5 0,596
APOB/APOA-I  Normolipémico 0,41 +0,12 0,46 + 0,10 0,46 + 0,08 0,443
Dislipidémico 059+0,12  056+0,13  061%0,20 0,344

Lp(a) Normolipémico 17 £8,0 22 +223 16 +17,1 0,328
Dislipidémico 21+16,7 24 +255 21+£217 0,760

PCRus Normolipémico 44+3,6 28+28 27+24 0,277
Dislipidémico 25+1,7 3,135 1,9+1,5 0,324

Os parametros bioquimicos estdo representados pelas médias e pelos desvios padrdo. Grupos
normolipémico (n = 107) e dislipidémico (n = 109). Agrupamento E2 (gendtipo €2€3) (normolipémico, n
= 9 e dislipidémico, n = 10). Agrupamento E3 (genétipo €3¢€3) (normolipémico, n = 72 e dislipidémico,
n = 77). Agrupamento E4 (gendétipos €3e4 e e4¢e4) (normolipémico, n = 26 e dislipidémico, n = 22).
Andlise estatistica: ANOVA seguida pelo teste Student-Newman-Keuls. p = diferenga entre os grupos
E2, E3 e E4. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si significativamente ao nivel de p <
0,05 pelo teste de SNK.
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Tabela 15 — Parametros bioquimicos e agrupamentos E2, E3 e E4 do polimorfismo APOE
entre todos os participantes estudados

E2 E3 E4

(n=19) (n=149) (n=48) P
CT 198 +51,8 207 + 42,5 197 31,9 0,244
HDLc 50 +13,0 52 + 15,4 50 + 13,4 0,488
LDLc 114 +43,9 125 + 38,6 122 + 29,4 0,497
TG 173 £127,8 164 + 124,0 142 + 98,4 0,541
VLDLc 31+20,4 29+17,4 26 + 16,0 0,566
Nao-HDLc 148 + 55,1 155 + 43,1 147 +35,5 0,488
APOA-I 152 +35,7 149 + 36,0 144 +358 0,623
APOB 74 + 20,1 73+155 72 + 16,4 0,854
APOB/APOA-I 0,51 +0,15 0,51 +0,12 0,53 +0,16 0,763
Lp(a) 19 +13,1 23 +24,0 18+19,3 0,288
PCRus 3,4+29 3,0+3,2 2,4 42,0 0,308

Os parametros bioquimicos estdo representados pelas médias e pelos desvios padrao. Grupo E2
(gendtipo €2¢€3). Grupo E3 (gendtipo €3€3). Grupo E4 (gendtipos €3€4 e e4e4). Anadlise estatistica:
ANOVA seguida pelo teste Student-Newman-Keuls. p = diferengas entre os agrupamentos E2, E3 e

E4.
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5.42 - Polimorfismo APOA5 -1131T>C: freqliéncias alélicas, genotipicas e
associacoes de parametros lipidicos com os agrupamentos Te C

A Figura 5 apresenta o gel de eletroforese com os fragmentos diagnosticos
utilizados para a identificagdo genotipica do polimorfismo APOA5 -1131T>C.

400pb

300pb

200pb

Canaletas 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 5 - Eletroforese, em gel de poliacrilamida a 8% corado pela prata,
dos produtos de PCR do fragmento de 187pb do gene APOAS5.

Canaleta 1 - padrdo de peso molecular (1kb); canaleta 2 - genétipo CC;
canaletas 3, 6 e 7 - genétipo TC; canaletas 4, 5 e 8 - genoétipo TT.

Para todos os participantes, reunidos em um Unico grupo, foram calculadas as
freqliéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo APOAS. As freqiiéncias dos alelos T
e C foram de 0,770 e 0,230, respectivamente. Em relagdo aos genétipos TT, TC e CC as
freqliéncias encontradas foram de 57,2%, 39,5% e 3,3%, respectivamente.

Os outros dados referentes aos resultados das andlises moleculares séo
apresentados nas Tabelas 16, 17, 18, 19, 20 e 21 como numero de individuos (n) e
porcentagens das freqliéncias dos alelos e dos gendtipos APOAS5 observadas nos
individuos dos grupos normolipémico e dislipidémico. Uma participante do grupo
dislipidémico néo foi genotipada devido a problemas inerentes a amostra de DNA. Todas as
distribuigdes genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 16 — Freqléncia dos alelos do polimorfismo APOA5 -1131T>C nos grupos
estudados

Normolipémico Dislipidémico
(n=107) (n=108) p OR IC 95%
Alelo n Freqiiéncia n Freqiiéncia
T 175 0,818 156 0,722 0,019 0,579 0,368-0,914
C 39 0,182 60 0,278 0,019 1,726 1,095-2,721
Total 214 216

Os dados estao representados como numero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os alelos do polimorfismo APOA5 -1131T>C. Valor de p calculado por teste qui-
quadrado e considerado significativo quando < 0,05. OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95%.

Tabela 17 — Fregléncia dos alelos do polimorfismo APOA5 -1131T>C nos grupos estudados
para o0 sexo masculino

Normolipémico Dislipidémico
Sexo Masculino Sexo Masculino p OR IC 95%
(n=44) (n=68)
Alelo n Freqiiéncia n Freqiiéncia
T 74 0,841 98 0,721 0,037 0,488 0,249-0,959
C 14 0,159 38 0,279 0,037 2,050 1,042-4,023
Total 88 136

Os dados estao representados como nimero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os alelos do polimorfismo APOA5 -1131T>C. Valor de p calculado por teste qui-
quadrado e considerado significativo quando < 0,05. OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95%.
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Tabela 18 — Freqiiéncia dos alelos do polimorfismo APOAS5 -1131T>C nos grupos estudados
para o sexo feminino

Normolipémico Dislipidémico
Sexo Feminino Sexo Feminino o] OR IC 95%
(n=63) (n=40)
Alelo n Freqiiéncia n Freqiéncia
T 101 0,802 58 0,725 0,202 0,653 0,340-1,253
C 25 0,198 22 0,275 0,202 1,532 0,798-2,943
Total 126 80

Os dados estao representados como numero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os alelos do polimorfismo APOA5 -1131T>C. Valor de p calculado por teste qui-
quadrado e considerado significativo quando < 0,05. OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95%.

Tabela 19 — FreqUéncia dos genétipos do polimorfismo APOAS5 -1131T>C nos grupos
estudados

Normolipémico Dislipidémico
(n=107) (n=108) P OR IC 95%
Genétipos n  Frequiéncia n Freqiiéncia
T 71 66,4 52 48,2 0,007 0,471 0,272-0,815
TC 33 30,8 52 48,2 0,009 2,082 1,195-3,628
CC 3 2,8 4 3,6 1,0* 1,333 0,325-5,458
Total 107 108

Os dados estao representados como numero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os genétipos do polimorfismo APOA5 -1131T>C. Valor de p calculado por teste qui-
quadrado e considerado significativo quando < 0,05. OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95%. (*) p corrigido de acordo com o teste de Fisher (n<15).
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Tabela 20 — Frequéncia dos genotipos do polimorfismo APOA5 -1131T>C nos grupos
estudados para o sexo masculino

Normolipémico Dislipidémico
Sexo Masculino Sexo Masculino p OR IC 95%
(n=44) (n=68)
Gendtipos n  Freqiiéncia n Freqiiéncia
T 30 68,2 32 47 1 0,028 0,415 0,189-0,911
TC 14 31,8 34 50,0 0,058 2,143 0,976-4,698
CcC 0 0 02 2,9 - - -
Total 44 68

Os dados estado representados como nimero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os genétipos do polimorfismo APOA5 -1131T>C. Valor de p calculado por teste qui-
quadrado e considerado significativo quando < 0,05. OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95%.

Tabela 21 — Freqiiéncia dos genétipos do polimorfismo APOA5 -1131T7T>C nos grupos
estudados para o sexo feminino

Normolipémico Dislipidémico
Sexo Feminino Sexo Feminino o] OR IC 95%
(n=63) (n=40)
Genoétipos n  Freqiiéncia h Freqiiéncia
TT 41 65,1 20 50,0 0,129 0,537 0,241-1,196
TC 19 30,2 18 45,0 0,126 1,895 0,838-4,287
cC 03 4,7 02 5,0 1,000* 10,53 0,201-5,554
Total 63 40

Os dados estao representados como numero de participantes e a porcentagem de individuos que
apresentaram os genétipos do polimorfismo APOA5 -1131T>C. Valor de p calculado por teste qui-
quadrado e considerado significativo quando < 0,05. OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de
confianga a 95%. (*) p corrigido de acordo com o teste de Fisher (n<15).
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As Tabelas 22 e 23 apresentam os dados dos parametros bioquimicos e os
agrupamentos T (composto pelo genétipo TT) e C (constituido pelos genétipos TC e CC) do
polimorfismo APOAS5 -1131T>C nos grupos normolipémico e dislipidémico e entre todos os
participantes estudados, respectivamente.

Tabela 22 — Parametros bioquimicos e agrupamentos do polimorfismo APOAS -1131T>C
nos grupos normolipémico e dislipidémico

APOAS5 -1131T>C

Grupos Agrupamento T Agrupamento C p
CT Normolipémico 181 +20,7 178 £23,7 0,447
Dislipidémico 223 +42,2 232 +434 0,256
HDLc Normolipémico 57 +12,5 57 + 15,5 0,893
Dislipidémico 46 + 14,1 46 + 14,1 0,873
LDLc Normolipémico 104 + 18,7 101 £18,9 0,413
Dislipidémico 144 + 39,3 146 +41,5 0,785
TG Normolipémico 101 +39,9 99 +39.9 0,789
Dislipidémico 212 +144,7 226 +137,5 0,383
VLDLc Normolipémico 20 £8,0 2080 0,789
Dislipidémico 35+18,7 40+ 21,1 0,141
Nao-HDLc Normolipémico 125 + 21,1 121 21,1 0,420
Dislipidémico 177 + 37,6 186 +39,8 0,241
APOA-I Normolipémico 166 + 28,0 165 + 22,1 0,778
Dislipidémico 128 + 36,4 132 +35,2 0,547
APOB Normolipémico 74 +12,1 73+145 0,488
Dislipidémico 69 + 18,1 74 +19,0 0,168
APOB/APOA-I Normolipémico 0,46 +0,10 0,44 + 0,09 0,468
Dislipidémico 0,56 +0,13 0,58 +0,15 0,393
Lp(a) Normolipémico 22 +224 17 + 15,4 0,394
Dislipidémico 25 +28.8 22 + 18,6 0,685
PCRus Normolipémico 28+27 32+3,0 0,456
Dislipidémico 30+3,4 27429 0,789

Os parametros bioquimicos estdo representados pelas médias e pelos desvios padrdao. Os grupos
normolipémico (n = 107) e dislipidémico (n = 108) compostos pelos agrupamentos T (normolipémico,
n = 71 e dislipidémico, n = 52), e C (normolipémico, n = 36 e dislipidémico, n = 56). Analise
estatistica: ANOVA seguida pelo teste Student-Newman-Keuls. p = diferencas entre os agrupamentos
TeC.
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Tabela 23 — Parametros bioquimicos e agrupamentos T e C do polimorfismo APOAS -
1131T>C entre todos os participantes estudados

Agrupamento T Agrupamento C

(n=123) (n=92) P
CT 199 + 37,6 211 +45.4 0,046
HDLc 52 14,2 51 £15,5 0,425
LDLc 120 £34,4 128 £40,5 0,138
TG 148 £112,8 176 +126,1 0,049
VLDLc 26 + 15,0 32+19,7 0,022
Nao-HDLc 147 +39,1 161 + 46,3 0,019
APOA-I 150 + 36,9 145 +34,5 0,296
APOB 72 + 15,1 74 +17,3 0,543
APOB/APOA-I 0,50 £ 0,12 0,53 0,15 0,150
Lp(a) 23 + 25,2 20 17,5 0,882
PCRus 29+3,0 29+29 0,822

Os parametros bioquimicos estdo representados pelas médias e pelos desvios padrao. O grupo
contendo todos os participantes (n = 215) composto pelos agrupamentos T (genétipo TT) e C
(gendtipos TC e CC). Analise estatistica: ANOVA seguida pelo teste Student-Newman-Keuls. p =
diferengas entre os agrupamentos T e C.

5.4.3 — Associacéao entre os polimorfismos APOE e APOA5 -1131T>C

Para a avaliacdo da associacédo entre os polimorfismos APOE e APOAS5 -1131T>C
foram consideradas as combinacdes entre os agrupamentos E2 (genoétipo €2¢3) e E4
(genodtipos €3¢4 e €4e4) APOE e os gendtipos TT, TC e CC APOAS5, nos grupos
normolipémico e dislipidémico. As seguintes combinagdes entre os dois polimorfismos foram
avaliadas: E2+TT, E2+TC e E2+CC (Tabela 24); agrupamentos E4+TT, E4+TC e E4+CC
(Tabela 25).
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Tabela 24 — Associacdo entre o alelo €2 APOE e os genotipos APOA5 nos grupos

estudados
Grupos Normolipémico Dislipidémico
(n=9) (n=10) P OR IC 95%
E2+TT 04 04 1,000* 0,833 0,143-4,838
E2+TC 03 05 0,650* 2,000 0,333-11,865
E2+CC 02 01 0,582* 0,389 0,043-3,779
Total 9 10

Os dados estdo representados pelo numero de participantes no agrupamento E2 (gendétipo €2¢3)
associado aos genétipos TT, TC e CC nos grupos estudados. Valor de p calculado por teste qui-
quadrado e considerado significativo quando < 0,05, (*) p corrigido de acordo com o teste de Fisher

(n<15). OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de confianga a 95%.

Tabela 25 — Associacdo entre o alelo ¢4 APOE e os genoétipos APOA5 nos grupos

estudados
Grupos Normolipémico Dislipidémico
(n=26) (n=22) P OR IC 95%
E4+TT 18 10 0,096 0,370 0,116-1,187
E4+TC 08 12 0,096 2,700 0,843-8,652
E4+CC 0 0 - - -
Total 26 22

Os dados estao representados com o nimero de participantes no agrupamento E4 (genétipos €3¢4 e
€4e4) associado aos genétipos TT, TC e CC nos grupos estudados. Valor de p calculado por teste
qui-quadrado e considerado significativo quando < 0,05. OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de
confianca a 95%.
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5.5 - PARAMETROS HEMOSTATICOS

Os resultados das andlises dos parametros hemostaticos encontram-se na Tabela
26, onde os dados da analise de variancia (ANOVA) estao representados nas colunas por:
grupos (normolipémico e dislipidémico), sexos (feminino e masculino), faixas etarias (inferior
ou igual a 45 anos e superior a 45 anos) e interagdes entre os mesmos. As interacoes
analisadas foram: grupos vs sexos, grupos vs faixas etarias, sexos vs faixas etarias e
grupos vs sexos vs faixas etarias. Quando houveram diferencas significativas entre as
interagdes, os dados foram apresentados em tabelas separadamente, onde somente as
interagdes foram discutidas. As variaveis, estdo apresentadas com os valores das médias e
dos desvios padrao.
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Tabela 26 — Analises dos parametros hemostaticos entre os grupos, sexos, faixas etarias e interacbes

Grupo Sexo Faixa etaria
Normolipémico Dislipidémico Feminino Masculino <45 anos > 45 anos Interacdes
(n=107) (n=109) (n=104) (n=112) (n=68) (n=148)

HCY 11,1 +25 11,3+3,2 99+22 12,5+ 2,9 10,6 £ 3,3 11,5+ 2,6™ ns

™ 3,1+£1,0 3,2%£0,8 3,2+0,9 3,1+£0,9 3,1+0,8 3,2+0,9 GvsS*
F1+2 207,9 £ 106,1 2155+ 85,7 2345+108,5 190,6 £77,9* 177,3+70,5 227,6 +102,3* ns
D-Di 263,4 +£129,6 231,2+119,4 280,3+111,5 216,4+129,9" 239,9+1359 250,5+120,4 ns
PAI-1 55,0 £ 25,8 68,6 £ 105,2 54,8 + 27,0 68,5+ 103,6 72,6 £131,9 56,9 + 26,0 ns
TAFI 74+15 8,9+1,6™" 79+1.8 84+1,6 8,0+£1,9 82+1,6 G vs S*

Os parametros hemostaticos estdo representados pelas médias e pelos desvios padréo. Analise estatistica: ANOVA seguida pelo teste Student-Newman-
Keuls. ns = nédo significativo, * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001 entre grupos, sexos, faixas etarias e interagbes. Interagdes: Grupo (G), Sexo (S) e Faixa
etaria (F). Versus = vs.
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Tabela 27 — Trombomodulina: Interagdes grupos versus sexos

Trombomodulina Feminino (n=104) Masculino (n=112)
Normolipémico (n=107) 3,0 3,22
Dislipidémico (n=112) 3,5% 3,13

Os valores representados sdo as médias de trombomodulina entre os grupos e sexos estudados.
Médias seguidas de letras distintas diferem entre si significativamente ao nivel de p<0,05 pelo teste
de SNK. Letras minlusculas referem-se a comparagao em colunas. Letras maiusculas referem-se a
comparagao em linha.

Tabela 28 — TAFI: Interagbes grupos versus sexos

TAFI Feminino (n=104) Masculino (n=112)
Normolipémico (n=107) 7,04 8,1°"
Dislipidémico (n=109) 9,0 *® 8,6

Os valores representados sdo as médias do TAFI entre os grupos e sexos estudados. Médias
seguidas de letras distintas diferem entre si significativamente ao nivel de p<0,05 pelo teste de SNK.
Letras minlsculas referem-se a comparagao em colunas. Letras mailsculas referem-se a
comparagao em linha.

5.5.1 — Correlac6es de Pearson
As Tabelas 29 e 30 apresentam a correlacdo de Pearson entre os parametros

hemostaticos entre si e entre estes e os parametros bioquimicos, respectivamente.



Tabela 29 — Correlacao de Pearson entre os parametros hemostaticos
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HCY F1+2 PAI-1 TAFI D-Di ™
HCY - -0,015 -0,059 0,018 -0,051 0,069
F1+2 -0,015 - -0,007 0,129 0,212** 0,077
PAI-1 -0,059 -0,007 - 0,002 0,013 0,010
TAFI 0,018 0,129 0,002 - 0,075 0,178**
D-Di -0,051 0,212** 0,013 0,075 - 0,123
™ 0,069 0,077 -0,010 0,178** 0,123 -
n = 216. Coeficiente de correlagdo e * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 entre os parametros hemostaticos
Tabela 30 — Correlacao de Pearson entre os parametros hemostaticos e bioquimicos
CT HDLc LDLc TG VLDLc Nao-HDLc APOA-I APOB APOB/APOA Lp(a) PCR-us
HCY 0,143* -0,092 0,090 0,104 0,192 0,170 0,009 0,319*** 0,242** -0,040 0,003
F1+2 0,078 0,058 0,048 0,093 0,056 0,056 -0,001 -0,008 0,016 0,069 0,033
PAI-1 -0,007 -0,138* -0,047 0,163* 0,206 0,041 -0,105 0,001 0,103 -0,072 0,141~
TAFI 0,199** -0,278*** 0,199** 0,346*** 0,267** 0,289*** -0,491*** 0,246™* 0,282*** 0,076 0,070
D-Di -0,109 0,019 -0,033 -0,171* -0,170* -0,112 -0,065 -0,158* -0,073 0,017 0,154
™ 0,029 -0,140* 0,079 0,054 0,043 0,076 -0,102 0,010 0,107 -0,025 -0,010

n = 216. Coeficiente de correlagdo e * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 entre os parametros hemostaticos e bioquimicos
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5.5.2 — Parametros hemostaticos entre os agrupamentos E2, E3 e E4 do polimorfismo
APOE

As Tabelas 31 e 32 apresentam os dados dos parametros hemostaticos e os
agrupamentos E2, E3 e E4 do polimorfismo APOE nos grupos normolipémico e

dislipidémico e entre todos os participantes do estudo, respectivamente.

Tabela 31 — Parametros hemostaticos e agrupamentos E2, E3 e E4 do polimorfismo APOE
nos grupos normolipémico e dislipidémico

Agrupamentos APOE
Grupos E2 (n=19) E3 (n=149) E4 (n=48) ¢]
HCY Normolipémico 11,3+2,9 11,1+£2,5 11,3+£2,5 0,929
Dislipidémico 11,5123 11,5+£3,5 10,6 +2,6 0,477
™ Normolipémico 3,1+£0,8 32+1,0 2,8+0,8 0,103
Dislipidémico 32+0,7 32+0,8 32+0,8 0,990

F1+2 Normolipémico ~ 211,0£#129,5 218,6+1142 176,9+63,5 0,123
Dislipidémico 188,5#63,4 222,5+87,2 203,4+88,5 0,387

D-Di Normolipémico ~ 263,9+128,6 262,5+106,1 265,8+184,1 0,814

Dislipidémico 232,3+152,3 235,6£118,0 215,0+112,1 0,870

PAI-1 Normolipémico 67,4+16,9 549+268 50,9+250 0,154
Dislipidémico 50,3 +23,9 73,9+123,8 58,4 +28,1 0,614

TAFI Normolipémico 73+1,3 75+15 72+1,6 0,646

Dislipidémico 9,5% +2,1 9,0°+16  83°%1,0 p<0,05

Os parametros hemostaticos estdo representados pelas médias e pelos desvios padrao. Os grupos
normolipémico (n = 107) e dislipidémico (n = 109). Agrupamento E2 (gendtipo €2€3) (normolipémico, n
= 9 e dislipidémico, n = 10). Agrupamento E3 (genétipo €3¢€3) (normolipémico, n = 72 e dislipidémico,
n = 77). Agrupamento E4 (gendétipos €3e4 e e4¢e4) (normolipémico, n = 26 e dislipidémico, n = 22).
Andlise estatistica: ANOVA seguida pelo teste Student-Newman-Keuls. p = diferenga entre os
agrupamentos E2, E3 e E4. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si significativamente ao
nivel de p < 0,05 pelo teste de SNK.



93

Tabela 32 — Parametros hemostaticos e agrupamentos E2, E3 e E4 do polimorfismo APOE
entre todos os participantes do estudo

E2 E3 E4
(n=19) (n=149) (n=48) P

HCY 11,4+25 11,3+3,0 11,0+25 0,740

™ 32+0,8 32%0,9 3,0+0,8 0,188
F1+2 199,2 +97,9 220,6 +100,8  189,1 + 76,3 0,059
D-Di 2473+138,6  248,6+1129  2425+1559 0,779
PAI-1 58,4 + 22,2 64,7 91,2 54,4 + 26,4 0,669
TAFI 8,5+2,1 83+1,7 77+15 0,094

Os parametros hemostaticos estdo representados pelas médias e pelos desvios padrao.
Agrupamento E2 (genétipo €2€3). Agrupamento E3 (gendtipo €3€3). Agrupamento E4 (genoétipos €3e4
e e4e4). Anadlise estatistica: ANOVA seguida pelo teste Student-Newman-Keuls. p = diferengas entre
0s agrupamentos E2, E3 e E4.

5.5.3 — Parametros hemostaticos entre os agrupamentos T e C do polimorfismo
APOAS5 -1131T>C

As Tabelas 33 e 34 apresentam os dados dos parametros hemostaticos e os
agrupamentos T (genotipo TT) e C (gendtipos TC e CC) do polimorfismo APOA5 -1131T>C
nos grupos normolipémico e dislipidémico e entre todos os participantes do estudo,

respectivamente.



Tabela 33 — Parametros hemostatico e agrupamentos T e C do polimorfismo APOAS -

1131T>C nos grupos normolipémico e dislipidémico

APOAS5 -1131T>C

Grupos Agrupamento T Agrupamento C o]

HCY Normolipémico 11,2+25 11,024 0,642
Dislipidémico 11,7 £ 3,7 11,0+ 2,7 0,256

™ Normolipémico 3,2+1,1 3,0+0,7 0,499
Dislipidémico 3,2+0,8 3,3+0,8 0,665

F1+2 Normolipémico 203,4 + 87,5 216,6 + 136,6 0,688
Dislipidémico 226,0 £ 99,9 205,4 +70,3 0,440

D-Di Normolipémico 249,5+1124 290,8 + 156,2 0,142
Dislipidémico 254,6 + 128,9 205,1 £ 101,6 0,016

PAI-1 Normolipémico 55,0 £ 23,8 55,1 £29,9 0,634
Dislipidémico 78,3 +149,7 59,9 + 27,8 0,951

TAFI Normolipémico 75+14 72+17 0,302
Dislipidémico 9,0+£1,6 8,7+1,6 0,375

Os parametros hemostaticos estéo representados pelas médias e pelos desvios padrao. Os grupos
normolipémico (n = 107) e dislipidémico (n = 108) compostos pelos agrupamentos T (normolipémico,
n = 71 e dislipidémico, n = 52), e C (normolipémico, n = 36 e dislipidémico, n = 56). Analise
estatistica: ANOVA seguida pelo teste Student-Newman-Keuls. p = diferencas entre os agrupamentos
TeC.

Tabela 34 — Parametros hemostaticos e agrupamentos T e C do polimorfismo APOA5 -
1131T>C entre todos os participantes do estudo

Agrupamento T (h=123) Agrupamento C (n=92) o]
HCY 11,4 £ 3,1 11,0+ 2,6 0,273
™ 3,2%+1,0 3,2+0,8 0,970
F1+2 213,0 £ 93,2 209,8 £101,0 0,909
D-Di 251,7 +119,2 238,7 +131,9 0,188
PAI-1 64,9 + 99,1 58,0 £ 28,7 0,887
TAFI 8,2+1,6 8,1+1,8 0,961

Os parametros hemostaticos estdo representados pelas médias e pelos desvios padrao. O grupo
contendo todos os participantes (n = 215) composto pelos agrupamentos T e C. Andlise estatistica:
ANOVA seguida pelo teste Student-Newman-Keuls. p = diferengas entre os agrupamentos T e C.
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6.1 — CARACTERIZACAO E FATORES DE RISCO DOS GRUPOS ESTUDADOS

O presente estudo envolvendo individuos dislipidémicos de ambos os sexos, € néo
em uso de tratamento hipolipemiante, e individuos normolipémicos, avaliou a presenca de
fatores de risco cardiovascular e o efeito dos polimorfismos APOE e APOA5 nas
concentracoes de lipides e lipoproteinas € nos niveis dos parametros hemostaticos. A
caracterizagdo dos grupos normolipémico e dislipidémico, quanto aos fatores de risco
cardiovascular, demonstrou diferenca significativa apenas para o IMC e hipertensao arterial
entre os dois grupos. A hipertensao arterial e o sobrepeso foram mais freqlientes entre os
pacientes dislipidémicos (Tabela 2). Da mesma forma, quando os participantes dos dois
grupos foram distribuidos por sexo (Tabelas 3 e 4) observou-se maior IMC, na faixa de
sobrepeso, e pressao arterial mais elevada tanto em mulheres quanto em homens
dislipidémicos, comparados aos normolipémicos do mesmo sexo. Para verificar a correlagao
do IMC com os parametros estudados, foi realizada a correlacdo de Pearson que mostrou
alguns coeficientes significativos, porém, todos de baixa magnitude (Tabela 5).

O excesso de peso e a dislipidemia aumentam o risco de doencgas cardiovasculares
ateroscleréticas. Os mecanismos pelos quais 0 aumento de peso contribui para a elevacao
da incidéncia de doencgas cardiovasculares sdo multiplos, entre estes, as alteragbes do
metabolismo de glicose e lipides (ARAUJO et al., 2005).

A importdncia da hipertensdo arterial sistémica (HAS) como fator de risco
cardiovascular, sua prevaléncia mundial aumentada e o aumento da probabilidade de
desfechos circulatérios fatais ou nao fatais, quando este fator esta associado a dislipidemia,
atestam a necessidade do conhecimento de sua ocorréncia, assim como, sua correlagao
com outros possiveis fatores potencialmente desencadeantes de eventos cardiocirculatérios
(JARDIM et al., 2007). No presente estudo, além de um significativo aumento de HAS entre
0s grupos normolipémico e dislipidémico, neste Ultimo grupo, foi observada uma prevaléncia
de HAS de 25% em homens (Tabela 3) e 31,7% em mulheres (Tabela 4). Vale a pena
ressaltar que desde a década de 1990, em diversos estudos regionais com a populagao
geral, baseando-se como ponto de corte os valores de 140/90 mmHg, a prevaléncia da HAS
vem se mantendo em torno desse percentual (MATOS et al., 2004; JARDIM et al., 2007;
NUNES FILHO et al., 2007). Os medicamentos mais utilizados pelos participantes do
presente estudo foram os anti-hipertensivos, em reflexo da importante prevaléncia de
hipertensdo, especialmente no grupo dislipidémico. Neste grupo, o uso de beta-
bloqueadores, diuréticos tiazidicos e inibidores da enzima conversora de angiotensina foi
significativamente mais elevado quando comparado ao grupo normolipémico (Tabela 6). Em
pacientes com hipertensdo moderada ou grave, é freqlientemente possivel controlar a
pressao sem produzir efeitos colaterais, como alteragées do metabolismo de lipides, através
da combinacdo de doses reduzidas de diferentes farmacos com mecanismos de agao
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complementares, em lugar de aumentar a dose de um Unico agente, cuja eficacia é
freqlientemente limitada pelos mecanismos hemostaticos (RANG et al., 2004). Como a
dislipidemia esta freqlientemente associada a HAS e também é um forte preditor de risco
para DAC, é vélido assumir que farmacos anti-hipertensivos ndo devam trazer efeitos
indesejaveis ao perfil lipidico (ALVES et al., 2004).

Neste estudo observou-se, também, que cerca de 50% dos participantes praticavam
exercicios fisicos pelo menos trés vezes por semana durante 40 minutos. A pratica de
exercicio foi similar nos grupos normolipémico e dislipidémico, inclusive quando os
participantes sdo agrupados por sexo. Sabe-se que o estilo de vida sedentario € um fator de
risco que concorre para o desenvolvimento da placa aterosclerética (PRADO & DANTAS,
2002). Atualmente, o exercicio fisico é considerado um grande aliado no combate as
dislipidemias, por promover um melhor funcionamento dos processos enzimaticos
envolvidos no metabolismo lipidico (PRADO & DANTAS, 2002).

Quanto a variavel tabagismo, foi observado neste estudo prevaléncia similar de
comportamento quanto ao uso de cigarros entre normolipémicos e dislipidémicos (Tabela 2),
inclusive quando estes foram separados com relacédo ao sexo (Tabelas 3 e 4).

O consumo de cigarros constitui um fator de risco independente bem estabelecido,
tanto em homens quanto em mulheres, no que se refere as doengas cardiovasculares. A
prevaléncia de tabagismo nos grupos avaliados foi semelhante aquelas descritas em outros
estudos realizados em areas urbanas do Brasil (MATOS et al., 2004; VIEBIG et al., 2006;
NUNES FILHO et al, 2007). O tabagismo na formacdo e na evolucdo da placa
aterosclerética é capaz de produzir lesées endoteliais de forma direta, induzindo a uma
maior oxidacao da LDL, com redugédo da producdao de HDL (VAPAATALO & MERVAALA,
2001; CANTOS et al., 2004).

Estudos prévios ja demonstraram que a ingestdo de 4&lcool pode afetar o
metabolismo lipoprotéico em diferentes vias metabdlicas (SIMONSSON et al., 2007).
Embora o consumo leve ou moderado de alcool, tenha sido relacionado a protegao contra o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e mortalidade, o risco dessas doencgas é
maior quando o consumo de alcool é alto. O efeito cardioprotetor atribuido ao consumo
regular de alcool em doses moderadas tem sido devido a elevagao dos niveis de HDLc e
APOA-I, bem como a capacidade de reduzir a agregacdo plaquetaria ou ao papel
antioxidante de substancias contidas em bebidas alcodlicas. O efeito maléfico do alto
consumo de alcool no perfil lipidico pode ser atribuido ao aumento nos niveis de TG
plasmaticos (RUIXING et al., 2007; SIMONSSON et al., 2007).

A maioria dos participantes avaliados neste trabalho relatou ndo consumir bebidas
alcodlicas habitualmente. A distribuicdo de etilismo foi semelhante nos dois grupos (Tabela
2), bem como entre homens normolipémicos e dislipidémicos (Tabela 3). Foi observado um
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menor consumo de bebidas alcodlicas entre as mulheres, especialmente quando se avalia
os individuos dislipidémicos agrupados por sexo (Tabelas 3 e 4). Um problema com relagao
ao consumo de alcool foi calcular as doses ingeridas diariamente ou semanalmente (gramas
de alcool), devido a dificuldade de quantificagdo por parte dos participantes. Dessa forma,
embora tenha sido encontrado 10,3% de consumidores diarios de alcool entre os individuos
dislipidémicos do sexo masculino (Tabela 3), é possivel que o consumo de bebidas
alcoodlicas esteja subestimado. Além disso, ndo foi possivel o acesso a maioria dos
resultados das provas de fungdo hepatica dos participantes, para referendar o alcoolismo.

No presente estudo, quando as mulheres foram avaliadas com relagdo a menopausa
foi observado que mais da metade daquelas do grupo com dislipidemia (53,7%) se
encontravam nessa condicdo, numero significativamente maior em relagdo ao grupo
normolipémico. Quanto ao uso de anticoncepcionais e terapia hormonal, os dados foram
similares entre as mulheres dos grupos normolipémico e dislipidémico.

Sabe-se, que mulheres na fase pré-menopausa apresentam menor incidéncia de
eventos ateroscleréticos em comparagao aos homens. Essa diferenga é reduzida depois da
menopausa, a qual é decorrente de alteragées hormonais que acompanham a menopausa,
particularmente por diminuicdo dos niveis plasmaticos do hormdnio estrogénio, o qual
exerce um grande impacto fisiologico (MATURANA et al., 2007).

Apesar da anadlise de alguns fatores de risco classicos para as doencas
cardiovasculares, outras variaveis sabidamente importantes ndo foram consideradas nesta
discussao, devido a falta de informagbes completas e confidveis nas fichas clinicas dos
pacientes. Dentre outros fatores importantes podem-se citar o tipo de dieta, a circunferéncia
abdominal e a medida da gordura corporal, a qual é considerada atualmente como avaliacao
mais adequada da morfologia corporal do que a medida do IMC.

6.2 — PERFIL LIPIDICO E APOLIPOPROTEINAS

A andlise da Tabela 7 mostra que as concentragdes dos parametros do perfil lipidico
convencional (CT, HDLc, LDLc e TG) foram diferentes entre os grupos normolipémico e
dislipidémico. Esses resultados eram esperados em virtude do préprio desenho do estudo,
onde foram considerados dislipidémicos os individuos que apresentaram niveis aumentados
de CT, LDLc e TG e niveis diminuidos de HDLc, de acordo com as recomendagdes das |l
Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e Prevencéao de Aterosclerose (SBC, 2001).

Os dados apresentados na Tabela 7 demonstram diferengas em alguns parametros
bioquimicos estudados, quando avaliados por sexo. Os niveis de HDLc e APOA-I foram
maiores em individuos do sexo feminino, enquanto os parametros TG, VLDLc, APOB e
indice APOB/APOA-I, se apresentaram mais elevados nos individuos do sexo masculino.
Dados semelhantes foram obtidos por BARBAGALLO et al., (2001) e FIEGENBAUM et al.,
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(2007), os quais justificaram estes resultados pela influéncia de horménios esteroides, uso
de contraceptivo oral e terapia de reposicdo hormonal no metabolismo das lipoproteinas
além do estilo de vida e hébito de fumar.

A determinacdo da concentracdo de LDLc desempenha um importante papel na
avaliagdo do risco cardiovascular e no controle clinico de pacientes (TREMBLAY et al.,
2005). Recentemente vérias pesquisas foram realizadas, na tentativa de adicionar as
avaliagbes tradicionais do perfil lipidico as determinagdes de APOB, APOA-I e célculo do
indice APOB/APOA-I, que foram destacados como eficientes marcadores de eventos
cardiovasculares futuros (SCHMIDT & FAGERBERG, 2008).

Varios trabalhos demonstraram a superioridade da determinacdo da APOB como
preditor de probabilidade de eventos cardiovasculares (SNIDERMAN & ROSENBLOOM,
2005). Curiosamente, o presente estudo, apesar de detectar diferentes niveis de LDLc e TG
entre os grupos estudados, nao observou diferencas nas concentracées de APOB. Como a
determinagdo da APOB esta associada ao numero de particulas lipoproteicas aterogénicas
que contém a molécula de APOB em sua estrutura, seria de se esperar diferentes valores
das médias entre individuos normolipémicos e dislipidémicos. Foi atribuido a APOA-I a
capacidade de avaliar o numero de particulas antiaterogénicas, por ser a principal
apolipoproteina constituinte da HDLc. Uma forte correlacdo inversa entre as concentragdes
de HDLc, APOA-I e risco de doencas cardiovasculares foram relatadas na literatura
(DULLENS et al., 2007; WALLDIUS & JUNGNER, 2007) Nos resultados ora apresentados,
os niveis HDLc e APOA-I foram mais elevados no grupo normolipémico, bem como nas
mulheres (Tablela 7).

Quando se considera apenas as concentracdes de APOB e APOA-I em relacdo a
discriminacdo de individuos normolipémicos e dislipidémicos, ndo foi observado nenhum
beneficio adicional em comparacao as determinagdes do perfil lipidico tradicional, apesar do
metabolismo das apolipoproteinas estar intimamente associado com o desenvolvimento da
aterosclerose. Por outro lado, foi observado que o indice APOB/APOA-I foi mais elevado no
grupo dislipidémico (0,57) (Tabela 7), porém com valor inferior aos indices sugeridos em
outros estudos em relagdo ao risco cardiovascular (WALLDIUS et al., 2006; SCHMIDT &
FAGERBERG 2008).

O indice APOB/APOA-I tem se apresentado como um parametro adicional e
importante na predicao de eventos cardiovasculares e prognéstico, sendo atualmente
considerado superior aos lipides, lipoproteinas e indices lipidicos convencionais
(WALLDIUS & JUNGNER, 2007; HOLME et al., 2008). Varios autores tém sugerido pontos
de corte para o indice APOB/APOA-I (WALLDIUS et al., 2004; MEISINGER et al., 2005;
WALLDIUS et al., 2006). Recentemente, SCHMIDT & FAGERBERG (2008) sugeriram que
individuos com indice APOB/APOA-I superiores a 0,63 tém o risco aumentado de
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desenvolvimento de placas ateroscleréticas nas artérias carétidas e femural. Como o
processo aterosclerético € insidioso e se inicia na infancia, havendo a necessidade de maior
conhecimento sobre o mecanismo relacionado a sua longa fase silenciosa que precede o
aparecimento dos eventos clinicos (SCHMIDT & FAGERBERG, 2008), torna-se necessario
estudos adicionais para ampliar o uso do indice APOB/APOA-I em diferentes populacdes e
nas varias patologias ateroscleréticas. Estes novos dados sobre o indice APOB/APOA-I
poderao contribuir para maior padronizacao € melhor interpretacdo desse parametro como
marcador de risco cardiovascular, podendo assim ampliar sua determinagcdo nas condutas
de prevencgao da aterosclerose.

Finalmente, a analise dos parametros bioquimicos em relacdo as faixas etarias,
inferior ou igual a 45 anos e superior a 45 anos, demonstrou dados semelhantes para todos
os parametros lipidicos, bem como para a PCRus. Além disso, também nao foram
observadas interagdes significativas entre grupos, sexos e faixas etarias em relagdo as

variaveis estudadas (Tabela 7).

6.3 — PARAMETROS BIOQUIMICOS E APOLIPOPROTEINA E
6.3.1 — Distribuicao da freqliéncia dos alelos e genétipos APOE

A freqUéncia dos alelos APOE é altamente heterogénea entre as diversas
populacdes estudadas (FUZIKAWA et al., 2007). Sob o ponto de vista clinico, a identificagcao
da presenca do alelo €4 é importante devido a sua associacao com elevados niveis de LDLc
(BERTOLINI et al., 2004; SOUSA et al., 2008a), com o risco de doencgas cardiovasculares
(COUDERC et al., 1998) e doenca de Alzheimer (IRIE et al., 2008). A ocorréncia do alelo €4
pode, portanto, contribuir para a variacdo de risco dessas doencas entre as diferentes
populacdes (BARBAGALLO et al., 2001; SVOBODOVA et al., 2007).

No presente estudo, a distribuicdo dos alelos €2, €3 e €4 foi homogénea entre os
grupos (Tabela 8), e ndo variou entre os individuos normolipémicos e dislipidémicos
avaliados por sexo (Tabelas 9 e 10). Nao foram observadas associa¢des entre a presenca
dos alelos APOE e risco de desenvolvimento de dislipidemias (Tabela 8), inclusive quando
avaliado por sexo (Tabelas 9 e 10). O alelo €3 foi detectado com maior freqiéncia na
populacao avaliada, o que esta de acordo com estudos prévios que revelam que este alelo é
o mais comum em todo o mundo (BARBAGALLO et al., 2001; PITSAVOS et al., 2005;
FUZIKAWA et al., 2007; GIASSAKIS et al., 2007; GRONROOS et al., 2007; GRANER et al.,
2008).

Em relacdo aos alelos €2 e €4, a literatura mostra diferencas na sua distribuicdo em
populacoes distintas. Estudos realizados na Europa, correlacionam a regiao norte com uma
alta freqiiéncia do alelo €4 e a regido sul com uma baixa freqiiéncia (BARBAGALLO et al.,
2001; PITSAVOS et al., 2005; GRONROOS et al., 2007; GRANER et al., 2008), apontando



101

o efeito da menor freqiéncia do alelo €4 como fator cardioprotetor na populagdo
mediterranea. As freqiiéncias mais elevadas do alelo €4 foram descritas na Finlandia
(GRONROOS et al., 2007; GRANER et al., 2008; GRONROOS et al., 2008), Tunisia (SAIDI
et al., 2007), Mongdlia (SVOBODOVA et al., 2007) e nativos da América do Sul (ANDRADE
et al., 2000). O alelo €2 é o menos freqlente (MALAVAZI et al., 2004; RAYGANI et al., 2006;
LEIVA et al., 2007), sendo completamente ausente em certas populacées, particularmente
em varias tribos indigenas da América do Sul (ANDRADE et al., 2000).

Nos ultimos anos, muitos estudos vém sendo realizados em varias regides do Brasil,
demonstrando uma distribuicdo similar entre os alelos APOE, comparados aos dados da
literatura para diferentes populagdes. Na regido sul, FIEGENBAUM et al. (2007) avaliaram
673 individuos saudaveis descendentes de europeus no Rio Grande do Sul. As freqUiéncias
encontradas para os alelos €2, €3 e €4 foram de 0,052, 0,808 e 0,140, respectivamente. Na
regido sudeste, FUZIKAWA et al. (2007) determinaram a freqiiéncia dos alelos APOE em
1.408 idosos (idade = 60 anos) na cidade de Bambui — MG. O alelo mais freqtiente foi €3
(0,800), seguidos pelos alelos €4 (0,135) e €2 (0,065). FRANCA et al. (2004) avaliaram 414
criangas saudaveis entre 5 e 15 anos de idade do Hospital Pediatrico de Recife — PE. As
freqliéncias dos alelos observadas foram €2 (0,066), €3 (0,770) e €4 (0,170). ANDRADE et
al. (2000) estudaram o polimorfismo APOE em algumas tribos da América do Sul,
encontrando uma distribuicao altamente heterogénea dos alelos APOE com um predominio
do alelo €3 (0,51 a 0,98), seguida dos alelos €4 (0 a 0,47) e €2 (0 a 0,04).

No presente estudo, quando foram analisadas as freqliéncias dos genétipos APOE
entre 0s grupos e sexos, observou-se que o gendtipo €3¢€3 foi o mais freqliente, seguido dos
genotipos €3e4, €2e3 e e4e4. Os gendtipos €22 e €2¢4 nao foram detectados entre os
participantes (Tabela 11,12 e 13).

Resultados similares foram descritos por MALAVAZI et al. (2004) que avaliaram 86
individuos infectados pelo HIV-1 atendidos em Araraquara-SP e em outro estudo
envolvendo pacientes com acidente vascular cerebral realizado em Sao José do Rio Preto-
SP (SOUZA et al., 2003). A freqiiéncia do gendtipo €2e2 em individuos ndo portadores de
DAC, no estudo realizado também em Sao José do Rio Preto-SP foi de 2% e de 1% para
eded (SOUZA et al., 2007). Em individuos dislipidémicos residentes em Ouro Preto-MG a
freqiéncia dos gendtipos €2¢2 e €4e¢4 no grupo de pacientes foi de 0% e 1,9%,
respectivamente, enquanto no grupo controle €2¢€2 foi 5,1% e €4¢4 foi 3,8% (MENDES-LANA
et al.,, 2007).

Dessa forma, os resultados ora apresentados para a distribuicdo dos alelos e
genétipos APOE na populagao residente na regiao sudeste do Brasil, se distribuiram de
modo semelhante aquelas observadas nas diversas regides brasileiras e em algumas
populagdes ocidentais, apesar da miscigenacao e das diferentes taxas de mortalidade por
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doencas cardiovasculares. Levando-se em consideracdo apenas a presenca do alelo €4 e
sua associagdo com o risco aumentado para aterosclerose e eventos cardiovasculares, 0s
dados do presente estudo ndo sugerem uma predisposicao genética da populagéo residente
na regiao metropolitana de Belo Horizonte-MG, para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares em comparacao a outras regides do Brasil.

6.3.2 — Efeito do polimorfismo APOE no perfil lipidico

Estudos prévios tém documentado uma associagao entre a variagdo dos niveis de
lipides, lipoproteinas e o polimorfismo APOE, em individuos normolipémicos, dislipidémicos
e em portadores de DAC (PEI et al., 2006; SOUZA et al., 2007). As variagbes do gene
APOE geram substituicdes dos residuos de cisteina ou arginina em dois sitios da seqiéncia
de aminoacidos da APOE3 (posicdes 112 e 158, respectivamente), formando as isoformas
E4 e E2, respectivamente (LUTHRA et al, 2002). Assim, as altera¢bes estruturais na
proteina conferem as trés isoformas da APOE diferentes afinidades pela familia dos
receptores de LDL, resultando em variagbes dos niveis de lipides e lipoproteinas
relacionados a um determinado fenétipo APOE (BALCERZYK et al., 2007). As isoformas E3
e E4 apresentam uma afinidade alta e similar, enquanto E2 apresenta somente 2% desta
afinidade (HATTERS et al., 2006).

O papel das variantes alélicas do gene APOE e seus diferentes efeitos no
metabolismo das lipoproteinas foi investigado em varias populacdes, devido a sua
correlagdo com a aterosclerose e o desenvolvimento de eventos cardiovasculares
(MENDES-LANA et al., 2007). Estudos epidemiolégicos descreveram que o polimorfismo
APOE determina as concentragfes plasméticas de LDLc influenciando em cerca de 8% a
11% as variagbes nos niveis de LDLc na populagdo em geral (MOZAS et al., 2003;
PITSAVOS et al., 2005) e aproximadamente 7% das variagées nos niveis de CT (SOUZA et
al., 2007).

Estudos recentes com individuos dislipidémicos tém demonstrado que o polimorfismo
APOE constitui um fator genético determinante nas variacées das concentragées de LDLc
em diversas populagdes (PEI et al., 2006; MENDES-LANNA et al., 2007). O alelo €2 tém
sido associado a concentragdes menores de CT e LDLc quando comparado aos alelos €3 e
€4 (MENDES-LANNA et al., 2007; SOUSA et al., 2007), enquanto que os portadores do
alelo €4 expressam uma tendéncia para concentracées mais altas de CT e LDLc do que
individuos homozigotos €3e3. Além disso, niveis elevados de TG estdo associados a
presenca dos alelos €2 e €4 em diferentes populagbes (MOOIJAART et al., 2006;
BALCERZYK et al., 2007; MENDES-LANA et al., 2007; TOPIC et al., 2008).

Varios mecanismos tém sido propostos para justificar a influéncia do polimorfismo da
APOE nas variagbes dos niveis lipidicos. A presenca do alelo €2, com menor afinidade de



103

ligacdo aos receptores de LDL, induziria uma reducdo da captacdo hepatica de particulas
remanescentes de VLDL e quilomicrons, com menor aporte de colesterol para o figado,
gerando uma supra regulacdo dos receptores especificos. Com o0 aumento da expressao
destes receptores, haveria uma maior captacao intracelular de LDL mediada pela ligagao da
APOB-100 aos receptores de LDL (MINIHANE et al., 2007; MURDOCH et al., 2007). Além
de uma maior expressao dos receptores hepaticos de LDL, é atribuida ao alelo €2 a baixa
taxa de conversdo de VLDL para LDL e diminuicdo da absorcdo intestinal de colesterol
(GRONROOS et al., 2007; MINIHANE et al., 2007). Neste contexto, individuos portadores
do alelo €4 apresentariam niveis aumentados de LDLc devido a sua alta afinidade ao
receptor de LDL, levando a uma competicdo entre as particulas ricas em TG contendo a
isoforma APOE4 e o LDLc, precedendo o aumento dos niveis de LDLc na circulagao devido
a sub regulacao hepatica dos receptores de LDL. Além disso, a presenca do alelo €4 esta
associada a uma maior eficiéncia na absorcéo intestinal do colesterol (GRONROOS et al.,
2007; MINIHANE et al., 2007; TAVINTHARAN et al., 2007; GRANER et al., 2008).

No presente estudo, foram observados niveis significativamente menores de CT,
LDLc e da fragcdo nao-HDLc no grupo normolipidémico, associados a presenca do alelo €2.
Para os demais parametros ndo foram observados efeitos dos alelos APOE nos grupos
normolipémico e dislipidémico (Tabela 14). Da mesma forma, nos agrupamentos E2, E3 e
E4, também nao foram observadas associacées entre o polimorfismo APOE e niveis dos
parametros bioquimicos avaliados (Tabela 15).

De modo semelhante aos dados ora apresentados, AKANJI et al. (2007) avaliando
individuos com DAC e controles saudaveis, observaram que a presenca do alelo €2 exerce
um efeito significativo nos niveis de lipides e lipoproteinas circulantes em controles
saudaveis, mas ndo em pacientes com DAC. Embora na literatura ja tenha sido descrita a
relacdo do alelo €2 e risco aterogénico diminuido (GIASSAKIS et al., 2007), este beneficio
nao foi detectado no estudo de AKANJI et al. (2007), o que poderia ser justificado, segundo
os autores, pela presenca de maior quantidade de particulas de LDL pequenas e densas em
pacientes com DAC, sugerindo risco aterogénico aumentado comparado com individuos
saudaveis.

O efeito da presenca do alelo €2, a qual poderia conferir aos seus portadores um
perfil lipidico ndo aterogénico, tém sido descrito em diversos grupos e populagdes. Em um
estudo de acompanhamento de estudantes jovens durante 21 anos, GRONROOS et al.,
(2007) observaram diferencas significativas nos niveis de HDLc, APOA-I e LDLc de acordo
com os alelos APOE. Jovens portadores do alelo €2 apresentavam niveis mais elevados de
HDLc e APOA-I, em ambos os sexos, e menores niveis de LDLc. Resultados semelhantes
também foram encontrados por ARAI et al. (2007) que avaliaram 2.267 individuos japoneses
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saudaveis. Além disso, os autores observaram uma tendéncia de elevacao nos niveis de TG
nos individuos com o genétipo €2¢2 apesar desse valor ndo ter alcancado diferenca
significativa, provavelmente pelos niveis de TG serem altamente variaveis.

Como relatado anteriormente, no presente estudo, ndo foi observada influéncia do
alelo €4 APOE nos niveis dos parametros lipidicos avaliados, tanto no grupo
normolipidémico quanto no dislipidémico (Tabela 14), bem como entre todos os individuos
dos agrupamentos E2, E3 e E4 da APOE (Tabela 15). Resultados semelhantes foram
descritos por PITSAVOS et al. (2005), os quais avaliaram a associagao dos niveis de lipides
e DAC em pacientes gregos com hipercolesterolemia familiar, nao tendo sido observado
nenhum efeito significativo do alelo €4 nas concentracbes das variaveis lipidicas nestes
individuos. A influéncia do alelo €4 no perfil lipidico, poderia estar relacionada nao somente
a variagao quantitativa dos niveis lipidicos, mas também a natureza das lipoproteinas. Além
disso, se poderia atribuir esta influéncia as alteragdes estruturais da isoforma E4 da APOE,
a qual ndo possui um grupamento sulfidril, fator de protegdo de oxidacdo e, dessa forma,
sao depuradas pelos receptores especificos com maior facilidade que lipoproteinas com as
isoformas E3 e E2, as quais apresentam um e dois grupos sulfidril, respectivamente
(HUMPHRIES et al., 2001; PITSAVOS et al., 2005).

Além de estudos conduzidos com individuos dislipidémicos e pacientes portadores
de DAC, grupos de individuos saudaveis e de pacientes portadores de outros eventos
ateroscleréticos tém sido avaliados com relagdo aos alelos APOE. Em trabalho realizado
com 1.176 mulheres dinamarquesas saudaveis, na pdés menopausa, foram observados
niveis mais elevados de CT, TG, LDLc e APOB entre as portadares do alelo €4, além da
associacdo com menor concentragdo de HDLc (BAGGER et al., 2007). Resultados
semelhantes foram descritos em estudo realizado com pacientes da Tunisia que sofreram
ataque cardiaco (SAIDI et al., 2007).

SOUZA et al. (2007) avaliaram a presenca de fatores de risco cardiovascular e o
efeito do gene APOE no perfil lipidico de individuos brasileiros com e sem DAC. Os autores
observaram que a presencga do alelo €4 nao influenciou significativamente os niveis lipidicos
no grupo com DAC, embora esses pacientes apresentassem um perfil aterogénico com
niveis reduzidos de HDLc e concentragcdes mais elevadas de CT, TG e LDLc. Também foi
observada nos pacientes com DAC, uma alta freqiiéncia de fatores de risco, os quais
poderiam ter exercido influéncia nos valores de lipides e lipoproteinas neste grupo. Por outro
lado, o grupo sem DAC, com freqiéncia reduzida de hipertensdo arterial, tabagismo
comparado com o grupo com DAC, apresentou niveis de LDLc elevados associados a

presenca do alelo ¢4 comparando se com o alelo €3.
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O presente trabalho com individuos dislipidémicos brasileiros também considerou
alguns fatores de risco cardiovascular na avaliagdo dos resultados. A andlise de regressao
logistica multivariada utilizando-se como variaveis independentes os alelos APOE e os
fatores de risco cardiovasculares avaliados demonstrou que nenhuma dessas variaveis foi
associada independentemente as dislipidemias.

Quando se busca na literatura dados sobre o efeito dos genoétipos APOE no perfil
lipidico, observa-se que apesar do alto grau de heterogeneidade observado entre trabalhos
com pequeno numero de participantes, principalmente relacionados a diferentes
localizagbes geograficas, desenho do estudo e tipo de publicacdo, pode-se observar um
resultado semelhante. BENNET et al. (2007) demonstraram através de metandlise uma
relacdo linear dos gendtipos APOE, quando ordenados em €2¢2, €2¢3, €2¢4, £33, £3¢4,
eded4, com elevagdes dos niveis de LDLc e risco coronariano. Os valores de LDLc foram
aproximadamente 30% menores em individuos com o genoétipo €22 em relagao ao gendtipo
gde4, uma diferenga comparavel com o beneficio obtido pelo uso de estatinas. Os autores
também descreveram que em comparagdo com o genétipo mais comum descrito em todas
as populagdes, €3¢3, os portadores do alelo €2 apresentavam uma reducdo de 20% do risco
coronariano, ao contrario de estimativas prévias que reportaram que os portadores do alelo
€2 sa0 neutros para o risco coronariano.

Devido a baixa freqtiéncia dos genoétipos €2€3 e e4€4 detectada no presente estudo,
além da auséncia de deteccao dos gendtipos €2€2 e €2¢4, nao foi possivel correlacionar
estes diferentes genétipos com o perfil lipidico dos participantes.

Uma avaliagdo global da literatura referente ao alelo €2, permite constatar em
diversas populacdes o efeito cardioprotetor da presenca deste alelo, embora o mecanismo
exato para conferir beneficios ao perfil lipidico seja entendido apenas parcialmente. Pode-se
atribuir ao alelo €2 uma ligagdo mais eficiente com a heparina, com ativacao do metabolismo
das lipoproteinas remanescentes através dos receptores proteoglicanos de sulfato de
heparan no figado e também uma maior ligacdo a particulas de HDLc enriquecidas com
fosfolipides, proporcionando aumento do transporte reverso do colesterol (BENNET et al.,
2007). Apesar da menor afinidade por receptores especificos o alelo €2 confere vantagens
ao perfil lipidico e a redugdo do risco coronariano, devido provavemente a uma supra
regulacao compensatoria dos receptores de LDL. Os diferentes efeitos dos genétipos APOE
no risco coronariano podem também ser explicados pela influéncia adicional de outras
varidveis como os niveis plasmaticos de APOE, APOA-I e APOB (BENNET et al., 2007).

MOOIJAART et al. (2006) avaliaram os niveis plasmaticos da APOE e o risco de
mortalidade cardiovascular em individuos idosos. Foi proposto por estes autores que o efeito
do polimorfismo do gene APOE no perfil lipidico seria ajustado pelas concentragbes de
APOE, e assim, poderia ter mascarado esta influéncia, justificando em parte, os dados
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contraditérios descritos na literatura, quando se avalia alelos APOE e suas associagdes com
o perfil lipidico. Um outro fator importante neste contexto, seria a heterogeneidade dos
grupos étnicos estudados, associadas a complexas interagcbes genes-genes e gene-
ambiente, que requerem cuidadosas consideracées quanto ao entendimento do papel das
variantes genéticas APOE nas dislipidemias e ao célculo de risco cardiovascular.

6.3.3 — Lipoproteina (a) e polimorfismo do gene APOE

Desde a descoberta do sistema da Lp (a) por BERG em 1963, essa lipoproteina tem
atraido muita atencdo como um fator de risco potencial para doengas cardiovasculares
ateroscleréticas (MURASE et al., 2007).

Embora numerosos estudos de caso-controle e outros prospectivos tenham indicado
uma associagdo entre concentracbes elevadas de Lp (a) e risco de doencgas
cardiovasculares, outros tém demonstrado resultados discrepantes (BOFFA et al., 2004;
BOGAVAC-STANOJEVIC et al, 2007). No grupo de individuos avaliados no presente
estudo, a Lp(a) ndo foi capaz de distinguir individuos normolipémicos e dislipidémicos,
inclusive quando estes foram distribuidos de acordo com os sexos e faixas etarias (Tabela
7). Este resultado esta em concordancia com os dados obtidos por LUKAS et al. (2007), os
quais estudaram 3.915 individuos portadores de dislipidemias e com presenca de outros
fatores de risco cardiovascular. Da mesma forma, entre individuos com e sem diabetes
mellitus tipo 2 que sofreram ataque cardiaco, a concentracdo média de Lp (a) ndo variou de
modo significativo embora os niveis de Lp (a) tenham sido altamente convergentes em
direcdo ao limite superior dos valores de referéncia da Lp (a) (HOLANDA et al., 2004).
Entretanto, LIMA et al. (2006) estudando pacientes com DAC, demonstraram que 0s niveis
de Lp(a) se apresentaram como um marcador capaz de distinguir pacientes portadores de
ateromatose grave, identificada por angiografia coronariana, e ndo portadores de
ateromatose, além de discriminar pacientes com diferentes graus de ateromatose. A
associagao importante entre Lp (a) e ateromatose coronariana reforga a preocupagéo dos
consensos americano, europeu e brasileiro em classifica-la, como marcador de risco
emergente e independente para DAC. SOFI et al. (2007) através de metandlise,
demonstraram uma associacao entre niveis elevados de Lp (a) e a ocorréncia de doencas
cardiovasculares ateroscleréticas, bem como enfatizaram a importancia de sua
determinagéao laboratorial como fator de risco emergente para os eventos cardiovasculares.

A associagao entre o polimorfismo APOE e os niveis plasmaticos de Lp (a) ndo estao
claramente definidos. Nenhuma influéncia do polimorfismo APOE sobre os niveis de Lp (a)
foi observada no presente estudo, tanto no grupo normolipidémico, quanto no grupo
dislipidémico, bem como na avaliacdo por agrupamentos E2, E3 e E4 (Tabelas 14 e 15).
Resultados semelhantes foram encontrados em pacientes com DAC no norte da india
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(LUTHRA et al., 2002) e em grupo de 160 individuos gémeos holandeses e seus pais
(BOOMSMA et al., 2000). Os ultimos autores observaram que somente 4% da variacao nos
niveis plasmaticos de Lp (a) pode ser atribuida ao locus APOE, sugerindo que outros
polimorfismos, como o da APO(a), também possam interferir nesta variacdo. Por outro lado,
uma forte associacao entre o genétipo APOE e os niveis plasmaticos de Lp (a) foi descrita
em uma populagao feminina de Copenhagen na Dinamarca, entretanto este efeito ndo foi
observado em homens. Foi sugerido que a variacdo dos niveis de Lp (a) associada com o
polimorfismo do gene APOE é sexo especifica e dependente do contexto (FRIKKE-
SCHMIDT et al., 2000). GRANER et al. (2008) destacaram que alguns dos efeitos da
variagdo genética APOE na aterosclerose das artérias carétidas e coronarias podem ser
mediados pela Lp (a), visto que a concentragéo de Lp (a) foi significativamente mais alta no
grupo de portadores do alelo €4 do que no grupo com o alelo €3.

Uma extensa andlise da literatura sustenta a hipotese de que no presente estudo os
niveis de Lp(a) ndo variaram em funcao dos alelos APOE, possivelmente, por influéncia de
diversos fatores como, desenho do estudo, coleta e estocagem das amostras e grande
variabilidade étnica da populagao brasileira com impacto na distribuicao dos niveis de Lp (a)
e tamanho das isoformas da APO(a). Entretanto, muitos estudos prospectivos da Ultima
década demonstraram que a elevacao dos niveis de Lp (a) constitui um preditor de eventos
cardiovasculares (LIMA et al., 2006; MURASE et al, 2007). Acredita-se que estudos
adicionais sejam importantes para trazer a luz novos conhecimentos para fundamentar
melhor a discussado sobre a inclusdo da Lp (a) como uma ferramenta potencial no auxilio a
clinica médica no acompanhamento de pacientes dislipidémicos e na avaliagdo de

desenvolvimento da aterosclerose.

6.3.4 — Proteina C reativa ultra-sensivel e polimorfismo do gene APOE

Recentes pesquisas com os componentes celulares e moleculares envolvidos no
desenvolvimento e na progressdo da aterosclerose tém demonstrado que esta doenca
cronica das artérias é de origem multifatorial e se trata de um processo dindmico e
inflamatério (VILLACORTA et al., 2007). A PCRus, considerada um marcador de inflamagao
sistémica, tem sido consistentemente associada ao risco cardiovascular e sua determinacao
tem se mostrado atil na estratificagdo do risco de eventos cardiovasculares (LIMA et al.,
2007d). Na classificagao de risco para evento cardiovascular futuro, os niveis de PCRus sao
considerados baixos quando inferiores a 1,0 mg/L, moderados, quando entre 1,0 e 3,0 mg/L
e elevados quando superiores a 3,0 mg/L (SBC, 2007).

A associacédo entre APOE, resposta inflamatéria e PCRus foi recentemente descrita,
tendo sido demonstrado que a variagdo genética no locus do gene APOE influéncia os
niveis de PCRus em pacientes com DAC (TZIAKAS et al., 2006).
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No presente estudo, foi observado homogeneidade nos valores da PCRus entre os
dois grupos, entre os sexos e faixas etarias (Tabela 7). Na grande maioria dos individuos
participantes, os niveis de PCRus se encontram dentro da faixa de risco considerada como
moderada. E importante ressaltar que os participantes foram rigorosamente avaliados
quanto a presenca de processos inflamatérios ou estados infecciosos que sao responsaveis
pela elevacdo dos niveis basais da PCR (SANTOS et al., 2003; DUARTE et al., 2005).
Quando foi avaliada a relagdo entre a PCRus e a presenca dos alelos APOE nao foram
encontradas diferencas nos valores desta variavel de acordo com os alelos, nos grupos
normolipidémico e dislipidémico, bem como, quando se comparou os agrupamentos E2, E3
e E4 (Tabelas 14 e 15). Entretanto, foi observada tendéncia a niveis mais baixos de PCRus
em individuos portadores do alelo €4 entre normolipémicos e dislipidémicos e nos
agrupamento da APOE.

Varios autores ja descreveram em diferentes populacdes a associacao entre niveis
mais baixos de PCRus € a presenca do alelo €4, em relacao aos portadores dos alelos €2 e
€3 (TZIAKAS et al., 2006; CACAO et al., 2007; SOUZA et al., 2007). Esse fato é inesperado
devido a conhecida associacdo entre o alelo €4, altos niveis de LDLc e aumento de risco
para eventos cardiovasculares. Por outro lado, este dado é importante e evidencia a
complexidade do célculo de risco cardiovascular e destaca a relevancia de uma
interpretacdo baseada na analise conjunta dos varios fatores genéticos e ambientais
envolvidos nesta avaliacao de risco.

RONTU et al. (2006) observaram em grupo de nonagenarias, que as mulheres
portadoras do alelo €4, apresentavam menor nivel de PCRus comparadas as nao portadoras
deste alelo. Uma associagao similar foi encontrada em familiares de pacientes com baixos
niveis de HDLc e em individuos normolipémicos da Finlandia (KAHRI et al., 2006). Outro
estudo, envolvendo 562 americanos descendentes de japoneses demonstrou uma relagao
significativa entre niveis de PCR e os alelos APOE, tendo sido observado niveis mais
elevados de PCRus entre os portadores do alelo €2 e valores semelhantes de PCR entre os
individuos homozigotos €3¢€3 € os portadores do alelo €4 (AUSTIN et al., 2004a). Embora, no
presente estudo, ndo tenha sido encontrado valores mais altos de PCRus nos portadores do
alelo €2, pode-se observar uma tendéncia a valores mais elevados entre os individuos do
grupo normolipidémico (Tabela 14) e entre os participantes do agrupamento E2 em relagao
a E3 e E4 (Tabela 15), inclusive com valores acima dos preconizados para a PCRus para a
identificacao de risco para evento cardiovascular futuro (SBC 2007).

Os mecanismos pelos quais o polimorfismo genético APOE poderia influenciar os
niveis plasmaticos de PCR n&o estdo claramente definidos na literatura. MARZ et al. (2004)
sugeriram uma teoria nao inflamatéria em estudo com individuos portadores e nao

portadores de DAC, devido a nao correlagao observada entre os niveis de fibrinogénio e a
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contagem global de leucécitos com o polimorfismo APOE. Um mecanismo proposto pelos
autores se baseia nos processos de producao, liberacio e catabolismo da PCR, os quais
estariam relacionados com a via do mevalonato no figado. Por outro lado, é conhecido que
os portadores do alelo €4 apresentam maior eficiéncia no processo de absorcao intestinal do
colesterol do que individuos portadores dos alelos €2 e €3. Além dessa caracteristica, a
presenca da isoforma APOE4 nas lipoproteinas ricas em TG confere a estas particulas
maior afinidade aos receptores de LDL, levando a aumento do fluxo de colesterol nos
hepatécitos. Como conseqiliéncia, a biossintese hepatica do colesterol e dos receptores de
LDL sao sub-reguladas. Como a via do mevalonato que produz o colesterol in vivo esta sub-
regulada em portadores do alelo €4, haveria a diminuicdo da producado de PCR. Efeito
similar foi observado em estudos que demonstraram que as estatinas afetam a via do
mevalonato reduzindo a biossintese de colesterol e também diminuindo os niveis de PCR
(RONTU et al., 2006).

Outros autores também tém especulado sobre as possiveis associacdes entre PCR e
presenca do alelo €é4. BACH-NGOHOU et al. (2001) e JUDSON et al. (2004) sugeriram que
o efeito protetor antiinflamatério poderia ser sobreposto pelo efeito deletério do alelo €4 nos
niveis dos parametros lipidicos. KAHRI et al. (2006) propuseram que as alteracdes nos
niveis das lipoproteinas que antecedem as mudancas inflamatérias poderiam explicar a
aterogenicidade do alelo €4. AUSTIN et al. (2004a) especularam que a PCR poderia se ligar
a fosfolipides presentes nas particulas de VLDL e, em menor grau, nas particulas de LDL.
Individuos com a isoforma APOE2 apresentam niveis mais elevados de VLDL do que
individuos com a isoforma APOE4, decorrente da influéncia da isoforma da APOE no
metabolismo das lipoproteinas. A PCR plasmatica tem uma meia vida de 19 horas e se a
lipoproteina ligada a PCR apresentar uma rapida depuracdo, conseqglientemente seria
menor o seu nivel plasmatico. Isso explica, em parte, a influéncia do polimorfismo APOE nos
niveis da PCR, ou seja, individuos com a isoforma E4 apresentam niveis de PCR menores,
provavelmente, devido a rapida metabolizacao das particulas de VLDL.

Embora a determinagdo da PCRus nao seja utilizada como marcador diagnéstico de
eventos cardiovasculares, pela sua baixa sensibilidade e seu pequeno poder preditivo
positivo (30% e 61%, respectivamente), seu valor normal praticamente exclui esse
diagnostico, pois apresenta uma boa sensibilidade e um excelente valor preditivo negativo
(80,4% e 96,7%, respectivamente) (DUARTE et al.,, 2005). Uma analise minuciosa da
literatura, permite concluir que a determinacdo da PCRus ndo agregou valor preditivo as
dosagens do CT e suas fragbes no calculo de risco cardiovascular entre individuos
normolipémicos e dislipidémicos e sua associagdo com o polimorfismo APOE requer
estudos adicionais.
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6.4 — PARAMETROS BIOQUIMICOS E POLIMORFISMO -171317>C DO GENE APOA5
6.4.1 — Distribuicao das freqiliéncias dos alelos e genotipos APOAS5

A dislipidemia consiste em um distirbio causado pela interagcdo de fatores genéticos
e ambientais. Devido as diferencas entre as diversas populacdes em estilo de vida como
dietas cal6ricas, inatividade fisica, tabagismo, bem como as informagdes genéticas, torna-se
importante examinar os polimorfismos genéticos em cada grupo étnico (YAMADA et al.,
2007a).

As freqliéncias dos alelos e genotipos descritas para o polimorfismo APOAS -
1131T>C sao restritas e heterogéneas entre as diversas populagdes. Nos Ultimos anos, a
presenca do alelo raro C vem sendo correlacionada com alteragdes nas concentragdes de
lipides, principalmente com niveis elevados de TG e diminuidos de HDLc. Assim, torna-se
de grande importancia a sua identificacdo em diferentes populagdes para a determinagéao da
susceptibilidade para a aterosclerose e DCV (VAN DER VLIET et al., 2002).

No presente estudo, pioneiro na investigacdo do polimorfismo APOAS5 -1131T7>C na
populagéao brasileira, as freqiiéncias dos alelos T e C entre todos os participantes estudados
foram de 0,770 e 0,230, respectivamente. Entre os grupos normolipémico e dislipidémico a
freqiiéncia do alelo C foi maior no grupo dislipidémico (p=0,019) (Tabela 16). Resultado
similar foi observado entre os pacientes dislipidémicos do sexo masculino (Tabela 17). No
entanto, entre as participantes do sexo feminino, tanto normolipémicas quanto
dislipidémicas, observou-se frequéncia similar do alelo C (Tabela 18). Resultados
semelhantes foram obtidos por PENNACCHIO et al. (2001), que reportaram uma freqiiéncia
aumentada do alelo C (0,16) em homens com niveis de TG acima do 90° percentil,
comparado com uma freqiéncia de 0,02 para homens com niveis de TG abaixo do 10°
percentil.

Outro dado interessante do presente estudo foi a identificacdo de associagao entre o
alelo C e aumento de cerca de duas vezes a susceptibilidade a dislipidemia na populacao
avaliada (OR=1,726, IC 95%: 1,095-2,721) (Tabela 16), efeito observado também entre os
participantes do sexo masculino (OR= 2,050, IC 95%: 1,042-4,023) (Tabela 17).

Esta associacdo entre a presenca do alelo C do gene APOAS e susceptibilidade a
dislipidemia foi descrita em pacientes espanhoéis portadores de hipertrigliceridemia grave
(HTG) (SOUSA et al., 2008b). Os autores observaram que a presenca do alelo C confere
elevado risco de HTG grave (OR= 4,079; IC 95% 2,019-8,241) nesta populacio.

As freqUiéncias dos genotipos TT, TC e CC, para todos os participantes reunidos em
um Unico grupo, foram de 57,2%, 39,5% e 3,3%, respectivamente. Quando foram analisadas
as freqiéncias dos gendtipos APOA5 no presente estudo observaram-se diferentes
distribuicbes para os genotipos TT e TC entre os dois grupos. O genoétipo TT foi mais

freqliente no grupo normolipémico e o gendtipo TC entre os pacientes dislipidémicos
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(Tabela 19). Na avaliacao por sexo, observou-se distribuicdo similar dos genétipos TC e CC
entre os individuos do sexo masculino (Tabela 20) e feminino (Tabela 21). PENNACCHIO et
al. (2001) encontraram em individuos do sexo masculino, com altos niveis de TG, uma
pronunciada expressao do gendtipo TC quando comparados com participantes com baixos
niveis de TG (29,9% versus 4,2%, respectivamente).

Varios trabalhos tém sido realizados em diferentes etnias e em grupos de pacientes
portadores de diversas patologias, para a determinacdo das freqléncias alélicas e
genotipicas, do polimorfismo APOAS -1131T>C, sendo as populagdes asiaticas as mais
estudadas e aquelas que apresentaram maior freqiiéncia do alelo C, entre as diferentes
populagdes (ENDO et al., 2002; AUSTIN et al., 2004b; Bl et al. 2004, CHIEN et al., 2008;
JANG et al., 2009). ENDO et al. (2002) determinaram as freqtiéncias dos trés gendtipos
APQOA5, TT, TC e CC, em 552 criangas japonesas entre 9 e 13 anos de idade, tendo
encontrado 40,8%, 47,6% e 11,6%, respectivamente, e freqiiéncias dos alelos T e C de
0,646 e 0,354, respectivamente. AUSTIN et al. (2004b) descreveram as freqiéncias dos
gendtipos em descendentes japoneses de 39,4%, 46,6% e 14,0% para os gendtipos TT, TC
e CC, respectivamente. Bl et al. (2004) avaliaram 312 chineses (209 homens e 103
mulheres) com DAC, e descreveram, neste grupo, distribuicdes dos genétipos TT (34,62%),
TC (50,96%) e CC (14,42%) e freqliéncias de 42,90%, 47,63% e 9,47%, respectivamente,
no grupo controle. Os autores demonstraram que a freqiéncia do alelo C foi
significativamente maior no grupo com DAC em relacdo ao grupo controle (p=0,04), sendo
que, o gendtipo CC foi associado com o risco duas vezes maior para desenvolvimento de
DAC. LI et al. (2004) determinaram as freqiiéncias dos alelos e gen6tipos APOA5 em 470
chineses voluntarios (236 sexo masculino e 234 sexo feminino), sendo encontradas
freqliéncias alélicas T e C de 0,349 e 0,651, respectivamente, enquanto que, as freqiéncias
dos gendétipos foram TT (40,4%), TC (49,4%) e CC (10,2%). CHIEN et al. (2008) avaliaram
293 individuos com hipertrigliceridemia no Taiwan, descrevendo freqiiéncias dos gendétipos
TT, TC e CC de 19,1%, 43,0% e 37,9%, respectivamente, significativamente diferentes das
freqiéncias dos genétipos TT (57,8%), TC (37,6%) e CC (4,6%) no grupo controle
(p<0,001). A presenca do alelo raro C foi associada com niveis elevados de TG (p<0,0001),
além de ter sido detectada uma associacao de risco de hipertrigliceridemia seis vezes maior
em portadores do alelo C (OR= 6,37; IC= 4,08-9,95; p<0,0001). Como descrito
anteriormente no presente estudo com a populagdo brasileira, a associagao entre o alelo C
e o gendtipo TC em dislipidémicos promoveu um aumento cerca de duas vezes a
susceptibilidade a dislipidemia (OR= 1,726, IC 95%: 1,095-2,721; OR= 2,082, IC 95%:
1,195-3,628; respectivamente) (Tabelas 16 e 19).

Como relatado, anteriormente, varios estudos tém determinado as freqiéncias dos

alelos e gendtipos do polimorfismo APOAS -1131T>C em caucasianos, africanos, hispanicos
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e em japoneses (PENNACCHIO et al, 2001; ENDO et al., 2002; NABIKA et al., 2002;
RIBALTA et al., 2002; TALMUD et al., 2002; KLOS et al., 2005; YAMADA et al., 2007b). Na
populagdo européia, um estudo envolvendo 2559 individuos normolipémicos (grupo
controle), correspondendo a 1% da populacdo de Praga — Republica Tcheca, as freqiiéncias
dos genotipos TT, TC e CC foram de 84,6%, 13,8% e 1,6%, respectivamente. Nesse estudo,
quando foram determinadas as freqUéncias dos gendtipos TC e CC em um grupo
constituido por 83 individuos com hipertrigliceridemia, foram encontradas freqiiéncias muito
elevadas de TC (27,7%) e CC (4,8%), em relagdo ao grupo controle (p<0,0001). Esses
dados demonstraram uma forte associagio entre o polimorfismo APOA5 -1131T>C e niveis
elevados de TG nesta populagdo (HORINEK et al., 2003). CHARRIERE et al (2008), na
Franga, trabalharam com 400 pacientes com diabetes mellitus tipo 2 divididos em dois
grupos: 130 pacientes com niveis desejaveis de TG e 270 com niveis aumentados de TG.
No grupo com niveis desejaveis de TG a freqiiéncia do genétipo TT foi de 90% e TC de
10%. O grupo com hipertrigliceridemia, as freqtiéncias dos genoétipos TT, TC e CC foram de
81,1%, 18,1% e 0,7%, respectivamente (p= 0,001).

Quando foram feitas comparacdes das freqliéncias alélicas e genotipicas entre
individuos normolipidémicos do presente estudo, com outros grupos normolipidémicos de
diversas populagbes descritas na literatura, foram observados resultados bastante
heterogéneos (HORINEK et al., 2003; AUSTIN et al., 2004b). A andlise da distribuicdo das
freqliéncias genotipicas entre os pacientes dislipidémicos mostra que o genoétipo TC,
apresentou maior similaridade de dados obtidos com a populacao asiatica (AUSTIN et al.,
2004b; Bl et al. 2004, JANG et al., 2009). Semelhantemente, as freqiiéncias do genétipo TC
apresentadas no presente estudo, JANG et al., (2009) avaliaram 741 coreanos com DAC e
741 individuos nao portadores de DAC (controles). As freqliéncias genétipicas para o grupo
de individuos sem DAC foram de 51,6%, 39,8% e 8,6 para os genétipos TT, TC e CC,
respectivamente e para o grupo com DAC foram encontradas freqliiéncias de 43,2%, 46,3%
e 10,5, respectivamente. Em relagcdo a baixa freqiéncia do genétipo CC em individuos
normolipémicos e dislipidémicos brasileiros, foram encontrados resultados similares em
individuos hipertrigliceridémicos de Praga na Republica Tcheca (HORINEK et al., 2003) e
em chineses do sexo masculino (BAUM et al., 2003).

Enfim, o presente estudo revelou que os participantes heterozigotos para o alelo raro
C do polimorfismo estudado sdo mais comuns em individuos dislipidémicos, sendo que, as
freqliéncias mais semelhantes aquelas ora apresentadas foram encontradas na populacao
asiatica (AUSTIN et al., 2004b; BI et al. 2004, JANG et al., 2009). Até o0 momento, nao
existem na literatura dados sobre o polimorfismo APOA5 -1131T>C na populagao brasileira,
para que sejam estabelecidas comparacoes entre as freqliéncias alélicas e genotipicas,
entre as diferentes regides do pais. Assim, o presente e, pioneiro, estudo torna-se de
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fundamental importancia por apresentar resultados sobre o gene APOAS5, o qual se encontra
associado com dislipidemia, aterosclerose e DCV, em vérios grupos étnicos.

6.4.2 — Efeito do polimorfismo do gene APOA5 nos parametros bioquimicos

Fatores genéticos e ambientais contribuem para a variabilidade dos niveis de lipides
plasmaticos, sendo um importante fator de risco para a aterosclerose (LI et al., 2004). Além
das freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo APOA5S -1131T>C, varios estudos
descreveram também a associacao entre a presencga do alelo C e niveis elevados de TG em
diferentes populagdes.

No estudo apresentado, foi investigado possivel efeito do polimorfismo APOAS5 -
11317>C nos parametros bioquimicos nos dois grupos estudados, bem como nos
agrupamentos T e C, dentro de cada grupo, ndo tendo sido observada influéncia do
polimorfismo em nenhum parametro avaliado (Tabela 22). Quando esta analise foi realizada
para todos os participantes nos agrupamentos T e C, observou-se associacdo entre a
presenga do alelo C e niveis mais elevados de CT, TG, VLDc e fragdo ndao-HDL, os quais
variaram cerca de 6%, 20%, 23% e 10% %, respectivamente (Tabela 23). Estes resultados
estdo de acordo com a literatura, na qual tem sido descrita a associacao entre o alelo C e
niveis aumentados de TG, independente da origem geografica ou doenca da populacao
examinada (TALMUD et al., 2004).

ENDO et al. (2002) em estudo com criangas japonesas, encontraram niveis de TG e
de HDLc maiores e menores, respectivamente, nas criangas portadoras dos genétipos TC e
CC (p=0,0001), quando comparados com as criangas com genétipo TT. Resultado similar foi
observado por CHARRIERE et al (2008), em estudo realizado com 400 franceses
portadores de diabetes mellitus tipo 2 (TG, p=0,034; HDLc, p<0,004). A associacao entre o
alelo C e niveis elevados de TG também foi descrita para a populacao hingara (MAASZ et
al., 2008), para homens chineses (BAUM et al., 2003) e para 5213 japoneses dislipidémicos
(YAMADA et al., 2007b).

EVANS et al. (2003) observaram que pacientes alemaes com hiperlipidemia
portadores do alelo C e com IMC acima de 25 kg/m? apresentavam niveis elevados de TG.
Esses resultados sugerem que o sobrepeso talvez atuasse como um fator de risco envolvido
na manifestagdo da influéncia do polimorfismo APOA5 -1131T>C nos niveis de TG.
Interacbes entre sobrepeso e variantes genéticas na determinagao dos niveis de TG tém
sido demonstradas para outros genes, por exemplo, da proteina de transferéncia do éster de
colesterol (CETP-TAQ1B) e no gene da lipoproteina lipase (S447X) (CHARRIERE et al,
2008; SMART et al., 2010).

Quando foram analisados, no presente estudo, os fatores de risco cardiovascular

pela analise de regressao logistica multivariada, tendo como variaveis independentes os
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alelos APOAS5 e os fatores de risco avaliados neste estudo, foi demonstrado que nenhuma
dessas variaveis foi associada independentemente as dislipidemias.

Como comentado anteriormente, no presente estudo nao foi observado nenhum
efeito dos gendtipos APOAS5 nos niveis de HDLc. Resultados semelhantes foram descritos
por RIBALTA et al. (2002) em individuos espanhéis com hiperlipidemia, PENNACCHIO et al.
(2001) em caucasianos e por AOUIZERAT et al. (2003) para a populacado norteamericana.
Os ultimos autores demonstraram a associacao apenas entre o alelo C e niveis elevados TG
e VLDLc. Por outro lado, estudos realizados com homens britanicos (TALMUD et al., 2002)
e criancas japonesas (ENDO et al., 2002), descreveram associagoes entre niveis diminuidos
de HDLc e o polimorfismo APOA5 -1131T>C. Esta controvérsia na literatura pode estar
relacionada a diferenca de sexos na expressao dessa associacao (JANG et al., 2009). A
esse respeito, EVANS et al. (2003) relataram que o efeito do polimorfismo APOA5 -1131T>C
na reducao do HDLc é menos acentuado em homens do que em mulheres. Portanto, uma
maior proporcao de homens em alguns estudos poderia explicar a auséncia de associacao
entre este polimorfismo e niveis de HDLc.

Em relagdo a influéncia do alelo C nos niveis plasmaticos de CT, os dados também
sao controversos. Esta associacao foi descrita para a populacao japonesa por NABIKA et al.
(2002). Por outro lado, também para a populacao japonesa (ENDO et al., 2002) e para
hiperlipidémicos alemaes (EVANS et al., 2003) nenhum efeito do alelo C foi observado nos
niveis de CT. Outros estudos serdo necessarios para se obter melhor compreensao sobre a
influéncia do alelo C nos niveis plasmaticos de HDLc e CT.

A partir dos dados obtidos por PENNACCHIO et al. (2001) que observaram que
camundongos com super expressao de APOA5 apresentavam niveis diminuidos de TG e
camundongos nocaute niveis aumentados de TG e, assumindo-se que o polimorfismo
APQOA5 -1131T>C esta associado com a perda de funcdo dessa apolipoproteina, varios
mecanismos especificos tém sido sugeridos, para elucidar a fungao da APOAS5 (LAI et al.,
2004).

Primeiramente, estudos demonstraram a supra regulacdo da APOA5 durante a
regeneracao do figado de camundongos, apés a hepatectomia parcial, sugerindo um papel
no controle da secregéo de TG (VAN DER VLIET et al, 2001). Posteriormente, estudos
sugeriram que a APOA5 poderia modular a sintese hepatica intracelular e/ou a secregao de
VLDLc (LI et al., 2004). Além disso, TALMUD et al. (2004) descreveram sobre a diminuicao
do catabolismo de TG e VLDLc associados a redugao dos niveis da APOAS5.

Acredita-se que a APOA5 esteja envolvida na regulagdo da atividade da lipase
lipoproteica ligada a proteoglicanos, dessa forma, facilitando a interagdo entre a enzima e as
lipoproteinas ricas em TG. Assim, na presenca de proteoglicanos, a APOA5 induz a um
aumento significativo e dose dependente da hidrélise mediada pela lipase lipoproteica de
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particulas ricas em TG (YOUNG & NICHOLLS, 2007; CHARRIERE et al., 2008; CHIEN et
al., 2008). Recentemente foi demonstrado que a APOAS5 pode, também, interagir com dois
membros da familia do receptor de LDL (LRP1 e SrLa), com um suposto aumento da
recaptura de lipoproteinas pelo figado (CHARRIERE et al., 2008; KLUGER et al., 2008).

Bl et al. (2004) demonstraram que a APOAS exibe alta afinidade, baixa elasticidade e
uma lenta cinética de ligacao a interfaces hidrofébicas, que podem retardar o agrupamento
de particulas ricas em TG. Além disso, em camundongos com APOA5 humana transgénica,
foi observada uma pronunciada diminuicao de VLDL. Pesquisas, in vitro, demonstraram que
a APOA5 recombinante pode interagir com a lipase lipoprotéica, aumentando
significativamente sua atividade. Dessa forma, pode haver uma reducao dos niveis de TG
por diminuicdo da sintese hepatica e aumento da depuracdo de VLDLc (Bl et al., 2004;
YAMADA et al., 2007b).

Varios mecanismos de acao estdo descritos na literatura para explicar a associacao
entre o polimorfismo APOA5 -1131T>C e os niveis de lipides, lipoproteinas plasmaticas e
DCV. LI et al. (2004) descreveram que este polimorfismo presente na regiao do promotor
proximal, ndo realiza a transcrigdo no sitio do fator de ligagcao, sugerindo que este sitio pode
nao ser funcional devido ao seu desequilibrio de ligacdo em relagdo a outros sitios
funcionais. Isto poderia explicar parcialmente a relagdo entre lipides, lipoproteinas e o
polimorfismo APOA5 -1131T>C. Além disso, as diferencas de informagdes genéticas entre
varios grupos étnicos fazem com que muitos SNPs tenham diferentes efeitos, sugerindo que
as discrepancias entre os estudos sejam justificados pelas diferengcas nas populagdes
estudadas e nas metodologias empregadas (LI et al., 2004).

Bl et al. (2004) relataram que como o polimorfismo -1131T>C esté localizado dentro
da regiao promotora do gene APOAS, uma possibilidade é que essa localizagdo pode gerar
um efeito na regulagdo da transcricido do gene, conseqlientemente afetando os niveis
plasmaticos de TG (SOUSA et al., 2008b), ou seja, este polimorfismo poderia ter um efeito
na sub regulacdo da transcri¢cdo, gerando concentragdes plasmaticas diminuidas de APOA5
e niveis aumentados de TG. A partir do conhecimento de que o uso de fibratos atua
reduzindo os niveis de TG, recentemente, foi identificado na regido promotora do gene
APOAS5 um fator de transcricdo nuclear denominado PPAR-a (peroxisome proliferator
actived receptor-alpha), responsavel pela regulacdo da transcricio da APOAS5, cuja
transmiss@o do sinal requer a participagdo do PPRE (Peroxisome Proliferator Response
Element). Os fibratos séo agonistas do PPAR-a (Bl et al., 2004; LAl et al., 2004; O’'BRIEN et
al., 2005; HEGELE & POLLEX, 2007; YAMADA et al., 2007a; SOUSA et al, 2008b).
Considerando-se, assim e, hipotetizando-se que o polimorfismo APOAS -1131T>C poderia
mudar a afinidade desse ou de outro elemento regulatério, este polimorfismo estaria assim,

precedendo a reducdo da expressao do gene (Bl et al., 2004). Outra proposicao seria que
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este polimorfismo se ligaria a uma variante funcional de um gene préximo, cujo produto
estaria envolvido na aterogénese, dessa forma, agindo como marcador para esse gene. O
polimorfismo APOC3 - 482C/T localizado dentro do elemento responsivo da insulina na
regido promotora do gene APOC3, tem sido considerado um candidato (CHARRIERE et al.,
2008; KISFALI et al., 2008). Estudos anteriores mostram que os polimorfismos APOAS -
1131T>C e APOCS3 - 482C/T estao em forte desequilibrio de ligagdo e o individuo portador
de ambos os haplétipos apresenta elevagdes significativas dos niveis de TG (Bl et al.,
2004).

Embora a exata fungdo fisioldgica da APOA5 permanega indeterminada, ha
explicagbes plausiveis de informag¢des acumuladas do metabolismo dos lipides plasmaticos
para a sua associacdo independente, com os niveis de TG, relacionada ao seu forte
desequilibrio de ligagao.

O presente estudo avaliou também a possivel influéncia do polimorfismo APOAS -
1131T>C nos niveis de Lp(a). Nenhuma associa¢do entre este polimorfismo e niveis de Lp
(a) foi observada nos grupos normolipémico e dislipidémico (Tabela 22), bem como entre
todos os participantes (Tabela 23), quando analisados pelos agrupamentos T e C. Apods
extensa busca de dados na literatura sobre o polimorfismo APOA5 -1131T>C e niveis de
Lp(a), verificou-se a auséncia de estudos. Mesmo assim, é interessante ressaltar a
importancia de estudos envolvendo a Lp (a) e o polimorfismo APOAS -1131T>C devido ao
seu potencial aterogénico de ambos os fatores (MURASE et al., 2007).

Niveis elevados de PCRus tém sido reconhecidos como marcadores inflamatérios de
doenca vascular aterotrombética (JANG et al., 2004). Em 2004, JANG et al., avaliando 158
homens nao obesos, detectaram niveis elevados de PCRus em portadores do alelo C, em
comparagao com individuos homozigotos TT, sugerindo uma ligagao entre o gene APOAS,
inflamagao e risco de DCV. Contrariamente, os dados ora apresentados para individuos
normolipémicos e dislipidémicos ndo demonstraram associagéo entre o alelo C e os niveis
de PCRus (Tabelas 22 e 23). Resultados semelhantes foram descritos por HUBACEK et al.
(2005) em estudo envolvendo 1.100 individuos caucasianos de Praga na Republica Tcheca.

Recentemente, HUANG et al. (2009) realizaram estudo com a populagao chinesa, o
qual demonstrou associacao entre as concentracbes plasmaticas de APOA5 e o perfil
lipidico em pacientes com sindromes coronarianas agudas (SCA). Estes autores
observaram uma correlagao negativa entre os niveis de APOA5 e TG (r= - 0,683; p<0,0001)
e nenhuma associagdo entre APOA5 e PCRus (r= 0,069; p= 0,79) no grupo controle.
Entretanto, no grupo de pacientes com SCA, observaram-se correlacbes positivas entre
niveis de APOAS e de TG (r = 0,642; p<0,0001) e entre niveis de APOA5 e de PCRus (r =
0,594; p<0,001). Esses resultados sugerem uma possivel associacdo entre inflamacao,
metabolismo da APOAS5 e niveis de TG em pacientes com SCA. Como os dados sao
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escassos, a associacdo APOA5 e PCRus devera ser melhor explorada em estudos futuros,
0s quais poderiam investigar a possivel participacdo da APOAS5 nos processos inflamatorios.

O impacto da presenga de uma variante genética em um individuo como fator de
risco na saude publica, depende ndo somente de seu efeito isolado, mas também da
freqliéncia do alelo na populacao estudada. Assim, os polimorfismos APOAS poderiam ser
importantes fatores na determinagao dos niveis de TG, VLDLc, CT e fragdo ndo-HDLc e de
doencas vasculares, especialmente no Brasil, onde o presente estudo descreveu alta
freqiiéncia do gendtipo TC em individuos dislipidémicos, e a associacdo do alelo C com
dislipidemia, como apresentado anteriormente. Esses primeiros dados obtidos para o
polimorfismo APOAS -1131T>C na populagéo brasileira, sinalizam para a necessidade de
realizacdo de estudos complementares envolvendo este e outros polimorfismos do gene
APQOA5 para investigar melhor a possivel utilizacdo destes marcadores genéticos na
avaliacao da susceptibilidade a dislipidemia, bem como na avaliacdo de seu potencial nas
estratégias e condutas de prevengédo de DCV (PENNACCHIO et al., 2001). Estudos futuros,
desenvolvidos em diferentes populagbes, certamente, delineardo a exata contribuicdo de
cada polimorfismo dentro do conjunto génico das apoproteinas
APOA1/APOC3/APOA4/APQOAS.

6.5 — ASSOCIACOES ENTRE OS POLIMORFISMOS DOS GENES APOE E APOAS5 -
1131T>C

As dislipidemias sdo consideradas distirbios metabdlicos de carater multifatorial,
estando seu desenvolvimento geralmente associado a interagdes entre fatores ambientais e
genéticos, e em alguns casos, através de interacbes entre genes. Varios estudos tém
avaliado as interagbes gene-gene envolvendo o polimorfismo APOA5 -1131T>C. Por
exemplo, a proximidade do gene APOA5 e o conjunto génico APOA4/APOC3/APOAT no
cromossomo 11 levanta a questao de que os efeitos hipertrigliceridémicos da APOAS seriam
reflexo do desequilibrio de ligacdo com outras variantes funcionais do gene APOCS3,
também envolvido na elevacao dos niveis de TG, ou seriam independentes deste (TALMUD
et al., 2002). A variante -482C>T da regido promotora do gene APOCS3 esta associada a
perda de regulacdo a resposta insulinica e ao conseqiiente aumento dos niveis de TG.
Analises haplotipicas demonstraram forte desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos
APQOA5 -1131T>C e APOC3 -482C>T, sugerindo que o haplétipo APOA5*2 nao seria o
causador em si da hipertrigliceridemia observada, mas seria provavelmente um marcador
para o verdadeiro responsavel, a variante APOC3 -482C>T (Bl et al., 2004; CHARRIERE et
al., 2008; KISFALI et al, 2008). Além disso, tem sido estudada a associagdo entre o0s
genétipos APOE e o polimorfismo APOA5 -1131T>C no desenvolvimento da
hipertrigliceridemia (EVANS et al., 2003).



118

Baseado na possibilidade de interacbes gene-gene para o desenvolvimento das
dislipidemias, o presente estudo realizou uma andlise conjunta para o risco de
desenvolvimento de dislipidemia associado aos diferentes alelos da APOE e os gendtipos
da APOAS. A proposta desta analise foi verificar se algum tipo das combinacgdes possiveis
entre os alelos €2 e €4 da APOE e os genétipos TT, TC e CC da APOAS5 resultaria em maior
predisposicdo ao desenvolvimento de dislipidemia entre os grupos estudados. Pode-se
observar nas Tabelas 24 e 25, que as combinagdes entre €2 e os trés gendtipos APOAS,
bem como as combinacoes €4 e os genotipos APOAS5, respectivamente, ndo se associaram
com risco de dislipidemia. Acredita-se, que um numero maior de participantes no estudo
poderia gerar um contingente amostral mais apropriado para estudos de interagbes entre

polimorfismos.

Poucos estudos exploraram a associagdo entre os genotipos APOE e APQAS.
Dentre estes, destacam-se dois trabalhos que avaliaram as combinactes entre APOE e as
variantes APOA5 -1131T>C (EVANS et al., 2003) e APOA5 SW19 (SCHAEFER et al. 2004)
em individuos hiperlipidémicos. Os autores concluiram que os polimorfismos S19W e -
1131T>C do gene APOA5 sao cofatores cruciais para o desenvolvimento de
hiperlipoproteinemia do tipo Il em individuos com o gendtipo €2¢2. Recentemente, em
estudo realizado na populagdo espanhola (SOUSA et al., 2008b), descreveu uma forte
associacao entre os alelos €2 APOE e C APOAS5, que conferiu aumento de sete vezes na
susceptibilidade ao desenvolvimento de hipertrigliceridemia grave, em relagao a combinagao
do alelo €4 com o alelo C.

Diante do pequeno numero de publicagbes envolvendo as interagdes entre os
polimorfismos APOE e APOA5 -1131T>C e sua relacdo com as dislipidemias seria
interessante uma maior caracterizacdo da populagdo brasileira, bem como em outras

populacoes.

6.6 —- PARAMETROS HEMOSTATICOS E MOLECULARES
6.6.1 Parametros hemostaticos e dislipidemias

A dislipidemia é um fator de risco bem estabelecido para a aterosclerose, bem como,
para o desenvolvimento de suas complicacdes. As alteragdes dos niveis de lipides tém sido
relacionadas a trombose pela modificacdo da atividade do endotélio, das plaquetas, das
proteinas da coagulagao e fatores fibrinoliticos (EITZMAN et al., 2000).

A atividade do sistema da coagulagdo sangliinea tem uma contribuicdo importante
na manifestacdo de eventos coronarianos agudos. Relatos de varios estudos sugerem que
marcadores de ativacdo endotelial, atividade da coagulagdo sanglinea e/ou fibrindlise
prejudicada desempenham um importante papel como indicadores de doencas
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cardiovasculares e sao preditores de um risco aumentado de eventos agudos,
especialmente em individuos abaixo de 60 anos de idade (GEORGIEVA et al., 2004).

Marcadores de atividade endotelial

A disfuncdo endotelial é considerada um passo precoce no desenvolvimento da
aterosclerose. E caracterizada pelo aumento da permeabilidade do endotélio, tendéncia
para vasoespasmo e trombose. As células endoteliais sintetizam e liberam moléculas com
impacto hemostético tais como FYW, TM, PAI-1 e t-PA. Embora nenhuma dessas moléculas
seja especifica das células endoteliais, seus niveis plasmaticos tém se mostrado
aumentados com o prejuizo endotelial e alguns autores sugerem que seus niveis
plasmaticos sejam considerados marcadores de disfuncdo endotelial (KARASEK et al,
2009). Além desses marcadores, a hiperhomocisteinemia tem sido associada a leséo de
células endoteliais, apesar de ndo estar claro qual o mecanismo fisiopatolégico na
aterotrombose (NEVES et al., 2004). Apesar disso, acredita-se que a hiperhomocisteinemia
desempenhe um importante papel no desenvolvimento da aterosclerose. Esta também tem
sido mencionada como um fator de risco para trombose venosa, DAC e ataque cardiaco
(STUHLINGER & STANGER, 2005). Niveis elevados de HCY podem ser de carater
genético, devido a polimorfismos ou mutagdes de enzimas envolvidas nessa via metabdlica
(RAHEMTULLAH & COTT, 2007) ou por fatores adquiridos, conseqiiente a deficiéncia de
vitamina B6, B12 ou acido folico, além de fatores como idade, sexo, estilo de vida e acao de
alguns farmacos (GRAVINA-TADDEI et al., 2005).

Em relacdo aos niveis plasmaticos de HCY no presente estudo, ndao foram
observadas diferencas entre os grupos normolipémicos e dislipidémicos. Entretanto, as
andlises entre os sexos e entre as duas faixas etarias avaliadas demonstraram niveis mais
elevados de HCY em individuos do sexo masculino e entre participantes com idade superior
a 45 anos (Tabela 26). Estes resultados estdo em concordancia com varios estudos
prospectivos realizados entre homens e mulheres de diferentes faixas etarias e patologias
(NEVES et al., 2004; GRAVINA-TADDEI et al., 2005). HARBOE-GONGALVES et al. (2005)
estudaram pacientes com acidente vascular isquémico, tendo sido encontrado niveis
plasmaticos de HCY mais elevados em homens € em pacientes com idade superior a 40
anos. Esses resultados foram justificados pelas diferencas das taxas de formacao de HCY
associada a maior sintese de creatina e a maior massa muscular encontrada em homens.
Também ¢é possivel que o estrogénio proporcione uma diminuicdo dos niveis de HCY
plasmaticos (HARBOE-GONGALVES et al., 2005; PIOVESAN et al., 2007).

No presente estudo, apesar da determinacao de HCY plasmatica nao ter contribuido
para distinglir individuos dislipidémicos de participantes normolipémicos, alguns estudos
envolvendo outras patologias foram capazes. BAHRI ef al., (2008) descreveram niveis de
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HCY 28,4% maiores em pacientes da Tunisia com DAC do que em controles, além de uma
relacéo linear com a gravidade da DAC. Ao contrario, MONTANO-LOZA et al., (2004) nao
encontraram diferengas significativas entre os niveis de HCY de pacientes com DAC e o
grupo controle.

PIOVESAN et al., (2007) demonstraram, em pacientes transplantados renais com
hipercolesterolemia, niveis elevados de HCY, em relagcdo aos transplantados sem
hipercolesterolemia. Além disso, encontraram uma correlacédo positiva e significativa entre
HCY e LDLc. No presente trabalho, foi encontrada uma correlagdo positiva, de média
magnitude, entre a HCY e APOB, principal constituinte das particulas de LDLc (Tabela 30).
GARCIA et al., (2007) ndo encontraram correlagéo entre os niveis de HCY e os paradmetros
lipidicos, em individuos com SCA, justificando as diferengcas entre os estudos pela
composicao étnica, defeitos genéticos nao avaliados e/ou fatores ambientais que poderiam
influenciar no metabolismo da HCY.

Dessa forma, os resultados encontrados no presente estudo nao permitem inferir
sobre possivel associagao entre dislipidemia e niveis de homocisteina. Uma discussdo mais
ampla, baseada nos niveis de HCY e possivel correlagdo com parametros lipidicos, poderia
estar melhor fundamentada com o conhecimento de dados sobre importantes fatores que
contribuem para o aumento dos niveis de homocisteina e que estdo associados a risco
cardiovascular e tromboético. Fatores como, diferencas nas caracteristicas das populacées
estudadas, habitos alimentares, uso de suplementos vitaminicos ou diferencas étnicas, que,
certamente, comprometem a avaliagdo dos niveis de HCY e, portanto, leva a resultados
controversos (GARCIA et al, 2007), justificam a realizacdo de pesquisas adicionais
envolvendo o assunto.

No presente estudo, foi demonstrada uma interagdo entre 0s grupos e sexos em
relacdo a TM (Tabela 26), ou seja, entre as participantes femininas, as dislipidémicas tém
niveis de TM superiores as normolipémicas (Tabela 27).

Varios estudos também nao detectaram elevagdes de TM em grupos de individuos
com hiperlipidemias (PUCCETTI et al., 2002; KARASEK et al., 2009) e grupo de individuos
hipercolesterolémicos (JOHN et al., 1999; VAYA et al., 1999). SCHUMACHER et al., (2002)
estudando pacientes com doencas cardiacas coronarianas (DCC) e controles saudaveis,
observaram que os niveis plasmaticos de TM nao foram capazes de discriminar 0s grupos
estudados, entretanto, foram encontrados niveis de TM aumentados em homens. Em estudo
realizado em pacientes com HAS, os niveis de TM foram maiores nestes individuos quando
comparados com o grupo controle (MATYSZKO & TYMCIO, 2008).

Ha varios resultados conflitantes envolvendo os niveis de TM, sendo que, alguns
estudos reportam uma associacdo positiva entre altas concentracdes de TM e diferentes
manifestacdes de aterosclerose, tais como, DCC e doenca arterial oclusiva periférica
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(TONSTAD et al., 2007). Por outro lado, outros estudos nao demonstraram associacao entre
elevacgo de TM e DCC ou doenca vascular periférica (PUCCETTI et al., 2002;
SCHUMACHER et al., 2002). Uma explicagdo possivel € que os niveis plasmaticos de TM
podem refletir ndo somente a lesdo endotelial, mas também a sua sintese aumentada,
portanto, podendo aumentar a sua propriedade anticoagulante da superficie das células
endoteliais. Entdo, altas concentracdes de TM em individuos saudaveis poderiam estar
associadas com um risco diminuido de DCC, por isso, alguns autores sugerem a TM como
um marcador de prejuizo microvascular, mas nido de macrovascular (KARASEK et al.,
2009).

Marcadores de hipercoagulabilidade

As determinacdes de fragmentos gerados quando zimogénos da coagulagdo sao
ativados, a partir de enzimas ativas ou de inibidores plasmaticos que ocorram naturalmente,
tém sido alvo de diversos estudos que investigam a patogénese e o possivel valor preditivo
do sistema hemostatico na progressao da aterosclerose. Os marcadores de ativagdo sao
bastante estaveis, circulam no plasma normal em baixas concentragbes e podem ser
usados como marcadores de ativagdo da coagulacdo ou de fibrindlise, em condigdes
clinicas em que ha suspeita de estado de hipercoagulabilidade, como nas dislipidemias, e
para se estudar o mecanismo regulador da hemostasia (LIMA et al., 2005).

No presente estudo, quando foram avaliados os marcadores de hipercoagulabilidade
F1+2 e D-Di entre os individuos normolipémicos e dislipidémicos, observou-se
homogeneidade dos dados para ambos os parametros (Tabela 26). No entanto, a avaliagao
por sexo demonstrou valores mais elevados de ambos os parametros entre as mulheres
(Tabela 26). Entre as faixas etarias observaram-se niveis mais altos de F1+2 entre os
participantes com idade superior a 45 anos (Tabela 26). Além disso, observou-se também
uma correlagao positiva, porém de baixa magnitude, entre F1+2 e D-Di (Tabela 29), similar
aquela descrita por PUCCETTI et al., (2002) para grupo de individuos hiperlipidémicos.

Semelhantemente aos resultados apresentados, DANGAS et al. (1999) descreveram
niveis mais elevados de F1+2 em mulheres hiperlipidémicas, justificados pelo status
hormonal. Em trabalho realizado por PUCCETTI et al. (2002) com individuos
hiperlipidémicos e por MATYSZKO & TYMCIO (2008) com individuos com HAS, o F1+2 foi
capaz de discriminar os pacientes em relagdo aos seus respectivos controles.

Uma maior atividade do sistema fibrinolitico através da determinacao do D-Di foi
observada em pacientes com eventos cardiovasculares (TREGOUET et al., 2009) e DAC
(IZAR et al., 2003). Similarmente, aos resultados do presente estudo, foram encontrados
valores homogéneos de D-Di em individuos hiperlipidémicos (DANGAS et al., 1999),
hipertensos (MATYSZKO & TYMCIO, 2008), pacientes com acromegalia (EREM et al.,
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2008) e mulheres gravidas com pré-eclampsia (ALACACIOGLU et al, 2004), e seus
respectivos controles.

Um grande nimero de estudos clinicos, com diversos grupos de pacientes com
doencas ateroscleroticas, tem mostrado niveis plasmaticos aumentados de F1+2 e D-Di
associados a gravidade da aterosclerose e risco aumentado de complicacbes vasculares.
Os niveis de F1+2 e D-Di tém aumentado com a idade e séao mais elevados em mulheres
(SPRONK et al., 2004).

Neste contexto, o fato de néo ter sido observadas elevacdes de F1+2 e D-Di no
grupo dislipidémico no presente estudo, mostra que, provavelmente, estes pacientes nao
possuem ainda, um grande comprometimento aterosclerético, justificando dessa maneira a
falta de poder discriminatério dos marcadores de hipercoagulabilidade. O fato de mulheres
terem apresentado niveis mais elevados dos dois parametros em relagcdo aos homens,
independente do perfil lipidico, poderia ser explicado, em parte, pelo possivel uso de terapia
hormonal, j& que é amplamente sabido que o uso de horménios favorece o estado de
hipercoagulabilidade (MATURANA et al.; 2007).

Marcadores de hipofibrindlise

A manutencdo da integridade vascular € um desafio critico para o organismo
multicelular. O sistema da coagulacao esta envolvido na prevencao da catastrofe da perda
de sangue seguida da lesdo vascular, enquanto o sistema fibrinolitico esta envolvido na
remocao do produto final do sistema da coagulagdo, o coagulo de fibrina, resultando na
reparagcado do tecido lesado. O equilibrio entre a atividade da coagulacdo e o sistema
fibrinolitico, permite o desenvolvimento de uma resposta hemostatica no sitio da lesdo. O
equilibrio entre essas atividades é estabelecido por mecanismos proprios de controle para o
respectivo sistema, tornando-se aparentemente aumentado pela comunicagdo entre os
sistemas. O desequilibrio pode preceder a tendéncia para a trombose ou a sangramentos
(BOFFA & KOSCHINSKY, 2007). Dentre as anormalidades hemostaticas envolvendo o
prejuizo da fibrindlise destacam-se as determinagdes dos niveis plasmaticos de PAI-1 e o
TAFI que fornece uma comunicacao explicita entre os sistemas da coagulacao e fibrindlise.

Varios estudos associam niveis aumentados de PAI-1 com o avango da
aterosclerose, novos eventos cardiovasculares, risco aumentado de aterotrombose, bem
como preditor de recorréncia de IAM (ASO et al.,, 2005; EREM et al., 2008). No presente
trabalho a determinagéo do inibidor direto da fibrindlise, PAI-1, ndo foi capaz de discriminar
individuos normolipémicos e dislipidémicos, sexos e faixa etaria, e de estabelecer interacoes
entre estes (Tabela 26). Resultados semelhantes foram encontrados para grupo de
individuos em prevengao primaria para DCV e seus controles, embora neste estudo os
niveis de PAI-1 tenham sido superiores em homens, provavelmente devido a terapia
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hormonal de mulheres na pés menopausa (JUHAN-VAGUE et al., 2000). Niveis elevados de
PAI-1 foram encontrados em pacientes com acromegalia (EREM et al., 2008), individuos
com hipertrigliceridemia (PUCCETTI et al., 2002; BROUWERS et al., 2008), hiperlipidemias
(KARASEK et al., 2009), obesos (DARVALL et al, 2007), pacientes com sindrome
metabdlica (ASO et al., 2005) e sepse (ZEERLEDER et al., 2006).

Para o marcador TAFIl, no presente trabalho foram observadas interacoes
significativas entre grupos e sexos (Tabela 26). Dentro do grupo de normolipémicos, os
individuos masculinos tém os niveis superiores de TAFI. Entre as participantes femininas, o
grupo de dislipidémicas tem os niveis mais elevados de TAFI (Tabela 28). Esse resultado
pode estar relacionado ao status hormonal das mulheres e o impacto sobre os niveis das
lipoproteinas (SANTAMARIA et al., 2003). As concentracdes de TAFI parecem ser
controladas por homonios esterdides. Resultados similares foram demonstrados em
mulheres na pdés menopausa, as quais exibem altos niveis de antigeno TAFI, reforcando as
questdes dos efeitos do estrogénio no controle de seus niveis circulantes (JUHAN-VAGUE
et al., 2000; BOFFA & KOSCHINSKY, 2007).

Os resultados da andlise de correlagdo entre os paramteros hemostaticos e
bioquimicos apresentados na Tabela 30, demonstram que o TAFI se correlacionou com
todos os parametros do perfil lipidico, destacando-se as correlagdes de média magnitude
com o TG (r= 0,346; p<0,001) e uma correlacdo negativa com a APOA-l (r= -0,491;
p<0,001). Correlagbes semelhantes foram encontradas em estudos com pacientes
portadores de diabetes mellitus tipo 2 (ASO et al., 2005), hiperlipidemia (PUCCETTI et al.,
2002; CERESA et al., 2006), HAS (MATYSZKO & TYMCIO, 2008) e DAC (TREGOUET et
al., 2009). Outros estudos também avaliaram as correlagdes entre TAFI e parametros
lipidicos. Assim, em 2004, SANTAMARIA et al. observaram um grupo de individuos
espanhois, com diversos fatores de risco para eventos cardiovasculares, que somente as
mulheres hipercolesterolémicas apresentavam niveis de TAFI significativamente maiores,
quando comparados com mulheres sem esse fator de risco cardiovascular. MONASTERIO
et al. (2003/2004) determinaram os niveis plasmaticos de TAFI em individuos saudaveis e
em pacientes com doencas vasculares, sendo que, entre os individuos saudaveis nao foram
encontradas diferencas entre sexos e idades nos niveis de TAFI. Entretanto, os pacientes
da unidade de terapia intensiva com sepse tinham niveis aumentados de TAFI, quando
comparados com o0 grupo sem sepse. Ao contrario, em alguns estudos, ndo foram
observados niveis elevados de TAFI, como em mulheres gravidas com pré-eclampsia
(ALACACIOGLU et al., 2004), pacientes com lupus eritematoso sistémico (RINGWALD et
al., 2007) e pacientes com sepse (ZEERLEDER et al., 2006).

Varios estudos clinicos tém investigado a possivel relacdo entre TAFI e eventos

cardiovasculares. Uma correlagao positiva foi encontrada entre os niveis de TAFI e risco de
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DAC (JUHAN-VAGUE et al., 2000), trombose venosa (VAN TILBURG et al., 2000), angina
de peito (SEGEV et al., 2004), ataque isquémico (SANTAMARIA et al., 2003) e trombose
arterial (CHEN et al., 2005). Entretanto, um estudo realizado por MELTZER et al. (2009)
revelou que niveis elevados de TAFI podem proteger contra IAM. Uma possivel explicacao
para esses resultados contraditérios € que os varios estudos usaram métodos diferentes
para a determinacdo de TAFI, dessa forma dificultando as comparag¢des entre os diversos
estudos. Atualmente, para a avaliacao dos niveis do antigeno TAFI, como suposto marcador
de eventos cardiovasculares, tem sido empregadas duas metodologias diferentes: testes
funcionais, que envolvem a conversao quantitativa de TAFI para a forma ativa, seguido da
determinagdo da atividade enzimatica com um substrato especifico; e por ensaio de
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) que é baseado no reconhecimento do antigeno
TAFI por anticorpos (MORANGE et al., 2005; CERESA et al., 2006; MELTZER et al., 2009).

No presente trabalho, realizou-se a determinagao dos niveis plasmaticos do antigeno
TAFI através do kit de ELISA VISULIZE ™ (Affinity Biological) para medida quantitativa. Este
método também foi empregado por ALACACIOGLU et al. (2004) na avaliacdo de pacientes
com pré-eclampsia e por MATYSZKO & TYMCIO (2008) em pacientes com HAS. Por outro
lado, outros autores utilizaram diferentes metodologias para a determinacdo do TAFI. Assim,
PUCCETTI et al. (2002) e SANTAMARIA et al. (2003), baseado na ativagdo de TAFI pelo
complexo trombina-trombomodulina, mediram a atividade de TAFI com o substrato hipuril-
arginina. VAN TILBURG et al. (2000) avaliaram os niveis plasmaticos de TAFI por
eletroimunoensaio. Um conjunto de reagentes comercial (Milan Analytica), baseado na
afinidade de anti-TAFI IgG de carneiro purificado, foi usada em estudos realizados por
JUHAN-VAGUE et al. (2000) e ZEERLEDER et al. (2006). MONASTERIO et al., (2003/2004)
obtiveram resultados com outro conjunto de reagentes comercial (Zymutest TAFI antigen) da
Hyphen Biomed. SEGEV et al. (2004) e CHEN et al. (2005) determinaram o antigeno TAFI
através de ELISA com um conjunto de reagentes comercial da America Diagnostica.

Além disso, deve ser salientado que em muitos desses estudos foram empregados
testes imunolégicos que nao foram validados para a suposta reatividade diferencial entre as
diversas isoformas e fragmentos de TAFI. Portanto, ndo pode ser excluido que niveis de
TAFI aparentemente aumentados ou diminuidos, associados com estados de doencgas
particulares podem nao ser induzidos por diferencas nos niveis da proteina TAFI total, mas
para diferencas nas isoformas ou diferentes graus de ativagdo (CERESA et al., 2006). A
esse respeito, estudos recentes revelaram um fenémeno sugerindo que nao é a quantidade
total de proteina TAFI, mas a quantidade de TAFI ativado que pode desempenhar o papel
critico interferindo na fibrindlise (CERESA et al., 2006; TREGOUET et al., 2009). Dessa
forma, é essencial que a comparacdao dos dados dos diferentes estudos, com posterior
interpretacéo, seja feita a luz de resultados obtidos por métodos equivalentes.
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Alguns estudos demonstraram que a reatividade da maioria dos ensaios disponiveis
é parcialmente dependente do polimorfismo 1040C/T Thr 325 lle, destacando dessa forma a
necessidade de maior atencao na interpretacao dos niveis de antigeno TAFI (MELTZER et
al., 2009). Baseado em estudos recentes sobre o polimorfismo do gene do TAFI, a mutacao
de ponto desse gene poderia gerar mudancgas estruturais na molécula de TAFI, dificultando
seu reconhecimento pelos anticorpos de diferentes reagentes, e alterando as propriedades
antifibrinoliticas (MONASTERIO et al.,, 2003/2004). MORANGE et al. (2005) determinaram
os niveis plasmaticos de TAFI através de dois conjuntos de reagentes por metodologia de
ELISA, sendo um destes sensivel ao polimorfismo Thr 325 lle (Milan, analytica, La Roche,
Switzerland) e o outro, insensivel a isoforma de TAFI Thr 325 lle (TAFI 1B, Diagnostica
Stago, Asniere, France). Os autores observaram uma fraca correlagdo entre os niveis de
TAFI medidos pelos diferentes reagentes (r = 0,40; p < 0,001). E possivel que diferentes
gendtipos tenham maior influéncia sobre os testes imunoenzimaticos e de atividade do que
sobre os individuos e as patologias (BOFFA & KOSCHINSKY, 2007). Além disso, a
caracterizagdo dos ensaios imunoldgicos é também muito ambigua por que o TAFI pode
ocorrer em diferentes formas. In vivo, a ativagdo da proenzima TAFI| de 56 kDa para TAFI
ativado (TAFIla) de 36 kDa pelo complexo trombina-trombomodulina promove a liberagéo de
um peptideo de ativagdo de 20 kDa (TAFI-AP) do dominio catalitico. Subsequentemente,
TAFla é inativado através de uma mudanga de conformagao para a forma inativa (TAFlai),
seguida de uma clivagem proteolitica resultando em fragmentos de 25 kDa e 11 kDa
(TREGOUET et al., 2009). Portanto, ha necessidade de melhor caracterizagdo de métodos
por imunoensaios para a avaliacao dos niveis de diferentes formas de TAFI (CERESA et al.,
2006).

CERESA et al. (2006) empregando testes que avaliaram varias fracbes de TAFI,
observaram altos niveis plasmaticos de TAFI-AP e TAFla em individuos com hiperlipidemia,
comparados com individuos normolipémicos. Além disso, ndo houve associacio entre os
niveis de antigeno TAFI e hiperlipidemia, sugerindo que ha um estado de ativagao
aumentada em hiperlipidémicos. Esses resultados evidenciam a necessidade de medidas do
grau de ativagdo de TAFI, como um parametro mais relevante na pesquisa envolvendo a
associacao dos niveis plasmaticos de TAFI e risco para DCV. Em outro estudo, foram
observados em pacientes com trombose arterial prematura, niveis mais elevados de TAFlai,
e niveis similares de antigeno TAFI, TAFI-AP e TAFla comparados ao grupo controle
(BRUIJNE et al., 2009).

Varios polimorfismos do gene do TAFI tém sido descritos, com forte desequilibrio de
ligacado, associados aos niveis de antigeno TAFI, sugerindo que os niveis plasmaticos de
antigeno TAFI teriam forte controle genético. O SNP 1040C/T Thr 325 lle é de interesse

particular por estar associado com uma maior estabilidade e maior potencial antifibrinolitico
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(GUIMARAES et al., 2005). SEGEV et al., (2004) avaliando pacientes com angina de peito
estavel, submetidos a intervencdo coronariana percutanea (PCI), observaram que os
portadores do gendétipo TT (lle/lle) estavam associados a niveis mais baixos de antigeno
TAFI e menores taxas de restenose apés a PCl, enquanto, os portadores do genétipo CC
foram associados a maiores niveis de antigeno TAFlI e um aumento de 60% do efeito
antifibrinolitico.

Além das possibilidades mencionadas anteriormente, os resultados contraditérios em
relagdo ao TAFI podem ser explicados por seus dois efeitos opostos no desenvolvimento de
eventos cardiovasculares. Enquanto a associagdo de altos niveis de TAFI e DCV pode ser
resultado do estado hipofibrinolitico, a associacdo entre baixos niveis de TAFI e DCV pode
ser explicada pelo defeito na regulacdo da inflamacéao (SUCKER et al., 2006; MELTZER et
al., 2009).

O estudo de caso-controle SMILE (Study of Myocardial Infarctions Leiden),
demonstrou que individuos com baixos niveis de TAFI, medidos por um teste funcional,
apresentavam risco aumentado do primeiro IAM comparado com aqueles que tinham niveis
altos de TAFI. Esses resultados nao sao esperados devido ao papel do TAFI na fibrindlise.
Entretanto, como a inflamagdo desempenha um importante papel no desenvolvimento da
aterosclerose e trombose arterial, ndo é improvavel que niveis aumentados de TAFI possa
diminuir o risco de infarto do miocardio, pela diminuicdo da resposta inflamatéria. Esses dois
efeitos opostos podem também justificar os resultados conflitantes de TAFI e trombose
venosa. Considerando que o processo inflamatério € menos importante em doencgas
venosas, ha consistente relacdo entre altos niveis de TAFI e risco de trombose venosa
(MELTZER et al., 2009).

No presente estudo foi observada correlacao entre niveis de TAFI e os paradmetros
do perfil lipidico, a exceg¢ao da LP(a), sugerindo que a dislipidemia exerce algum efeito na
sintese de TAFI, o que poderia ter algum impacto sobre o status hemostatico.

Cumpre ressaltar que, no futuro, a determinacdo dos niveis de TAFI podera
contribuir na optimizagao de tratamentos em pacientes com doengas vasculares, através da
inibicdo farmacolégica da via do TAFI, constituindo uma nova estratégia de prevencao de
trombose, ou aumentando a eficacia da terapia trombolitica (MONASTERIO et al,
2003/2004). Contrariamente, a estimulagao da via do TAFI poderia ser um meio para limitar
as complicagdes da hemofilia (BOFFA & KOSCHINSKY, 2007).

6.6.2 Parametros hemostaticos e polimorfismos dos genes APOE e APOA5
A dislipidemia tem uma participagdo importante na génese das DCV, assim como
participagdo de mecanismos hemostaticos na formacao da placa aterosclerética e de

trombos. Como os polimorfismos das apoproteinas influenciam o metabolismo de
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lipoproteinas, alguns estudos tém correlacionado os niveis plasmaticos de marcadores
hemostaticos com estes polimorfismos. Infelizmente, apds extensa pesquisa na literatura,
observou-se que estudos sobre os polimorfismos da APOE e parametros hemostaticos sao
escassos e, com relacdo a APOA5, nao foi encontrado qualquer estudo. Portanto, a
influéncia dos diferentes gendétipos da APOE e do polimorfismo APOA5 -1131T>C nesse
processo permanece ainda desconhecida.

No presente trabalho, a analise da Tabela 31 demonstra que os alelos APOE
distribuidos nos agrupamentos E2, E3 e E4, ndo influenciaram os niveis dos parametros
hemostaticos avaliados, nos grupos normolipémico e dislipidémico, a exceg¢éao do efeito do
alelo €2 sobre os niveis de TAFI no grupo dislipidémico, mais elevados em relacédo ao alelo
€4 . Da mesma forma, nenhuma associacao entre alelos APOE e parametros hemostaticos
foi observada quando todos os participantes foram divididos nos agrupamentos E2, E3 e E4
(Tabela 32). Com relacdo a analise dos parametros hemostaticos nos agrupamentos T e C
do polimorfismo APOA5, nos grupos normolipémico e dislipidémico, ndo se observaram
efeitos do polimorfismo nos niveis dos parametros avaliados, a excecao da associagao entre
a presenca do alelo T e niveis mais elevados de D-DI no grupo dispilidémico (Tabela 33). A
mesma avaliagao, porém entre todos os participantes, por agrupamentos T e C, demonstra
que nao houve efeito do polimorfismo APOA5 nos niveis dos parametros hemostéaticos
(Tabela 34).

Em relacao aos niveis de PAI-1, em trabalho realizado por BROUWERS et al. (2008)
com pacientes hipertrigliceridémicos, foi descrito associagdo entre a presenga do genétipo
APOE €2¢€2 e niveis mais baixos deste marcador. Segundo os autores, isto se justifica pelo
fato de que as particulas de VLDLc podem estimular a secrecao de PAI-1 pelas células
endoteliais, sendo esse processo dependente da interagdo das particulas de VLDL com o
receptor de LDL. Portanto, como os pacientes com o gendétipo €2€2 apresentam baixa
afinidade de ligagédo ao receptor de LDL, os niveis de PAI-1 se encontram 20% menores nos
pacientes com hipetrigliceridemia. Com justificativa similar, ALDAMIZ-ECHEVARRIA et al.
(2003) demonstraram niveis plasmaticos de PAI-1 mais elevados em pacientes
transplantados renais, portadores do genétipo €3¢4 em comparagcdo aos pacientes
homozigotos €3¢3.

Uma extensa busca na literatura de estudos sobre os polimorfismos das
apolipoproteinas associados aos parametros hemostaticos mostra a escassez de dados e,
assim, pouco se conhece sobre a influéncia de marcadores genéticos de dislipidemias na
hemostasia. Neste contexto, um maior conhecimento sobre os genes APOE e APOAS e
seus efeitos na hemostasia poderia ser trazido a luz, através de estudos prospectivos
conduzidos em individuos dislipidémicos, bem como em outras patologias, para elucidar o
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impacto dessas variantes genéticas sobre os parametros hemostaticos associados ao
desenvolvimento das DCV.

6.7 — CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Atualmente, sao inimeras as linhas de pesquisas internacionais sobre risco
cardiovascular. Numerosos estudos estdo sendo realizados em todo o mundo, na busca das
bases moleculares das doengas cardiovasculares, de novos fatores de risco e de seus
papéis especificos no desenvolvimento da aterosclerose, para identificacdo desta, em fase
pré-clinica. Estudos epidemioldgico-clinicos estdo sendo conduzidos na busca de
identificacdo de variantes genéticas associadas as dislipidemias, diabetes mellitus, HAS,
estados de hipercoagulabilidade, entre outras condigcbes. Dessa forma, é importante
considerar a evolugdo de estudos ao longo das ultimas décadas, para se obter maior
entendimento das caracteristicas individuais e ambientais relacionadas com maior
probabilidade de doenca cardiovascular. Neste contexto, é importante a identificacdo de
fatores de risco classicos, como histérico familiar, dislipidemias, tabagismo, HAS, obesidade,
sedentarismo, diabetes mellitus, dentre outros, e também de outras situagdes importantes
como etilismo, gordura abdominal, os quais estdo fortemente relacionados com a
aterosclerose e suas manifestagdes clinicas. Nas condutas de prevencao, evolucao e
tratamento de doencas ateroscleroticas é importante destacar, a necessidade de melhorias
no controle dos fatores de risco modificaveis, com intervengdo severa nos habitos de vida e
adocao de medidas terapéuticas adequadas para se obter um declinio do nimero de casos
de DCV.

Finalmente, o presente estudo envolvendo a identificagcdo dos polimorfismos APOE e
APQOA5 -1131T>C em individuos normolipémicos e dislipidémicos, e suas associacées com
parametros lipidicos e hemostaticos, se propbs a ampliar o conhecimento sobre o gene
APOE, bem como apresentar de forma inédita dados sobre o gene APOA5, em nosso meio.
Espera-se que este estudo suscite o espirito investigador de estudiosos da area e traga
oportunidades de interagcdes entre pesquisadores, para o desenvolvimento de outros
projetos envolvendo o metabolismo lipidico e as multiplas associacbes entre os diversos
marcadores bioquimicos, hemostaticos e genéticos envolvidos na aterosclerose.

A partir do presente trabalho, o grupo de estudos dos Laboratérios de Hematologia
Clinica, Bioquimica Clinica e Biologia Molecular pretende ampliar a genotipagem para outros
polimorfismos APOA5 e APOC3, sendo que o polimorfismo APOA5 SW19, ja esta sendo
estudado em pacientes diabéticos. Além disso, esta prevista para breve a determinacao de
marcadores de inflamacdo através de parcerias com outros pesquisadores e a
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implementacao de técnicas para a investigacao das freqliiéncias dos polimorfismos de TAFI,
dando seguimento aos estudos com pacientes dislipidémicos e outras doencas.
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7-CONCLUSOES
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Apo6s a analise, discussao e interpretacdo dos resultados obtidos no presente estudo,

pode-se concluir que:

e As concentragdes de APOB, APOA-I e o indice APOB/APOA-I ndo foram capazes de
discriminar individuos normolipémicos e dislipidémicos, nao trazendo qualquer

beneficio adicional em comparagéo as determinagées do perfil lipidico tradicional.

e As freqliéncias dos alelos e genétipos APOE na regiao metropolitana de Belo
Horizonte-MG sao similares entre individuos normolipémicos e dislipidémicos, e
também semelhantes as freqiiéncias observadas em outras regides brasileiras, bem

como em algumas populacdes ocidentais.

e O polimorfismo APOE exerceu influéncia sobre os parametros bioquimicos CT, LDLc
e fragdo ndo-HDLc, somente entre os individuos normolipémicos. Os alelos APOE
ndo se associaram ao aumento de susceptibilidade as dislipidemias na populagéo
avaliada.

e As freqiéncias do alelo raro (C) e do gendtipo heterozigoto TC do polimorfismo
APQOAS5 -1131T>C sao superiores em individuos dislipidémicos, além de similares as

populacées asiaticas.

e O polimorfismo APOA5 -1131T>C nao teve efeito sobre os niveis dos parametros
lipidicos entre os grupos normolipémico e dislipidémico. Quando todos os
participantes foram avaliados, os niveis de CT, TG, VLDLc e fracdo ndo-HDL foram
maiores entre os portadores do alelo C.

e O alelo C e o gendtipo TC APOAS se associaram a risco aumentado de dislipidemias

na populagao avaliada.

e Os polimorfismos APOE e APOAS5 -1131T>C nao exerceram influéncias nos niveis

dos parametros bioquimicos Lp (a) e PCRus.

e Os niveis plasmaticos de homocisteina foram significativamente mais elevados em

individuos do sexo masculino e naqueles com mais de 45 anos.

e Em relagcdo a trombomodulina, as mulheres dislipidémicas apresentaram niveis

aumentados em relagéo as normolipémicas.
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A dislipidemia ndo afetou os niveis plasméaticos dos marcadores de
hipercoagulabilidade F1+2 e dimero-D, bem como os niveis do inibidor do ativador
do plasminogénio (PAI-1).

Os niveis plasmaticos de TAFI se correlacionaram com os parametros do perfil
lipidico, sugerindo que a dislipidemia exerce algum efeito na sintese de TAFI, o que
podera ter algum impacto sobre o status hemostatico.
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/ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA )
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

X

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa “ANALISE DA FREQUENCIA DO GENOTIPO DA
APOLIPOPROTEINA E (Apo E) E AVALIACAO BIOQUIMICA E HEMOSTATICA EM
INDIVIDUOS COM DISLIPIDEMIAS NO ESTADO DE MINAS GERAIS”

Prezado Sr. (a),

A pesquisa que o senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) tem o
objetivo de detectar algumas alteracdes genéticas relacionadas ao aumento do colesterol e
triglicérides no sangue. O beneficio que vocé receberd sera através da possibilidade de
conhecimento da presenca de possiveis alteracbes genéticas e suas implicagdes,
importantes para que o clinico possa planejar melhor o tratamento adequado.

Nesta pesquisa, cada participante deve responder a um questionario, que sera aplicado pela
equipe da pesquisa, e deve doar uma amostra de sangue, na qual serdo realizados varios
exames laboratoriais, cujos resultados serdo encaminhados para o seu médico.

A coleta de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente de puncao, representado,
principalmente por extravasamento sanglineo subcutaneo de pequena gravidade, que pode
resultar em leve dor localizada e formacdo de pequeno hematoma. Para minimizar este
risco, a coleta de sangue sera realizada em local adequado, por um profissional
farmacéutico, com capacidade técnica e experiéncia que estara atento e tomara todas as
providéncias necessarias. Na coleta de 22 mL de sangue sera utilizado material descartavel
de boa qualidade (agulhas e tubos a vacuo), visando o éxito do procedimento.

O nome do participante e, também, os resultados dos exames serdo mantidos em segredo e
privacidade, sob a responsabilidade da equipe de pesquisadores. Os resultados serdo
apresentados em reunides clinicas, nos setores da instituicao ligados ao estudo ao final do
trabalho e estardo disponiveis inclusive para os participantes. Este projeto visa também
publicacdo dos resultados em revistas especializadas e tese de doutorado.

Nao havera despesas pessoais para o paciente, ficando o 6nus (material, recurso humano,
despesa com laboratério ) para o patrocinador, também nao havera compensacao financeira
pela sua participacdo, nem remuneragao financeira do pesquisador, cujo interesse é apenas
cientifico.

Caso vocé nao queira participar da pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo no seu
tratamento ou na assisténcia recebida pelo seu médico. Para qualquer duvida sobre esta
pesquisa vocé devera entrar em contato, por telefone, com as pessoas responsaveis pela
mesma, cujos nomes estao relacionados a seguir:

e Profa. Dra Marinez de Oliveira Sousa — Tel: (31) 3499 6896 / 8811 1642.

Coordenadora do projeto, Professora de Bioguimica Clinica da Faculdade de Farmacia da
UFMG.

e Profa. Dra Maria das Gracgas Carvalho — Tel: (31) 3499 6900
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Professora de Hematologia Clinica da Faculdade de Farmacia da UFMG.
e Claudia Natdlia Ferreira — Tel: (31) 3441 6903, 8807 6903.
Bioquimica e aluna de doutorado da Faculdade de Farmécia da UFMG.

e MEDICO COLABORADOR DO PROJETO DE PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido (a) pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, autorizo a coleta de 22 mL de sangue para ser utilizado na pesquisa
acima.

Nome completo:

Assinatura: Data: / /
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~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
‘ FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

X

FICHA CLINICA
Projeto de Pesquisa “ANALISE DA FREQUENCIA DO GENOTIPO DA
APOLIPOPROTEINA E (Apo E) E AVALIACAO BIOQUIMICA E HEMOSTATICA EM
INDIVIDUOS COM DISLIPIDEMIAS NO ESTADO DE MINAS GERAIS”

| — IDENTIFICACAO:
1.Nome:

2.Data de nascimento: / /

3.Endereco:
4.Telefone: 5. CEP:
6.Data da entrevista/coleta de sangue: / / 7.Jejum:

Il - DADOS DEMOGRAFICOS:
1.Sexo: ( )M ( )F
2.Estado Civil: (

) solteiro ( ) casado ( )vilvo ( ) separado ( ) divorciado
3.Tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Quantos cigarros por dia, em média:

4 Ex-tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Parou a quanto tempo:
)

5.Etilista: ( ) Nao ( ) Sim Qual bebida: Quantidade/dia:
6.Ex-etilista: ( ) Nao ( ) Sim Parou a quanto tempo:

7.Doengas:

() Hipertenséo arterial ( ) Insuficiéncia cardiaca () Arritmia

( ) doenca coronariana ( ) Asma, enfisema ( ) Doenca renal
() Doenga hepatica () Doenca hematolégica () Tromboses
() Neoplasias () Outras:

8.Cirurgias prévias:

9.Atividade fisica regular? ( ) Nao ( ) Sim : Qual modalidade:

FreqUéncia semanal: Duracgéao dos exercicios:

10.Diagnoéstico de dislipidemia prévia: ( ) Nao ( ) Sim Qual:

Tempo de diagndéstico: Medicamentos em uso e dose:

11 Outros medicamentos em uso e dose:
12 DUM: , uso de AOH : Menopausa: ( ) Nao ( ) Sim
uso de TRH
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Il - HISTORIA FAMILIAR:
1.Etnia: ( ) Caucasiano ( ) Mestico: mulato, pardo ( )Negro ( )indio ( )

Asiatico ( ) Outros mesticos:

2.Seu pai tem/tinha alguma doenca? ( ) Nao ( ) Sim (Qual? )
3.Sua mée tem/tinha alguma doen¢a? ( ) Nao ( ) Sim (Qual? )
4.Algum filho seu tem alguma doenca? ( ) Nao ( ) Sim ( ) Nao se aplica

(Qual? )

5.Existe alguma doenga presente em mais de uma pessoa de sua familia (incluindo tios,
tias, primos, avos, sobrinhos)? () Nao ( ) Sim

(Qual e membros afetados?

IV- EXAME FiSICO:
Peso : altura:

IMC: Circunferéncia abdominal:

Arco corneano: ( ) Nao ( ) Sim
Xantelasmas : ( ) Nao ( ) Sim
Xantomas : ( )Nao ( ) Sim - Local: Tipo:

Outras alteracbes ao exame:

Exames ( mais recentes)

EXAMES/ DATA

Hb

Ht

Leucécitos

Plaguetas

Glicemia jejum

TSH

Uréia /Creatinina

TGO

TGP

CT

HDL

LDL

VLDL

TG




Critérios de exclusao : dislipidemias secundarias
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CLINICAS MEDICAMENTOSAS
Diabetes melito Corticoides
Hipotireoidismo Anabolizantes
Sindrome nefrética Isotretinoina
Insuficiéncia renal cronica Ciclosporina

Doenca hepatica Antiretrovirais
Doenga autoimune

Cancer

Gravidez

médico responsavel
(carimbo e assinatura)
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Artigos publicados

FERREIRA, C.N.; CARVALHO, M.G.; FERNANDES, A.P.S.M.; LIMA, L.M.; LOURES-
VALLE, A.A.; DANTAS, JANKA, Z.; J.; PALOTAS, SOUSA, M.O. Comparative study of
apolipoprotein-E polymorphism and plasma lipid levels in dyslipidemic and asymptomatic
subjects, and their implication in cardio/cerebro-vascular disorders. Neurochemistry
International, v. 56, p. 177-182, 2010.

FERREIRA, C.N.; SOUSA, M.O.; DUSSE, L.S.; CARVALHO, M.G. O novo modelo da
cascata de coagulacdo baseado nas superficies celulares e suas implicacées. Revista
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia. Manuscrito 719 (Classificacdo: Atualizacao)
aprovado em 23/11/2009.
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Resumos em congressos

20" International Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, XXXV
Brazilian Congress of Clinical Analysis and VIII Brazilian Congress of Clinical Cytology.
Periodo: 28/09 a 02/10/2008, Fortaleza/CE — Brazil

Titulo: Apolipoprotein E allelic frequencies and lipoprotein-lipid plasma levels in
normolipidemic and dyslipidemic subjects in the metropolitan region of Belo Horizonte,
Brazil. (H162)

Autores: FERREIRA, C.N.; CARVALHO, M.G.; FERNANDES, A.P.; LIMA, L.M.; SOUSA,
M.O.

Il Congresso de Ciéncias farmacéuticas de Ouro Preto.

Periodo: 30/03 a 03/04/2009, Ouro Preto/MG — Brasil

Titulo: Determinagao da freqiéncia do polimorfismo -113717>C no gene da APOAS5 na
populacdo de Minas Gerais.

Autores: SANTOS, I.R.; CRUZ, N.G.; COELHO, F.F.; BRITO, D.D.; FERREIRA, C.N;
RODRIGUES, K.F.; PINHEIRO, P.S.; FERNANDES, A.P.; SOUSA, M.O.; GOMES, K.B.

XXII Congress of the International Society onThrombosis and Haemostasis.

Periodo: 11 a 16/07/2009, Boston - USA

Titulo: TAFI plasma levels assessment in dyslipidemic subjects in Minas Gerais state,
Brazil.

Autores: CARVALHO, M.G.; SOUSA, M.O; FERNANDES, A.P.; FERREIRA, C.N.

43° Congresso Braileiro de Patologia Clinica.

Periodo: 15 a 18/08/2009, Belo Horizonte/MG — Brasil

Titulo: Frequiéncia do polimorfismo -77377>C no gene da apolipoproteina A5 em
individuos dislipidémicos do estado de Minas Gerais — Brasil.

Autores: BORGES, K.B.G.; FERREIRA, C.N.; FERNANDES, A.P.; SOUSA, M.O.
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COMITE DE ETICA DO SOCOR



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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