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RESUMO

FREITAS, Rossana Ghessa Andrade de. Estudo dos polimorfismos dos genes da
apolipoproteina E (ApoE) e do receptor de LDL (RLDL - A370T) em individuos jovens
pertencentes ao Estudo do Rio de Janeiro em seguimento de 28 anos. Brasil, 2011. 65f.
Dissertagdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto
Alcéntara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

Estudos demonstram a associacdo de alteracGes da apolipoproteina E (ApoE) e do
receptor do LDL (RLDL) com a ocorréncia de doencas cardiovasculares e dislipidemia. O
objetivo principal deste trabalho foi investigar a associacdo entre gendtipos diferenciais da
ApoE e do RLDL com a persisténcia de alteraces de variaveis lipidicas em individuos jovens
acompanhados ha 28 anos no Estudo do Rio de Janeiro (ERJ). Através de um estudo
longitudinal, tipo coorte, investigou-se 56 individuos (35M) em trés avaliacdes. Em Al
(13.30£1.53 anos), A2 (22.09+1.91 anos) e A3 (31.23£1.99). Nas trés ocasides foi realizada
avaliacdo clinica. Em A2 e AS3: colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos. Em A3
acrescentou-se o estudo dos polimorfismos genéticos da ApoE e do RLDL. Os fragmentos de
interesse neste estudo foram amplificados por PCR (polymerase chain reaction) e 0s
genodtipos foram identificados através de reacdes de restricdo. As frequéncias genotipicas de
ApoE foram €3/€3 (62,5%), €3/e4 (25%), €2/€3 (5,4%) ,e2/e4 (5,4%) e e4/e4 (1,8%) e para 0S
genotipos de RLDL foram AA (85,7%), AT (12,5%) e TT (1,8%). O genotipo €2/€2 ndo foi
observado. A analise da distribuicdo dos gendtipos de ApoE segundo a permanéncia de
dislipidemia mostrou que todos os individuos com gendtipo de ApoE dos tipos €2/e4 e e4/e4
mantiveram pelo menos um lipide alterado em A2 e A3 entretanto, todos os individuos com
gendtipo de ApoE do tipo €2/€3 ndo tinham lipides alterados em A2 e A3. Para o gendtipo do
RLDL ndo houve diferenca significativa. Quando analisadas isoladamente, ndo foi
identificado nenhum resultado significativo em A2 e/ou A3 associado a estes gendtipos. O
polimorfismo do gene da ApoE esteve associado a permanéncia de dislipidemia em
individuos jovens acompanhados em estudo de seguimento longitudinal.

Palavras-chave: Dislipidemia. Polimorfismos do gene da APOE. Polimorfismos do gene do
RLDL. Doengas cardiovasculares. Jovens.



ABSTRACT

Studies have shown the association of changes in the apolipoprotein E (ApoE) and
LDL receptor (LDLR) with the occurrence of cardiovascular diseases and dyslipidemia. The
objective of this study was to investigate the association between different ApoE genotypes
and LDLR with the persistence of changes in lipid variables in young individuals followed-up
28 years in the study of Rio de Janeiro (ERJ). Through a longitudinal study cohort, 56
subjects (35M) in A1(13.30 £ 1.53 years), A2(22.09 £ 1.91 years) and A3(31.23 = 1.99) were
investigated. On all three occasions clinical evaluation was conducted. In A2 and A3: total
cholesterol, HDL, LDL and triglycerides. In A3 was added to the study of genetic
polymorphisms of the ApoE and LDLR. The fragments of interest in this study were
amplified by PCR (polymerase chain reaction) and the genotypes were identified by reaction
with the restriction enzyme Hhal and Haelll for ApoE and LDLR polymorphisms,
respectively. ApoE genotypes were identified as €3/e3 (62.5%), €3/e4 (25%), €2/e3 (5.4%),
e2led (5.4%) and e4/e4 (1.8%) and the LDLR genotypes identified as AA (85.7%), AT
(12.5%) and TT (1.8%). €2/e2 genotype was not observed. The analysis of the distribution of
ApoE and LDLR genotypes according to the permanence of the dyslipidemia in the study
sample showed that all individuals with the ApoE genotype £2/e4 and €4/¢4 kept at least one
lipid changes in A2 and A3 and all individuals ApoE genotype £2/¢3 had not altered lipids in
A2 and A3, while for RLDL genotype no difference was found. When analyzed individually,
no lipid variable altered in A2 and/or A3, associated with these genotypes, were found. The
ApoE gene polymorphism was associated with the permanence of dyslipidemia in young
individuals in a longitudinal follow-up study.

Keywords: Dyslipidemia. Apolipoprotein E gene polymorphisms. LDL receptor gene
polymorphisms. Cardiovascular diseases. Young.
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INTRODUCAO

Os indicadores de saude, particularmente aqueles baseados em dados de mortalidade
vém, h& muito tempo, sendo utilizados para diagnosticar situacdes agravantes que afetam as
populaces, refletindo em condicBes de vida e saude. A analise desses indicadores contribui
para 0 desenvolvimento de acbes preventivas nas diversas areas relacionadas a salde,
contribuindo assim para o planejamento de acbes assistenciais e para a definicdo de
prioridades de ordem sécio-econdmica 2.

Diante disto, as doencas cardiovasculares (DCV) apresentam uma importancia
fundamental na busca por acGes assistenciais preventivas, pois sdo as principais causas de
morte em todo mundo, sendo responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade
precoces>’. No Brasil, as DCV concentram 29,4% do total de 6bitos declarados, com 308 mil
registros somente no ano de 2007, segundo dados da Sadde Brasil 8 embora estes dados
apontem uma queda dos indices em 26%, ao longo dos anos de 1996-2007, a mortalidade por
doencas cardiovasculares ainda s&o responsaveis por quase um terco dos 6bitos em todo pais®.
Estes indices justificam a busca por um conhecimento mais aprofundado desta doenca, em
especial de seus fatores de risco (FR), para que possamos ampliar as medidas de prevencéo.

Este tipo de medida é eficaz e benéfica, visto que a queda nos indices de mortalidade
das doencas cardiovasculares, observadas na populacdo brasileira, estaria associada ao
diagnostico e tratamento precoce, além da promocdo de medidas educativas voltadas para a
populacdo em relacdo a area de satide®.

Nesse sentido, a deteccdo precoce de individuos de alto risco e o estabelecimento de
estratégias de prevencdo é de fundamental importancia para reducao dos indices de morbidade
e mortalidade e todos os esforgos devem ser feitos para prevenir o0 primeiro evento
cardiovascular, pois ele pode ser fatal, incapacitante, além de representar um alto custo com
cuidados médicos. Desta forma, a busca do perfil de alto risco cardiovascular deve fazer parte
da avaliacdo rotineira de todos os individuos, em especial de criangas e adolescentes, para

permitir sua inclusdo precoce em programas de prevencao®.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Interacédo entre doencas cardiovasculares e as lipoproteinas plasmaticas

Diante desta problematica, diversos estudos epidemiolégicos tém sido desenvolvidos
ao longo das ultimas décadas buscando conhecer o perfil de risco cardiovascular em

1011 §niciado em 1973 nos

populagdes jovens, dentre estes, destaca-se o estudo de Bogalusa
Estados Unidos, com contribuicfes até os dias atuais. Esse estudo investiga os fatores de risco
(FR) precursores das DCV que se iniciam na infancia, além dos fatores genéticos e ambientais
que possam contribuir para o estabelecimento da doenca na fase adulta. Em um destes estudos
realizados por Berenson et al ™, foram analisados laudos de necropsias de 204 individuos
jovens (2 a 39 anos) que morreram de diversas causas, 0S autores observaram que a extenséo
das estrias gordurosas e das placas aterosclerdticas era crescente com a idade e que os fatores
de risco classicos se associavam com a presenca e com a extensdo das lesées encontradas na
aorta e nas coronarias™.

Outros estudos seguiram esta mesma associacéo, é o caso do estudo PDAY %3

que
demonstrou que o processo aterosclerdtico se iniciava na infancia, além de estabelecer que a
progressdo destas lesdes clinicamente significativas se fazia desde a infancia até a idade
adulta e que correlacionavam-se positivamente com os niveis de colesterol total (Col-T) e de
lipoproteinas de baixa densidade (low density lipoprotein — LDL), e inversamente com 0s
niveis de lipoproteina de alta densidade (high density lipoprotein - HDL) post mortem™**.
Além deste, o estudo de Muscatine ***® demonstrou a relagdo entre pressdo arterial (PA) e a
presenca de calcificacdes nas artérias coronarias em adultos jovens. Estes achados reforcaram
a importancia dos FR nessas faixas etarias como determinantes de risco cardiovascular.

De forma geral, estes estudos tém demonstrado que os FR classicos estdo presentes
tanto em criangas quanto em adolescentes, apontando que a busca por individuos de alto risco
deve comecar ainda na idade escolar e corroboram a necessidade crescente de pesquisas para

%5 Assim, entender o

ampliar e refinar a estratificacdo de risco nestas populagdes
comportamento dos FR ao longo dos anos é de fundamental importancia, pois eles
determinam alteracGes progressivas no aparelho cardiovascular.

Com relacdo a etiologia das DCV, as evidéncias indicam que elas apresentam uma

etiologia complexa, originada da associacao de varios genes que se relacionam entre si e com



18

fatores ambientais. Essa complexidade nas interagcdes torna o entendimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos dificil e vagaroso '.

Dentre os fatores de risco associados ao maior desenvolvimento das DCV desde a
infancia destacam-se as dislipidemias e a hipertensdo arterial (HA) ***°. Evidéncias sugerem
que estes fatores de risco tendem a se agregar e sdo frequentemente encontrados juntos no
mesmo individuo, esta associa¢do aumenta o risco de eventos cardiovasculares, pois cada fator
de risco tende a reforcar o outro e, consequentemente, a morbidade e a mortalidade
associadas®.

No que diz respeito as alteracBes no perfil lipidico, sabe-se que estas ocorrem
silenciosamente desde a infancia, porém as suas consequéncias futuras, como a lesao
aterosclerdtica, somente sera diagnosticada na fase adulta ™.

Estudos tém evidenciado a relacdo entre as concentracbes elevadas dos niveis
plasmaticos das lipoproteinas como os triglicérides (TG), o Col-T e o LDL, assim como, a
diminuic&o dos niveis de HDL e o desenvolvimento das DVC ?*%. Sabe-se que o risco para o
desenvolvimento de doenca arterial coronariana (DAC) aumenta significativamente e
progressivamente a partir dos valores limitrofes destas lipoproteinas (TG, Col-T, LDL), ja em
relacdo ao HDL colesterol (HDL-c), o risco aumenta a medida que seus valores diminuem.
Evidéncias também indicam que a hipertrigliceridemia aumenta o risco para DAC quando
associada a HDL-c diminuido e/ou LDL-colesterol (LDL-c) elevado .

1.2 Interacdo entre as lipoproteinas plasmaticas, aterosclerose, hipertensdo arterial e

dislipidemia

As lipoproteinas permitem a solubilizacdo e transporte dos lipides, que em geral
apresentam carater hidrofébico no meio aquoso plasmatico. Estruturalmente as lipoproteinas
sdo particulas esféricas que possuem um nicleo lipidico neutro, ndo polar, constituido por
ésteres de colesterol e triglicérides envolvidos por uma substancia relativamente polar
formada por fosfolipides, colesterol livre e proteinas, estas proteinas sdo denominadas
apolipoproteinas (Apos). As Apos sdo classificadas como: Apo A, Apo B, Apo C e Apo E, e
diferem entre si quanto ao tamanho, composi¢do quimica e no tipo de particula lipoproteica a
que cada molécula se liga. Do ponto de vista funcional, o principal denominador comum entre

elas ¢ a participagdo no metabolismo lipidico "**%.
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Quanto a classificacdo, existem quatro grandes classes de lipoproteinas separadas em
dois grupos, a saber: grupo 1: formado pelas lipoproteinas ricas em triglicérides, maiores e
menos densas, representadas pelos quilomicrons, de origem intestinal, e pelas lipoproteinas de
densidade muito baixa ou “very low density lipoprotein” (VLDL), de origem hepética; e o
grupo 2: constituido pelas lipoproteinas ricas em colesterol, as de densidade baixa (LDL) e as
de densidade alta (HDL). A via biolégica do metabolismo das lipoproteinas é extremamente
complexa e inclui vérias etapas "%,

Atualmente, sabe-se da participacdo das lipoproteinas no processo aterogénico, esta
evidéncia é conhecida e aceita sem controvérsias. A aterosclerose é caracterizada como uma
doenca inflamatdria cronica de etiologia multifatorial que ocorre em resposta a agressdo a
camada intima do endotélio de artérias de médio e grande calibre. Dentre os fatores de risco
associados ao inicio da formacdo da placa aterosclerotica, atraves da agressao ao endotélio
vascular, podemos citar: a elevacdo dos niveis plasmaticos de lipoproteinas consideradas
aterogénicas (LDL,VLDL e remanescentes de quilomicrons), hipertensdo arterial (HA) e
tabagismo, entre outros. Em relagcdo ao deposito de lipoproteinas na parede arterial, processo-
chave para o inicio da aterogénese, sabe-se que este ocorre de maneira proporcional a
concentracdo dessas lipoproteinas no plasma sangufneo .

Diante disto, as dislipidemias tém sido enfatizadas nas ultimas decadas como
importante fator de risco cardiovascular® estudos clinicos e epidemioldgicos tém
demonstrado uma estreita e consistente associacdo entre niveis elevados de colesterol sérico e
mortalidade por DAC ?'.

De forma geral, as dislipidemias podem ser caracterizadas como alteragdes lipidicas
decorrentes de distarbios em qualquer fase do metabolismo lipidico, que ocasionem
repercussao nos niveis sericos das lipoproteinas, podem ser causadas por fatores genéticos
e/ou ambientais 2. De acordo com sua etiologia as dislipidemias podem ser classificadas em
primarias ou secundarias. As dislipidemias primarias caracterizam-se por aumento ou
diminuicdo dos lipides plasmaticos, resultantes de alteracdes genéticas que interferem com os
mecanismos de sintese ou remocdo das lipoproteinas circulantes, e englobam as
hiperlipidemias e as hipolipidemias. As dislipidemias secundarias resultam de alteraces das
concentragdes plasmaticas das lipoproteinas, provenientes de uma causa especifica (efeito
colateral de medicamentos, outras doencas ou de habitos de vida inadequados)®>".

Evidéncias indicam ligacdo existente entre as dislipidemias e a aterosclerose atraves

de estudos epidemioldgicos, clinicos, experimentais, anatomopatologicos e terapéuticos,
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baseados em dados de valores bioquimicos das dosagens do Col-T, dos TG e do HDL-c ou da
determinacéo do LDL-c reforcam essa correlagdo .

Outro ponto importante a ser considerado € a frequente associacdo entre HA e as
anormalidades lipidicas que incluem hipertrigliceridemia, HDL-c baixo e aumento do LDL-c.
Sendo, portanto, importante conhecer os mecanismos envolvidos no aumento da PA e 0s
niveis elevados das lipoprotefnas ricas em colesterol (LDL e HDL) %.

Sabe-se que os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na génese da HA e das
dislipidemias compartilham anormalidades metab6licas comuns, que podem agir
sinergicamente ou até mesmo acelerar o processo de aterogénese .

Apesar da elevacdo das lipoproteinas ndo ser por si s6 elemento exclusivo a
predisposicdo para aterosclerose, segundo dados experimentais, epidemioldgicos e clinicos,
ha consenso de que 0s mesmos sdo importantes como marcadores metabdlicos com potencial
aterogénico .

Mesmo diante destas evidéncias, pouco se conhece da prevaléncia de dislipidemias ou

HA em criancas em idade escolar .

1.3 Indicios entre as doencgas cardiovasculares e os polimorfismos da ApoE no metabolismo das

lipoproteinas

Com a execucdo do projeto Genoma, estima-se que aproximadamente 400 genes
regulem os processos de funcdo endotelial, inflamagdo, coagulacdo e metabolismo de
macromoléculas, sendo o metabolismo lipidico um dos mais estudado e conhecido devido a
sua variedade de mutacdes e polimorfismos associados & aterosclerose e 8 DAC 3.

A apolipoproteina E (ApoE) é uma glicoproteina identificada no inicio da década de
1970 * que é composta por 299 aminoécidos. A ApoE é codificada por um gene polimérfico
que possui peso molecular de 34 kDa *’ e extensdo aproximada de 3,7 kb *. este gene esta
localizado no braco longo (g) do cromossomo 19, na posi¢do 13.2, e produz trés alelos
principais (€2,e3 e €4) que geram seis gendtipos na populacéo, destes trés alelos principais, 0
mais encontrado na populagio ¢ o €3, 0s outros s&o considerados variantes ¥*'. Outros alelos
também encontrados, mas extremamente raros, sio: 1, €5, €7 . Os alelos diferem entre si

quanto as propriedades metabolicas e estruturais das proteinas codificadas, incidéncia na

populacdo e a localizacdo do aminoacido neutro cisteina (Cys) e do aminoacido basico
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arginina (Arg) nas posigdes 112 e 158, sendo €2 (Cysi112/Cysisg), €3 (CysS112/Argiss) e €4
(Argua/ Ar9158)24,41,43.

A sintese de ApoE é regulada por fatores hormonais e nutricionais **°

e acontece
principalmente no figado, aproximadamente 90%, além de outros tecidos, como intestino,
cérebro, pulmdes, rins e até macréfagos *.

Os primeiros estudos de associacdo na area da cardiologia foram os que envolviam o
polimorfismo da ApoE e a DAC %, isto devido as importantes acées desempenhadas pela
ApoE na estrutura e metabolismo das lipoproteinas. A APOE possui a¢des: 1- na estabilidade
estrutural das lipoproteinas HDL-c, VLDL, quilomicrons, quilomicrons remanescentes; 2- no
metabolismo das lipoproteinas ricas em TG; 3- no transporte do colesterol em diferentes
6rgdos e tecidos como cérebro, nervos e paredes das artérias, além de promover a absorcéo do
colesterol através do intestino e ainda proporciona absor¢do especifica de particulas do
colesterol, especialmente os quilomicrons, VLDL e seus remanescentes; 4- acdo como de
ligante de alta afinidade do receptor de LDL nos hepatdcitos; 5- ativadora de enzimas, como a
lipase hepatica *>**"* Desta forma a APOE mantém a estrutura regular do metabolismo
dessas lipoproteinas, fazendo o transporte, absorcdo e redistribuicdo das mesmas entre 0s
diferentes tecidos e 6rgdos *° tanto sob condicdes normais quanto patoldgicas™.

Através destas funcbes, a ApoE influencia o metabolismo das lipoproteinas
consideradas aterogénicas (LDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons), o metabolismo e

5

transporte reverso do colesterol e, consequentemente, as dislipidemias *!, que pode ser

comprovada atraves da interacdo existente entre as varidveis alélicas do gene da ApoE e as
concentragdes plasmaticas de Col-T, LDL-c **. Estudos também tem chamado a atencdo para
a influéncia dos polimorfismos do gene da ApoE no risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares %3,

Ao longo das ultimas décadas, estudos populacionais tém demonstrado uma
associacdo de maiores niveis plasmaticos de LDL-c com as variaveis alélicas da ApoE, estes
estudos mostram que 0s maiores niveis estdo presente em individuos que possuem o alelo &4,
intermediarios nos individuos com o alelo €3 e baixos com o alelo 2>

Entretanto, em relacdo ao aumento dos niveis de TG esta associacdo é controversa, foi
encontrado em alguns estudos, uma a associacdo do aumento dos niveis com alelo e2 >,
assim como em outros esta associagdo ao alelo €2 néo foi encontrada %, hé ainda estudos que
mostram uma associagdo ao aumento destes niveis ao alelo g4 ®*. Em um estudo realizado

65

por de Andrade com 446 individuos da populagdo brasileira de Porto Alegre, foi
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demonstrada uma relacao do alelo €2 com a diminuicdo destes niveis, evidenciando para este
um efeito protetor, enquanto que o alelo &4 estava associado a elevagao dos niveis de TG .

Nesse sentido, a presenca do gendtipo €2¢2 tem sido relacionado em alguns estudos,
ao desenvolvimento de hipercolesterolemia tipo 111 (HLP-III), esta doenca caracteriza-se pelo
aumento na producdo de lipoproteinas ricas em TG, levando ao desenvolvimento precoce de
aterosclerose “*®®%"_ Breslow ®® mostrou em seu estudo com 34 pacientes com HLP-III, que
31 apresentavam gendtipo €2¢2, enquanto que 2 apresentavam 0 genotipo e4€2 e 1 o €3¢€2.
Com base nesses dados, inferiu-se que o gendtipo €2¢2 poderia ser um marcador em 91% dos
pacientes com HLP-111 ®.Por outro lado, alguns autores enfatizam que a presenca do
genotipo €22 é uma condi¢do necessaria porém ndo suficiente para o desenvolvimento de
HLP-1Il e que outros fatores genéticos devem ser necessarios para propiciar a expressao
fenotipica da doenca %37,

Outros estudos também evidenciam que na maioria dos individuos a presenca de
apenas um alelo €2 em seu genotipo, ndo representa alteracdes nos niveis plasmaticos das
lipoproteinas, ao contrario, este alelo na maioria dos estudos estd sempre associado a baixos
niveis de Col-T e LDL-c *8°3>#00.6365.70-75

Ja a presenca do alelo €4 aparece sempre associada 0 aumento dos niveis de LDL e

Col-T 489354576062836570-77  J1am  de estar relacionado ao aumento do risco de

desenvolvimento da doenca aterosclerética e doencas cardiovasculares 2248>3>47177.78

1.4 Indicios entre as doencgas cardiovasculares e os polimorfismos do RLDL no metabolismo das

lipoproteinas

O gene do receptor de LDL (RLDL) esta também localizado no cromossomo 19 e
codifica uma proteina de 839 aminoacidos com dominios de ligacdo para as ApoB e ApoE.
Nesse gene ja foram identificados mais de 45 polimorfismos e 1000 mutacdes " que afetam
os dominios da proteina proporcionando graus variaveis de deficiéncia ao receptor de LDL-c
e que estdo associados ao fendtipo da hipercolesterolemia familiar (HF), sendo esta a

25,80-85 com

principal desordem genética associada a alteracdo nos niveis de LDL-c no sangue
incidéncia de 1/500 nas populacdes ocidentais .
Os individuos adultos portadores de HF podem apresentar diferentes niveis para 0s

lipides plasmaticos podendo apresentar Col-T superior a 6,7 mmol/l ou LDL-c, assim como
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Col-T superior a 7,5 mmol/l ou LDL-c superior a 4,9 mmol/l associado a presenca de
Xantomas no paciente ou em seus parentes de primeiro grau (pais, irmdos ou filhos) ou de
segundo grau (avds, tios ou tias) &”. As alteracdes dos niveis plasmaticos que decorrem deste
polimorfismo podem ser causadas devido ao nimero reduzido de receptores de LDL nas
celulas hepéticas, condi¢cdo que ocorre quando hd heterozigose do polimorfismo; ou até
mesmo auséncia completa destes receptores, quando na presenca de homozigose do
polimorfismo, é importante citar que em ambos 0s casos a presenca do polimorfismo ocasiona
niveis elevados de LDL-c desde o nascimento .

Os polimorfismos do gene RLDL apresentam expressdo clinicas variaveis e estas
podem ser atribuidas aos diferentes efeitos das mutacdes sobre a afinidade de ligacdo do
RLDL com as particulas que contém ApoB ou ApoE; estas variagdes também podem estar
relacionados ao proprio efeito funcional da mutacdo, assim como, a presenca de um outro
gene herdado que suprime os efeitos das mutagdes do gene RLDL sobre os niveis de LDL-c,
ou até mesmo a presenca de outros polimorfismos genéticos associados %2,

Independente das varia¢fes do polimorfismo sabe-se, que em individuos homozigotos
para essas mutacdes, os niveis de LDL-c suplantam em cinco vezes o nivel normal, podendo

® além de estarem mais

76,87

ocasionar infarto do miocardio ja na primeira década de vida 2
susceptiveis ao desenvolvimento precoce de aterosclerose, DAC e isquemia cardiaca

Dentre os diferentes polimorfismos encontrados do gene do RLDL, o escolhido para a
analise neste estudo é o conhecido como A370T. Este polimorfismo decorre da mudanca de
posicdo dos aminoacidos alanina (Ala) e treonina (Thr) na posi¢do 370 da proteina receptora
do LDL . O polimorfismo A370T est4 incluido no haplétipo do receptor de LDL para

estudos de co-segregacdo em familias com HF *%’

. Um estudo realizado na Dinamarca por
Frikke-Schmidt % relatou que individuos homozigotos para este polimorfismo apresentaram
um risco 3,6 vezes maior para desenvolvimento de isquemia vascular cerebral em individuos
TT (95% IC 1.5-8.8) em relagdo aos AA (95% IC 1.3-9.8) .

Atualmente, o diagnéstico da HF envolve a avaliacdo clinica e exames bioquimicos
(perfil lipidico). Porém, existem indicios de que o rastreio genético pode ser eficaz na
identificagdo precoce de pessoas com HF ¥

Nesse sentido, alguns estudos avaliaram o papel dos testes de DNA na determinacao
do risco de DAC em individuos com HF e apds o ajuste para idade, sexo, tabagismo e pressdo
arterial sistolica, os portadores de mutagdo genética apresentaram risco de desenvolvimento
de DAC 84% maior em comparagdo com aqueles sem mutacdo detectdvel (p = 0,001

global)?’.
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Sendo aceito portanto que os estudos de associacdo podem contribuir para a
identificacdo de varidveis genéticas que predispdem as doencas cardiosvasculares, o objetivo
deste trabalho foi contribuir para a investigacdo de fatores de risco destas patologias, usando

como metodologia a analise longitudinal do tipo coorte, com base no estudo dos polimorfismos

genéticos dos genes da ApoE e do RLDL.
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2 OBJETIVOS

Considerando:

1) o inicio precoce dos disturbios do metabolismo lipidico em criancas e adolescentes;

2) a crescente importancia das dislipidemias na génese das doencas cardiovasculares em

adultos;

3) a escassez de trabalhos que incluem a avaliagdo e acompanhamento longitudinal dos
fatores de risco em criancas e adolescentes na populacéo brasileira ao longo de varios

anos;

O presente estudo tem como objetivos:

- Investigar a relacdo entre os polimorfismos da apolipoproteina E (ApoE) e do RLDL
com varidveis pressoricas, antropométricas e laboratoriais em individuos jovens
acompanhados longitudinalmente ha 28 anos (x 336 meses), pertencentes ao Estudo do Rio de

Janeiro.

- Avaliar a frequéncia dos polimorfismos encontrados, confrontando com os dados de

literaturas nacionais e internacionais.

- Contribuir para a investigacdo de fatores de risco das doencas cardiovasculares,
usando a metodologia de analise longitudinal do tipo coorte, com base no estudo dos

polimorfismos genéticos dos genes ApoE e RLDL.
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3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizacdo da amostra do estudo

A amostra populacional do presente estudo origina-se do Estudo do Rio de Janeiro
(ERJ), uma anélise longitudinal do tipo coorte que faz parte de uma linha de pesquisa sobre
pressdo arterial e outros FR cardiovasculares em jovens, desenvolvida no departamento de
hipertensdo arterial do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, desde 1983 %1,

O ERJ divide-se em 2 etapas: na primeira, foram avaliadas criancas entre 6 e 9 anos
(1983-1986) em duas fases: escolar e domiciliar; na segunda, foram avaliadas criangas e
adolescentes entre 10 e 15 anos (1987-2000), em 4 fases: escolar (1987 / 1988), domiciliar
(1989 / 1991), hospitalar (1992 / 1995) e familiar (1996 / 1999) %11

Na primeira etapa iniciada em 1983, durante a Fase Escolar, foram examinadas 3109
criangas (alunos-alvo) de 6 a 9 anos de idade e ainda nesta primeira etapa, na Fase
Domiciliar, foram selecionados aleatoriamente 219 individuos, os quais foram reexaminados
em seus domicilios juntamente com os pais e irmaos, com o objetivo de avaliar a agregacdo
familiar das variaveis de risco cardiovascular %',

A segunda etapa do Estudo de Rio de Janeiro iniciou-se em 1987 com a avaliagéo de
3.906 alunos-alvo entre 10 e 15 anos de idade (Fase Escolar). Posteriormente, na Fase
Domiciliar, foram selecionados aleatoriamente, 106 alunos-alvo que também foram
reexaminados em seus domicilios, juntamente com seus pais e irmaos, com o objetivo avaliar
a agregacdo familiar das variaveis de risco cardiovascular. Na Fase Hospitalar, parte dos
alunos-alvo foram convidados a comparecer ao hospital para serem submetidos a uma
avaliacdo clinica e laboratorial. Decidiu-se entdo ampliar este estudo aos familiares dos
individuos avaliados inicialmente, na busca de agregacdo familiar dos FR para o
desenvolvimento de DCV, iniciando-se em 1996 a Fase Familiar quando foram selecionadas
aleatoriamente 816 familias que foram convidadas a comparecer ao ambulatério do hospital,
onde foram submetidos a exame clinico e laboratorial. Foram entéo avaliadas, 385 familias
que responderam ao convite e compareceram ao hospital %4,

Dando continuidade a esse estudo, iniciou-se a quinta fase de avaliacdo de individuos
entre 27 e 35 anos de idade (2004 / 2005), denominada Fase Ambulatorial (A3), onde se

insere o presente estudo. Nesta etapa, foram avaliados 115 individuos (alunos-alvo) de ambos
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0s sexos, em nivel ambulatorial e serdo consideradas 3 avaliagdes (Al, A2 e A3) a partir da
segunda etapa do Estudo do Rio de Janeiro, a saber: Al (fase escolar de 10-16 anos / 1987-
1988), A2 (fase familiar de 18-26 anos / 1996-1999) e A3 (fase ambulatorial de 27-35 anos /
2004-2005) *1,

Desta populacéo de 115 alunos-alvo, foi possivel obter amostras de 75 individuos para
0 estudo dos polimorfismos genéticos e destes, 56 foram avaliados em Al, A2 e A3. Estes 56
individuos foram estratificados em trés grupos de acordo com a presenca de dislipidemia,
independente do lipide alterado em A2 e A3, com 0 objetivo de investigar a sua prevaléncia na
populacdo do ERJ ao longo das avaliacGes e sua associagdo com os polimorfismos genéticos da
ApoE e do RLDL. Esta analise foi chamada “tracking” de dislipidemia e 0s grupos

constituidos foram:

e Grupo 0: nenhuma variavel lipidico alterada em A2 e A3;

e Grupo 1: pelo menos uma variavel lipidica alterada em A2 ou em A3;

e Grupo 2: pelo menos uma variavel lipidica alterada tanto em A2 como em A3.

No sentido de comprovar a aleatoriedade da coleta efetuada na amostra populacional do
ERJ, foram utilizadas também para este estudo, amostras selecionadas a partir de um banco de
dados com 10.000 individuos que participaram de pericias realizadas no Laboratério de
Diagnosticos por DNA (LDD) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), entre os
anos de 2001 e 2009, e que consentiram na utilizacdo de suas amostras bioldgicas para estudos
cientificos. Estes individuos sdo residentes no estado do Rio de Janeiro e com auséncia de
parentesco direto. Deste banco de dados foram extraidas aleatoriamente amostras de DNA de
75 individuos (41 homens e 34 mulheres). Neste estudo essa amostra foi identificada como
amostra LDD (amostra do Laboratorio de Diagndsticos por DNA da UERJ).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Pedro Ernesto (HUPE) sob o numero de protocolo 2130-CEP/HUPE e todos os individuos
avaliados e/ou o0s seus responsaveis legais assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e todas as condutas adotadas seguiram as normas estabelecidas pelo Conselho

Nacional de Saude.
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3.2 Métodos

3.2.1 Dados clinicos, antropométricos e laboratoriais coletados

Na populacdo pertencente ao ERJ foram coletados dados de pressdo arterial (PA),
medida da circunferéncia abdominal (CA), peso (P), altura (A) e o calculo do indice de massa
corporal (IMC) foram realizados nas etapas Al, A2 e A3. Em A2 e A3 foram ainda dosados,
apos jejum de 12h, o Col-T, o HDL-c, os TG e calculado o LDL-c. A coleta do sangue para
realizagdo dos testes genéticos foi realizada em A3. Os valores de normalidade para o perfil
lipidico e CA seguiram as recomendacfes da IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e

’. Desta maneira, foram considerados portadores ou ndo de

Prevencdo da Aterosclerose
dislipidemia aqueles individuos que apresentavam elevacdo do Col-T, do LDL-c, dos TG e
reducdo do HDL-c, isolados ou em associacdo. Para a avaliagdo da PA foi considerada
aumentada quando a PAS e/ou PAD foi > 95 percentil para sexo e idade em Al, eem A2 e A3
quando a PAS > 140mmHg e/ou PAD > 90 mmHg. Para avaliagdo da circunferéncia
abdominal (CA) as medidas utilizadas foram < 94 cm para homens e < 80 cm para mulheres. A
partir das medidas de peso e altura foi calculado o IMC, medida expressa em Kg/m? por meio
do quociente entre 0 peso (kg) e o quadrado da altura(m).

Para a andlise do IMC, os seguintes valores foram considerados de acordo com as
recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saide ™: 25 a 29,99 Kg/m?* caracterizando

sobrepeso e >30 Kg/m? para obesidade **°.

3.2.2 Analise dos polimorfismos genéticos

Foram avaliados o0s polimorfismos genéticos relacionados ao metabolismo de
lipoproteinas plasmaticas (ApoE e RLDL);

3.2.2.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada pelo método de Salting-out, utilizando aliquotas de

116

sangue total (2 ml) =, conforme descrito a seguir.
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Uma aliquota de sangue total (2 ml) é transferida para um tubo cénico. Adicionam-se
2 ml de tampdo de lise de hemacias (TLH), homogeneizando-se a solucdo contida no tubo e
centrifugando-a a 3.000 rpm por 5 min. Terminada a centrifugacdo descarta-se 0
sobrenadante. Observa-se a presenca de um pellet que é desprendido manualmente e a este
sdo acrescentados 500 pL de tampéo de lise de célula e 30 pL de proteinase K (20mg/ml).
Homogeneiza-se o tubo manualmente e incuba-se a 37 °C por 12h. Apds a digestdo,
adicionam-se 300 pL de NaCl 6M e faz-se o agito da solugdo por cerca de 30 seg. O tubo é
centrifugado por 10 min a 3.000 rpm. O sobrenadante € transferido para um novo tubo conico,
adiciona-se a este 1 ml de etanol gelado, homogeneiza-se o tubo, descarta-se o etanol.
Observar a precipitacdo de DNA ap0s o descarte do alcool. Ao precipitado sdo adicionados
300 pL de TE e a amostra € mantida a -20 °C.

3.2.2.2 Genotipagem
3.2.2.2.1 - Gene da ApoE
e PCR (reacdo em cadeia da polimerase) do gene da ApoE

Para a analise das variantes alélicas do gene da ApoE (£2,€3,e4) uma regido de 244 pb,
que inclui os sitios polimorficos deste gene foi amplificada através da PCR utilizando-se dois
primers franqueadores ApoE F 5- TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A-3'e ApoER
5- ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC AC-3' . A mistura da reacdo em volume
final de 40 pL foi preparada com 10 pmol de cada primer, 100 pM dNTPs, 1U de Taq platinum
Polimerase (Invitrogen, Ca, USA), tampdo contendo 1,5mM MgCl,, DMSO 1% e 50ng do
DNA da amostra. O programa de amplificacdo consistiu de uma desnaturacéo inicial a 96 °C
por 2 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 1 min, anelamento (pareamento) a
63 °C por 1 min, extensdo a 72 °C por 2 min e uma extensdo final a 72 °C por 10 min. A
eficiéncia da PCR foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose 2,0% corado com
brometo de etidio (0,5ug/ml).

e Genotipagem dos polimorfismos do gene da ApoE

Para a determinacdo dos polimorfismos do marcador do gene da APOE, os produtos da

amplificacdo por PCR foram submetidos a analise de restricdo com a enzima Hhal (Fermentas,
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Ontario, Canada). A genotipagem foi realizada através da digestdo dos produtos da PCR (25pul)
com 5 U da enzima de restricdo Hha | em tampéo especifico. A digestdo foi incubada a 37°C,
por 16 horas e, a seguir, analisada em gel de poliacrilamida (12%), utilizando-se uma amostra
da escala de alelos 50 pares de base (pb) (Fermentas, Ontario, Canada) como referéncia de
tamanho molecular. As bandas caracteristicas de cada alelo foram analisadas e identificadas. A

figura 1 mostra um esquema da analise de restri¢do para o marcador do gene ApoE.

(A Digestédo Hhal
91 pb 83 pb €2
91 pb 48 pb 35 €3
72 pb 48 pb 35 ¢4
(B) llustracdo do Esquema de Restricdo Hhal
€2e2 €2e3 e2ed4 €3e3  €3ed4  eded M
100 pb
91 pb
83 pb
72 pb 75 pb
50 pb
48 pb
35 pb

Figura 1: Alelos do gene da ApoE. (A) Esquema ilustrativo dos produtos da digestdo do gene
ApoE através de PCR com a enzima Hhal. (B) Padrdes alélicos esperados dos produtos do
gene da ApoE na eletroforese apds a digestdo. Genotipo €2/€2: fragmento de 91 pb e 83 pb.
Genotipo €2/€3: fragmentos de 91,83,48 e 35 pb. Genétipo €2/e4: fragmentos de
91,83,72,48,35 pb. Gendtipo €3/e3: fragmentos de 91, 48 e 35 pb. Genoétipo €3/e4: fragmentos
de 91,72,48,35 pb. Gendtipo e4/e4 fragmentos de 72,48,35 pb.

pb = pares de base; M = marcador de referéncia de tamanho molecular (50 pb)

3.2.2.2.2 - Gene do RLDL

e PCR do gene do RLDL (A370T)
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Para a analise das variantes alélicas do gene do RLDL (AA, AT, TT) uma regido de
150 pb, que inclui os sitios polimorficos deste gene foi amplificada através da PCR utilizando-
se para isto dois primers franqueadores P1: 5’-GAG TGT CAG GAT CCC GAC ACC TGC
GCC-3°, 1 pumol/litro; P2: 5’-AAG TCG ACC CAC CCG CCG CCT TCC CGT-3’, 0.75
umol/litro *. As condices de ciclagem seguidas na PCR foram uma desnaturacéo inicial de
96°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento a 68°C
por 1 min, extensdo a 72°C por 2 min e extensdo final a 72°C por 10 min. O volume final de
reacdo para a PCR foi de 30 pL utilizando-se: 0.5 U da enzima Taqg platinum Polimerase
(Invitrogen, Ca, USA) e 200 pmol de cada dNTP por litro, 0.75 mmol de cloreto de magnésio,
tampao 1x (200 mM Tris—HCI, pH 8.4, e 500 mM KCI), e 0.1-0.2 ug de DNA. A eficiéncia da
PCR foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose 3,5% corado com brometo de
etidio (0,5ug/ml).

e Genotipagem dos polimorfismos do gene do RLDL

Para a determinacdo dos polimorfismos do marcador do gene do RLDL, os produtos da
amplificacdo por PCR foram submetidos a analise de restricdo com a enzima Haelll
(Amersham Pharmacia Biotech, Psicataway, USA). A genotipagem foi realizada através da
digestdo dos produtos da PCR (10ul) com 5 U da enzima de restricdio Haelll em tampé&o
especifico. A digestdo foi incubada a 37°C, por 16 horas e, a seguir, os fragmentos de restricao
foram separados em gel de agarose 3.5% e detectados com brometo de etideo (0,5ug/ml),
utilizando-se uma amostra da escala de alelos 50 pares de base (pb) (Fermentas, Ontério,
Canada) como referéncia de tamanho molecular. As bandas caracteristicas de cada alelo foram
analisadas e identificadas. A figura 2 mostra um esquema da analise de restricdo para o

marcador do gene RLDL.
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(A) Digestao Haelll
77 pb 47pb  26pp  AA
124 pb 77 pb 47 pb 26pb AT
124 pb 26 pb TT
(B) llustracdo do Esquema de Restricdo Haelll
AA AT TT M  150pb
124 pb 100 pb
77 pb 75 pb
47 pb 50 pb
26 pb

Figura 2: Alelos do gene RLDL. (A) Esquema ilustrativo da digestdo dos produtos do gene do
RLDL atraves de PCR com a enzima Haelll. (B) Padrdes alélicos esperados dos produtos do
gene do RLDL na eletroforese ap0s a digestdo. Genotipo AA: fragmentos de 77, 47 e 26 pb.
Genotipo AT: fragmentos de 124 pb, 77, 47 e 26 pb. Gen6tipo TT: fragmentos de 124 pb e 26

pb.
pb = pares de base; M = marcador de referéncia de tamanho molecular (50 pb).
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3.2.3 Andlise Estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados, utilizou-se o programa SPSS for Windows

0 7 (Chicago, Illinois, EUA). Os seguintes métodos estatisticos foram utilizados,

versédo 12.
considerando-se 5,0% (p=0,05) para 0 nivel de rejeicdo da hipdtese nula: o teste do qui-
quadrado (?) e a analise de variancia (F). Quando necessario as amostras foram sequenciadas
para confirmacdo do gendtipo.

As frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas de acordo com Nei . O teste
exato de diferenciacdo de populacBes, assim como o0s parametros populacionais de
Heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade esperada (He), Equilibrio de Hardy-
Weiberg (HW) das amostras analisadas foram calculados usando o software ARLEQUIN

versdo 3.0 18,
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4 RESULTADOS

4.1 Variaveis clinicas, antropomeétricas e laboratoriais

No presente estudo foram coletados os dados de varidveis clinicas, laboratoriais e
antropomeétricas, bem como aqueles relativos a analise genética da amostra de 56 individuos,
35 do sexo masculino (62,5%) e 21 do sexo feminino (37,5%) em seguimento de + 336
meses.

Na tabela 1 estdo apresentados os dados das médias e desvios padrdo obtidos para as
variaveis clinicas, antropométricas e laboratoriais analisadas nos 56 individuos pertencentes ao
ERJ nas trés etapas de avaliacdo (Al, A2 e A3). Como pode ser visto as médias de PAS, PAD,
peso, IMC foram maiores em A3 quando comparadas a Al e A2 e 0 mesmo acontece com as

dosagens dos lipides séricos para A3 quando comparadas a A2.

Médias e desvios padréo das variaveis clinicas, antropométricas e

s L laboratoriais nos trés momentos da avaliacdo (N=56)
Variaveis Momentos de Avaliacdo
Al A2 A3

PAS(mmHg) 115,28+14,83 | 124,35+13,79 | 125,43+16,67
PAD(mmHgQ) 63,81+12,84 79,86%10,79 83,20+13,72
Peso(kg) 50,94+11,62 70,03+14,41 | 78,29+19,55

IMC(Kg/m?) 20,26+3,05 24,04+3,64 26,79+5,53
CA(cm) - - 92,96+14,66
Col-T - 175,37+34,34 | 181,44+31,72
TG - 88,37+42,34 103,71+56,14
HDL - 45,87+13,16 49,05+15,87
LDL - 111,82+27,58 | 111,23+27,95

Legenda: PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastdlica; IMC: indice de

massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; Col-T: colesterol total; TG: triglicérides.
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4.2 Anélise molecular dos polimorfismos genéticos na populacéo geral

Para a realizacdo da andlise genética, as amostras de DNA dos 56 individuos da
populacdo do ERJ e dos 75 individuos pertencentes a amostra LDD foram preparadas
conforme descrito em material e métodos.

Na figura 3 observa-se o padrdo de bandas obtido apoOs eletroforese em gel de
poliacrilamida 12%, dos produtos de amplificacdo digeridos pela enzima de restricdo Hha |
para a analise dos polimorfismos do gene da APOE. Para este polimorfismo os seguintes
genotipos podem ser encontrados: €23 (91,83,48 pb), €2e4 (91,83,72,48 pb), €22 (91,83 pb),
€3€3 (92,48 pb), €3e4 (91,72,48 pb) e eded (72,48 pb).

1 2 3 4 5 6 7 M
150pb
[-— - \‘

‘b 100pb

-

o1 [ a — -’

83

72 - 4 50pb
48

Figura 3: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% dos produtos de amplificacdo do gene da
ApoE, digeridos pela enzima Hhal. Colunas 1 a 6: amostras de individuos do estudo. Coluna
1: amostra de individuo com genotipo €2€3 (91, 83, 48 pb). Coluna 2: amostra de individuo
com genodtipo €3g4 (91,72, 48 pb). Coluna 3: amostra de individuo com genotipo €24
(91,83,72,48 pb). Colunas 4,5 ¢ 6: amostras de individuos com genotipo €3€3 (91,48 pb).
Coluna 7: marcador de tamanho molecular (50 pb). Coluna M: referéncia do tamanho dos
fragmentos do marcador em pares de base (pb).

A figura 4 mostra uma eletroforese em gel de agarose 3,5% dos produtos de
amplificacdo digeridos pela enzima de restricdo Haelll para a analise dos polimorfismos do
gene do RLDL. Para este polimorfismo os gendtipos que podem ser encontrados sdo: AA (77,
47 e 26 pb), AT (124, 77,47 e 26 pb) e TT (124 e 26 ph).
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124 150 pb
77 100 pb
47 50 pb

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 3,5% dos produtos de amplificagdo do gene do
RLDL, digeridos pela enzima Haelll. Colunas 1 a 4: amostras de individuos do estudo.
Colunas 1,2 e 4: amostras de individuos com genétipo AA ( 77, 47 e 26 pb ). Coluna 3:
amostra de individuo com gendtipo AT (124, 77,47 e 26 pb). Coluna 5: Controle negativo
(k562 -150 pb). Coluna 6: marcador de tamanho molecular (50pb). Coluna M: referéncia do
tamanho dos fragmentos do marcador em pares de base (pb).

4.3 Descrigdo dos Grupos

A amostra pertencente ao ERJ foi estratificada pelo “tracking” de dislipidemia entre

A2 e A3 e foram constituidos trés grupos cujas caracteristicas serdo descritas a seguir:

e Grupo 0 — nenhuma variavel lipidica alterada em A2 e A3. Este grupo possui 11
individuos (19,6%), 1 do sexo masculino e 10 do sexo feminino, estes possuem idade
média de 30,89+1,64. A tabela 2 mostra as médias e desvios padrdo deste grupo para

as variaveis analisadas.
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Tabela 2 Médias e desvios padrdo das variaveis clinicas,
antropomeétricas e laboratoriais no grupo 0 em A3 (N=11)

Variaveis Grupo 0 (Valores)
PAS(mmHg) 114,36+14,58
PAD(mmHg) 76,36+8,66

Peso(kg) 61,23+12,7
IMC(Kg/m?) 23,81+3,72

CA(cm) 80,5%6,74
Col-T 164,45+18,35
TG 64,18+31,44

HDL 62,0949,63
LDL 89,47+13,59

Legenda: PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica; IMC: indice de
massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; Col-T: colesterol total; TG: triglicérides.

e Grupo 1 — pelo menos uma variavel lipidica alterada em A2 ou A3. Este grupo é

composto por 12 individuos (21,4%), com idade média de 31,47+2,35 e possui 2

individuos do sexo feminino e 10 do sexo masculino. Na tabela 3 pode ser visto as

médias e desvios padrao deste grupo para as variaveis analisadas.

Tabela 3 Médias e desvios padrao das variaveis clinicas, antropométricas e
laboratoriais no grupo 1 em A3. (N=12)

Variaveis Grupo 1 (Valores)
PAS(mmHg) 120,17+13,05
PAD(mmHg) 78,17+13,89

Peso(kg) 71,84+15,71
IMC(Kg/m®) 24,34+4.02
CA(cm) 86,91+8,72

Col-T 179,58+29,12
TG 81,33+41,37
HDL 53,0+11,55
LDL 106,56+28,6
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Legenda: PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica; IMC: indice de
massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; Col-T: colesterol total; TG: triglicérides.

e Grupo 2 — pelo menos uma variavel lipidica alterada em A2 e A3. Este grupo possui
33 individuos, destes 24 sdo do sexo masculino e 9 do sexo feminino. A média de
idade foi de 31,25+1,99. Os dados das médias e desvios padrdo deste grupo para as

variaveis analisadas sdo mostrados na tabela 4.

Médias e desvios padrao das varidveis clinicas, antropométricas

fEE e laboratoriais no grupo 2 em A3. (N=33)
Variaveis Grupo 2 (Valores)

PAS(mmHQ) 129,76+15,79
PAD(mmHQ) 85,27+13,44
Peso(kg) 86,32+18,44

IMC(Kg/m®) 28,67+5,81
CA(cm) 98,63+14,26
Col-T 187,78+34,5
TG 125,03+57,68
HDL 43,51+15,99
LDL 119,9+27,55

Legenda: PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastdlica; IMC: indice de
massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; Col-T: colesterol total; TG: triglicérides.

4.4 Andlise do “tracking” de Dislipidemia para os gendtipos da ApoE

A andlise estatistica através do teste do x° revelou diferenca estatisticamente
significante para a distribuicdo dos gendtipos da ApoE nos grupos estudados em relagdo ao
tracking de dislipidemia (x> = 16,848, p = 0,032). Observa-se que no grupo 0 (sem dislipidemia

em A2 e A3) ndo foi encontrado nenhum individuo com gendétipo €2¢4 e g4e4, enquanto que no
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grupo 2 (com dislipidemia em A2 e A3) ndo foi observado nenhum individuo com genétipo
€2e3. (Tabela 5).

Al s “Tracking” de Dislipidemia para os gendtipos do gene da ApoE

(N=56)
Genotipos de o _
APOE Dislipidemia Total
0 1 2
€263 3 (27,3%) - - 3 (5,4%)
€3€3 5 (45,5%) | 10 (83,3%) | 20 (60,6%) | 35 (62,5%)
e3¢4 3(27,3%) | 2(16,7%) | 9(27.3%) | 14 (25%)
€2e4 - - 3(9,1%) 3 (5,4%)
cded - - 1 (3%) 1(1,8%)
Total* 11 (100%) | 12 (100%) | 33 (100%) | 56(100%)
Total** (19,6%) | (21,4%") (59%)
1°=16,848 P=0,032

Legenda: Grupo 0 (nenhuma variavel lipidica alterada em A2 e A3); grupo 1 (uma ou mais
variaveis lipidicas alteradas em A2 ou A3) e grupo 2 (uma ou mais variaveis lipidicas
alteradas em A2 e A3); P: valor de p. Valores significativos destacados. *Valores percentuais
relacionados com as frequencias genotipicas para cada grupo. ** Valores percentuais
relacionados com as freqiéncias genotipicas de cada grupo na amostra total (n=56).

4.5 Analise do “tracking” de Dislipidemia para os gen6tipos do RLDL

Quando se analisou a distribuicdo dos genotipos do RLDL pelos grupos estratificados
pelo “tracking” de dislipidemia, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa (2

= 1,500 e p=0,827), conforme pode ser observado na tabela 6.



40

“Tracking” de Dislipidemia para os genotipos do gene do RLDL

Tabela 6 (N=56)
Genotipos de o ]
Dislipidemia Total
RLDL
0 1 2
AA 9 (81,8%) | 10(83,3%) | 29 (87,9%) | 48 (85,7%)
AT 2 (18,2%) | 2 (16,7%) 3 (9,1%) 7 (12,5%)
TT - - 1 (3%) 1 (1,8%)
Total* 11 (100%) | 12 (100%) | 33 (100%) 56 (100%)
Total** (19,6%) (21,4%") (59%)
x“=1,500 P=0,827

Legenda: Grupo 0 (nenhuma variédvel lipidica alterada em A2 e A3); grupo 1 (uma ou mais
variaveis lipidicas alteradas em A2 ou A3) e grupo 2 (uma ou mais variaveis lipidicas
alteradas em A2 e A3). P:valor de p. *Valores percentuais se relacionam com as frequencias
genotipicas para cada grupo. ** Valores percentuais relacionados com as frequéncias
genotipicas de cada grupo na amostra total (n=56).

4.6 Analise das variaveis clinicas, antropométricas e laboratoriais em A3 (terceira etapa

da avaliacéo)

Na tabela 7 sdo apresentados os resultados obtidos através da analise de variancia (F)
realizada com os dados das variaveis clinicas, antropométricas e laboratoriais coletados na
avaliagdo 3 (A3), que corresponde ao momento atual dos 56 alunos-alvo, quando se analisou a
comparagéo entre os grupos estratificados para dislipidemia. Conforme pode ser observado foi
encontrado significAncia estatistica no grupo 2 (com dilipidemia em A2 e A3) em relacdo a
frequéncia do alelo €4 quando comparado aos grupos 0 e 1 para as varidveis PAS, peso, IMC,

CA, HDL, LDL e TG (Tabela 7).
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Médias das variaveis clinicas, antropomeétricas e laboratoriais das amostras do

Tabela 7 ERJ em A3 (N=56)
Variaveis Grupos Teste F P
0 1 2
Idade 30,89+1,641 31,472,358 31,25+1,997 0,239 0,788
PAS 114,36+14,583 | 120,17+13,058 | 129,76%15,794 5,011 0,01
PAD 76,36%8,663 78,17+13,895 85,27+13,443 2,692 0,077
Peso 61,23+3,829 71,84+15,716 86,32+3,21 10,153 <0,001
IMC 23,813,725 24,344,023 28,675,812 5,435 0,007
CA 80,506,745 86,91+8,725 98,63+14,263 10,861 <0,001
Col-T 164,45+18,354 | 179,58+29,121 | 187,78+34,505 2,371 0,103
HDL 62,09+9,637 53,0+11,556 43,51+15,996 7,507 0,001
LDL 89,47+13,597 106,56+28,608 | 119,90+27,556 6,019 0,004
TG 64,18+31,444 81,33+41,370 125,03+57,686 7,486 0,001

Legenda: A3: terceira avaliacdo dos alunos-alvo. Grupo 0 (nenhuma variavel lipidica alterada
em A2 e A3); grupo 1 (uma ou mais varidveis lipidicas alteradas em A2 ou A3) e grupo 2
(uma ou mais variaveis lipidicas alteradas em A2 e A3). PAS: pressdo arterial sistolica; PAD:
pressao arterial diastolica; IMC: indice de massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; Col-
T: colesterol total; TG: triglicérides. Teste F: analise de variancia. P: valor de p. Valores
significativos destacados.

4.7 Andlise das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos de ApoE e do

RLDL na populacéo do estudo e na populacédo LDD

As freqliéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos genes da APOE e do

RLDL dos individuos do Estudo do Rio de Janeiro e da amostra da populagdo selecionada a

partir de um banco de dados do laboratério de diagnostico por DNA (LDD) da UERJ estéo

mostradas na tabela 8.
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Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos genes da ApoE e

[ do RLDL em amostras do ERJ e do LDD
APOE RLDL
Genotipos Frequéncia Gendtipos Frequéncia
ERJ (N=75) | LDD (N=75) ERJ (N=75) | LDD (N=75)
€2e3 5,3% 4,2% AA 88% 86,5%
€3¢3 66,7% 75% AT 10,6% 13,5%
€3¢e4 22,7% 18% TT 1,3% -
€2¢e4 4,0% 2,8%
eded 1,3% -
Alelos Frequéncia Alelos Frequéncia
€2 6,6% 3,5% A 93,5% 93,3%
€3 79,4% 86% T 6,5% 6,7%
g4 14% 10,5%
Ho 34,6% 25% Ho 10,52% 13,51%
He 34,8% 24,8% He 12,37% 12,68%
P=0,5098 P=0,2128 P=0,2715 P=1,000
HWE HWE
SD=0,0005 SD=0.0004 SD=0,0004  SD=0,00
Teste
Teste Exato  P=0,51528 P=0,990
_ Exato de
de Fisher SD=0,001 _ SD=0,003
Fisher

Legenda: He=heterozigosidade esperada, Ho=heterozigosidade observada, HWE=Equilibrio
de Hardy-Weinberg
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5 DISCUSSAO

Os polimorfismos genéticos contribuem para diversas variagdes fenotipicas nos
individuos que conferem a estes caracteristicas Unicas sejam estas antropométricas,
relacionadas ao risco ou protecdo ao desenvolvimento de doencas e na resposta adaptativa ao
ambiente. Diante disso, a procura de genes relacionados ao desenvolvimento de doengas tem
sido alvo de estudos em todo mundo.

Nesse sentido, as doencas cardiovasculares e suas interacbes com 0 gene-ambiente
apresentam-se como alvo de varios estudos devido aos seus elevados indices de morbidade e
mortalidade nas popula¢des mundiais, uma vez que, essas doencas envolvem fatores genéticos
que podem contribuir para sua ocorréncia de maneira causal ou na sua patogénese **°.

Estudos epidemioldgicos realizados ao longo das Gltimas décadas tém demonstrado
que os fatores de risco classicos estdo presentes tanto em criancas quanto em adolescentes e
indicam que a busca por individuos de alto risco deve comecar ainda na idade escolar e
corroboram a necessidade crescente de pesquisas para ampliar e refinar a estratificacdo de
risco nestas populacdes *°. Esses estudos indicam que o nivel de colesterol na fase infantil é
um valor preditivo para o nivel de colesterol na fase adulta 2%,

Mesmo diante destas evidéncias, no Brasil estudos que avaliam a prevaléncia de
alteracdes lipidicas na fase infato-juvenil ainda sdo escassos *%.

Diante do exposto, as avaliagOes realizadas no Estudo do Rio de Janeiro (ERJ) sdo de
grande contribuicdo, pois apresentam dados de avaliagdes colhidos ao longo de 28 anos,
relacionados a fatores de risco associados ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
suas evolugdes ocorridas durante as fases da infancia, adolescéncia e fase adulta. E importante
ressaltar que em nenhum outro estudo envolvendo a populacéo brasileira com o objetivo de se
investigar os fatores de risco ao desenvolvimento das doencas cardiovasculares assim como
avaliar o perfil lipidico nestas faixas etarias, houve um acompanhamento longitudinal dessa
natureza.

A anéalise do tipo coorte realizada no ERJ, se mostra entdo como um instrumento
importante no estudo da evolucdo dos fatores de risco diante de evidéncias que sugerem a
agregacao e reforgo destes com o passar do tempo que, por sua vez, aumentam o risco de
eventos cardiovasculares precoces®.

Sendo aceito que as dislipidemias podem ser causadas por fatores genéticos e/ou

ambientais ?® e que estas sdo apontadas como fator de risco cardiovascular ?°, no presente
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estudo, este e outros fatores de risco foram investigados da fase infantil a fase adulta,
relacionando-os com a presenca de polimorfismos genéticos (ApoE e RLDL). Os dados
colhidos podem contribuir para o0 melhor entendimento da ligacdo entre o desenvolvimento ou
protecdo de doencas em detrimento da presenca de determinado genotipo ou alelo desses
marcadores genéticos e, portanto representam uma ferramenta valiosa de investigacao.

As principais doencas associadas a presenca de dislipidemias séo a aterosclerose e a
doenca arterial coronariana (DAC) “*#"'?%1% Em relacdo ao inicio do processo da
aterogénese, que se da devido ao depdsito de lipoproteinas na parede arterial, sabe-se que este
ocorre de maneira proporcional & concentracdo das lipoproteinas LDL-c, VLDL e
remanescentes de quilomicrons no plasma sanguineo ’. Varios estudos sugerem que o
processo de formacdo da placa aterosclerdtica inicia-se na infancia e evolui lenta e
silenciosamente até a vida adulta, quando repercutem sob diversas manifestagdes clinicas da
doenca, que culminam nas elevadas taxas de mortalidade 3, nesta evolugdo verifica-se entdo
um longo periodo assintomatico 33013

Em relacdo aos fatores de risco para DAC, estudos tém demonstrado que um dos
principais fatores € a presenca de hipercolesterolemia, uma vez que, aproximadamente, 96%
do material lipidico do ateroma correspondem a colesterol *2.

No presente estudo, 59% dos individuos avaliados na populacdo do ERJ apresentaram
algum tipo de dislipidemia, considerando apenas os individuos pertencentes ao grupo 2 da
analise do tracking de dislipidemia, estes individuos apresentaram algum lipide alterado na
avaliacdo 2 (A2) e na 3 (A3). Considerando também a prevaléncia do grupo 1 (algum lipide
alterado em A2 ou A3) este indice aumenta para 80,4% dos individuos avaliados.

Esses dados indicam uma tendéncia ja descrita na literatura que preconizam aumento
da prevaléncia de dislipidemias em criancas e jovens ?**33134 Entretanto, no presente estudo
a prevaléncia apresentou altos niveis, uma vez que, para esta faixa etaria a literatura apresenta
valores entre 2,9 e 33%, embora preconizem um aumento progressivo desses niveis ao longo
dos anos 1%,

Diante disso, desperta atencdo os achados do presente estudo e de outros relacionados
a populacao brasileira em relagdo a prevaléncia de dislipidemia na fase infanto-juvenil, os
estudos realizados apontam uma alta prevaléncia nestas faixas etarias, como demonstrado por
Gama e cols ** em estudo com 231 criancas para analise do perfil lipidico com idades entre 5
e 9 anos na cidade do Rio de Janeiro. Os autores mostraram que 68,4% das criangas avaliadas
apresentavam algum tipo de dislipidemia, destas 18,6% apresentavam aumento de LDL-c,

35% tinham altera¢es no HDL-c e 3,5% do TG.
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137 também no Rio

Corroborando estes dados, outro estudo realizado por Silva e cols
de Janeiro com 787 individuos de ambos 0s sexos com idade entre 2 e 19 anos mostrou que
41% destes individuos ndo apresentavam valores de Col-T dentro da faixa de normalidade.
Em relacéo aos dados de LDL-c apenas 67% dos pacientes encontram-se na faixa considerada
desejavel. Os dados de TG mostram resultados alterados, principalmente nos individuos de 10
anos (40%), assim como as alteracbes dos valores para HDL-c (31%), apresentaram
predominancia nesta faixa etaria, estando estes dados de acordo com os resultados obtidos
para TG e HDL-c em estudo realizado no Sul do pais .

Em estudo do programa de prevencdo primaria de doengas aterosclerdticas,
desenvolvido pelo Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Universidade de Séo
Paulo foi analisado o perfil lipidico de 104 criancas e 180 adolescentes. Os autores
observaram uma alteracdo de Col-T em 57,7% das criancas e 42,7% dos adolescentes, em
relacdo ao LDL-c 55,4% e 38,3%, em criancas e adolescentes respectivamente. Os niveis
plasméticos de TG também apresentaram alteracdo em 51,0% das criancas e 31,9% dos
adolescentes, enquanto que o HDL-c apresentou valores alterados em 13,5% e 14,2%, para
criancas e adolescentes, respectivamente **°.

Outro estudo realizado em S&o Paulo por Moura et al **°, avaliou de acordo com a
idade e o sexo o perfil lipidico de 1600 escolares, em 35% destes foi verificado
hipercolesterolemia.

Essa alta prevaléncia de dislipidemia em criangas e adolescentes ndo foi somente

encontrada na regi&o sudeste, Pereira e cols *?

, em estudo observacional do tipo transversal,
avaliou 470 estudantes com idade entre 10 e 14 anos de ambos 0s sexos na cidade de Recife
(PE), observou que 63,8% dos participantes do estudo apresentaram algum tipo de
dislipidemia, considerando como dislipidémico o adolescente com alteracdo em pelo menos
uma fracdo do perfil lipidico (IC g5y 59,3-68,2; p < 0,05).

Altos indices também foram encontrados m estudo realizado na cidade de Campina

14 ~om 180 adolescentes com idade entre 14 e 17 anos de

Grande (PB) por Carvalho e cols
ambos os sexos foi observado que em 66,7% dos individuos estudados (n=120) possuiam
algum tipo de dislipidemia considerando para isto qualquer lipide alterado e destes 56,7%
apresentavam alteracdo do HDL-c.

Diante dos resultados mostrados para a prevaléncia de dislipidemia no presente estudo
e nos demais citados, a busca do perfil de alto risco cardiovascular deve fazer parte da
avaliacdo rotineira de todos os individuos, em especial de criancas e adolescentes, para

possibilitar sua inclusdo precoce em programas de prevencao®.
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Sabe-se que a investigacdo genotipica de uma doenca em uma populacéo é realizada
através da procura por genes que quando presentes causam a doenca ou torna o individuo
mais susceptivel (ou mais protegido) aquela determinada doenca. Nesse sentido, varios
estudos tém sido realizados objetivando corroborar a real associacao das alteracfes genéticas
encontradas com a presenca da doenca. Diante deste contexto, as interacGes que ocorrem entre
os fatores ambientais e 0s genes polimérficos também estdo associados e representam uma
maior ou menor predisposicao para o desenvolvimento de uma determinada doenca®*.

Diante disto, diversos estudos tém sido realizados com o intuito de investigar os
efeitos dos polimorfismos da ApoE nos niveis plasmaticos dos lipideos, uma vez que, este
polimorfismo possui importantes fungdes relacionadas ao metabolismo das lipoproteinas,
principalmente naquelas ricas em colesterol. No entanto, a magnitude deste efeito varia entre
0s grupos étnicos o que gera divergéncias nos resultados destes estudos ***.

Como dito, a associagédo entre os gendtipos de ApoE e o perfil lipidico é controversa,
visto que diferentes estudos tém evidenciado a relacdo dos polimorfismos do gene da ApoE

com niveis elevados de Col-T, TGL e LDL-c e as doencas cardiovasculares %°3>*

77,144

, COMO as

e a doenca arterial coronariana (DAC) '" . Nesse sentido, o genétipo
C 42,54,67,

coronariopatias
g2€2 tem sido associado a ocorréncia de hiperlipoproteinemia tipo 111 (HLP-I11) e DA
15196 H4 evidéncias de que a presenca do genotipo €2€2 € necessaria, porém nao suficiente
para o desenvolvimento de HLP-III, sendo fundamental a associa¢do a fatores genético e/ou
ambientais *3%%7°,

No entanto, a maioria dos estudos tém demonstrado que existe uma forte associacéo

58,146-148

desse polimorfismo com baixos niveis séricos de Col-T e LDL-c , que exerceria um

S em estudo que

efeito protetor para dislipidemia como demonstrado por Ferreira et al
envolveu 216 individuos (109 dislipidémicos e 107 individuos normolipidémicos) que foram
avaliados para os polimorfismos de ApoE e a sua contribuicdo relativa para os niveis dos
lipidios plasmaticos. As frequiéncias alélicas encontradas nesse estudo foram semelhantes tanto
nos individuos dislipidémicos como nos normolipidémicos. Nenhuma diferenca significativa
foi observada entre os niveis plasmaticos de lipideos e lipoproteinas e os alelos €2, €3 ou &4
nos dislipidémicos. Entretanto, nos normolipidémicos, o alelo €2 mostrou-Se associado com 0S
menores niveis de Col-T e LDL-c, configurando um melhor perfil lipidico. Os autores
finalizaram concluindo que os polimorfismos da ApoE ndo tém nenhum efeito sobre os niveis
plasmaticos de lipideos e lipoproteinas em individuos dislipidémicos. Em contrapartida, em

individuos normolipidémicos, dependendo de outros fatores co-existentes, o alelo €2, pode
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desempenhar um papel protetor ou patolégico **°. Nesse sentido, outros autores também
observaram um efeito protetor associado ao alelo €2 em relagdo a DAC 143150151

Em contrapartida, o alelo €4 esta frequentemente associado ao maior risco de DAC,
visto que, estudos demonstram uma elevagdo das taxas de Col-T e LDL-c, considerados
parametros aterogénicos, relacionada a presenca desse polimorfismo %77143146.147.148150,152 * o
elevacdo das taxas de LDL-c também foi observada em individuos saudaveis que possuem este
alelo 153,154.

Um interessante estudo realizado por Lala et al *° demonstrou que o efeito do alelo &4
nos niveis Col-T plasméticos apresentaram-se mais elevados quando associados a uma dieta
rica em colesterol e acidos graxos saturados, o que nos sugere que o tipo de dieta parece ser um
fator de influencia nos niveis plasmaticos de lipidios. O efeito do alelo €4 aumenta com uma
maior ingestdo de gorduras saturadas e colesterol *°.

Em relacdo aos niveis de TG associados a presenca dos polimorfismos de ApoE, 0s
resultados também sdo controversos. Niveis elevados de TG tém sido associados tanto ao

156 70.157.1%8 "assim como a ambos os alelos >%7>159160

alelo €2 ™ quanto ao alelo €4

No presente estudo procuramos investigar o padrdo de comportamento dos fatores de
risco para as dislipidemias ao longo das trés avaliacfes, em associagdo com os polimorfismos
de ApoE e de RLDL, considerando a ocorréncia de dislipidemia, com base na alteracdo de uma
ou mais variaveis lipidicas. Nessa analise, denominada tracking de dislipidemia, observou-se
que os individuos que possuem o gendtipo €2€3 estiveram sempre presentes No grupo 0, isto é,
no grupo onde as variaveis lipidicas analisadas (Col-T, TG, HDL-c e LDL) estiveram sempre
nos niveis normais nas duas avaliacbes (Al e A2). Entretanto, todos os individuos que
possuiam o gendtipo €2e4 estiveram presentes no grupo 2, grupo no qual uma ou mais
varidveis estavam sempre alteradas nas duas avaliaces.

Este resultado reforca que o alelo €2 s6 exerceria seu fator protetor, como ja

demonstrado por Ferreira et al **°

, quando associado ao alelo €3. Esta evidéncia também foi
observada em um estudo do tipo coorte realizado por Bazzaz et al ** que avaliaram 320
individuos da populacdo iraniana, com o objetivo de investigar as associaces entre 0S
polimorfismos do gene da APOE, o perfil lipidico e o IMC. Os autores observaram que o alelo
€2 era mais frequente nos pacientes que apresentaram Col-T <200 mg/dL (P 0,01 OR 2,1 IC
95% 1,1-4,2), além de uma maior associa¢do dos individuos com niveis séricos de Col-T
normais com o genotipo €2¢3 em relagdo aos individuos com niveis anormais.(P = 0,003 OR

2,4 1C 95% = 1,3-4,6).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bazzaz%20JT%22%5BAuthor%5D
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Quando associado ao alelo €4, o alelo €2 perderia ou teria diminuida sua condicéo
protetora, evidenciando que o alelo e4 pode estar fortemente associado a evolugdo para
dislipidemia. De fato, a partir dos resultados do presente estudo, verificou-se que todos 0s
individuos que tinham o alelo €4 em qualquer um dos gendtipos encontrados (e2e4, £3e4 ¢
g4e4), se encontravam no grupo 2, inclusive todos aqueles com o genotipo e4e4.

Estes dados sdo corroborados por outros estudos, como demonstrado por Salazar LA et
al " em estudo investigando o polimorfismo Hhal em 150 mulheres coronariopatas e
normais. As coronariopatas apresentaram taxas significativamente mais elevadas de Col-T, TG
e LDL-c e uma freqiiéncia maior do genotipo €3e4 em relagdo as mulheres controles (40% e
14%, respectivamente), com relagdo a freqiiéncia dos alelos, o alelo €4 foi o mais freqiliente nas
coronariopatas ***.

Em outro estudo realizado na populacdo da Tunisia, foi observado mais uma evidéncia
da associacdo dos polimorfismos da APOE com DAC. Neste estudo, os autores encontraram
associacdo entre a presenca do alelo €4 ¢ uma maior gravidade da DAC, além da presenca de
um perfil lipidico desfavoravel, evidenciando que o alelo €4 pode também estar envolvido no
nivel de gravidade da DAC .

Estas evidéncias também foram encontradas no presente estudo ao analisar os dados da
tabela 5, onde se observam as variaveis coletadas em na terceira avaliacdo (A3) em relacdo aos
grupos estratificados para dislipidemia (0,1 e 2) para o gene da ApoE. Na populagdo de alunos-
alvo, os individuos que possuem perfil lipidico mais desfavoravel pertencem ao Grupo 2 (o
qual possui dislipidemia em A2 e A3) e este € 0 mesmo grupo o qual existe prevaléncia nos
individuos do alelo €4. Os individuos que possuem melhor perfil lipidico encontram-se nos
grupos O e 1 e o grupo 0 (com o melhor perfil lipidico) possui uma prevaléncia do alelo €2. Os
dados de pressao arterial sistdlica (PAS), peso, indice de massa corporal (IMC), circunferéncia
abdominal (CA, HDL, LDL e TG apresentaram significAncia estatistica quando os grupos
foram comparados entre si, evidenciando a tendéncia de pior perfil lipidico associado ao alelo
4.

Outro fato interessante observado na analise do grupo 2 para o gene da ApoE foi a
associacdo do género masculino a um perfil de risco desfavoravel, sendo observado um
predominio deste género no grupo 2 (32 individuos - 62,5%). O género, assim como, a idade
estdo incluidos nos fatores de risco ndo modificveis e sdo fatores de risco importantes no
determinismo das DCV. O género masculino reconhecidamente estd associado a um maior

risco cardiovascular 16264,
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No presente estudo, ndo foi encontrada nenhuma associacdo entre as variaveis
analisadas (PAS, PAD, CA, IMC, Col-T, HDL, LDL, TG) e os polimorfismos do gene do
RLDL. Entretanto, esta falta de associacdo também foi evidenciada em outros estudos que
pesquisaram a relacdo do polimorfismo do RLDL com variaveis lipidicas **%. Vieira et al **’
em estudo com 2.659 individuos saudaveis também ndo encontrou associa¢ao entre o aumento
dos niveis das lipoproteinas plasméticas relacionado ao polimorfismo do RLDL **’. Frikke-
Schmidt et al ® em estudo com 9.000 individuos de ambos os sexos, ndo encontraram
associacdo significante entre os niveis lipidicos plasmaticos de Col-T, LDI-c nos individuos
que apresentavam gendtipos AA em relacdo ao TT, entretanto, relataram aumento do risco
para desenvolvimento de isquemia vascular cerebral de 3,6 vezes maior em individuos
homozig6ticos TT em relacdo aos AA.

Em relacdo a presenca de hipercolesterolemia familiar ndo foi observada relagdo com
os polimorfismos do gene do RLDL para as amostras analisadas. Esta ndo associagdo também
foi relatada em outros estudos *.

No sentido de comprovar a aleatoriedade da coleta efetuada na amostra populacional
do ERJ, selecionamos também para este estudo uma amostra de individuos residentes no
estado do Rio de Janeiro e com auséncia de parentesco direto (amostra LDD) e comparamos
os padrdes de distribuicdo e de diversidade alélica e genotipica dessas populacfes. Esses
dados também foram confrontados com os de outras popula¢cbes mundiais, para as quais
encontramos dados dos mesmos marcadores analisados nesse estudo.

Com base no perfil de diversidade genética, verificamos que nas duas populacdes as
frequéncias genotipicas observadas para polimorfismos dos genes da ApoE e do RLDL estédo
de acordo com as esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Em relagio ao gene da ApoE, outros dois estudos, um realizado por Seixas 2* com 165
individuos das populacdes da ilha de Sdo Tomé e Principe e de Portugal e outro realizado na
populacdo brasileira por Fuzikawa et al ®, envolvendo 1406 individuos foi demonstrada esta
mesma conformidade com as frequéncias esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Vieira et al'® demonstraram em seu estudo com 3.012 individuos ingleses que as
freqliéncias genotipicas observadas naquela populacdo também estavam de acordo com as
freqliéncias esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg para os polimorfismos do gene do
RLDL.

Na populagdo ERJ foram encontrados cinco gendtipos para o polimorfismo de ApoE
enquanto que na amostra LDD, apenas quatro gendtipos foram encontrados, destacando-se a

auséncia do genotipo e4e4. Em relacdo aos polimorfismos de RLDL, os trés polimorfismos
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foram encontrados na populacdo ERJ, enquanto que na amostra LDD, apenas 2 foram
encontrados, com auséncia do genotipo TT. O genotipo da ApoE mais comum observado nas
duas populagdes foi 0 €3€3, enquanto que o de RLDL foi 0 AA.

As freqliéncias alélicas encontradas na populacdo ERJ para os polimorfismos do gene
da ApoE foram €2 (0,06), €3 (0,79) e &4 (0,14) enquanto que as dos gendtipos foram £33
(0,66), €3e4 (0,22), €2€3 (0,05), €2e4 (0,04) ¢ e4e4 (0,01), se assemelham com as de outras
populacBes brasileiras, como as encontradas em Porto Alegre (RS)*™ assim como, as de
populagbes mundiais caucasianas (alemdes, escocesas, canadenses, holandesas, finlandesas,
italianas e francesas) e asiaticas (chinesas) >* %74,

Ha evidéncias de que este padrao varie em outras populagdes, embora o alelo €3 sempre
apresente predominancia *"*®®. Como exemplo de variagdo, podemos destacar o padrdo de

52,175

variabilidade do alelo €4 que em paises do norte da Europa e nos EUA apresenta uma

frequéncia aumentada, enquanto que no sul da Europa e no Japdo apresenta uma freqiiéncia
menor 145,175,176.

As fregliéncias alélicas na populagdo do ERJ para os polimorfismos do gene do RLDL
foram A (0,93) e T (0,07) enquanto que as genotipicas foram AA (0,88), AT (0,10) e TT
(0,01). Estas freqliéncias encontradas na populacdo em estudo se assemelham as encontradas
em outras populacdes como no estudo realizado por Frikke-Schmidt et al ® na populacdo da
Dinamarca proveniente do “The Copenhagen City Heart Study”, os autores encontraram
freqiiéncia de 0,9 para individuos A370T homozigdticos, 0,09 para A370T heterozigoticos e
0,003 para 370T homozigoticos.

O teste de diferenciacdo populacional realizado a partir do teste exato de Fisher ndo
indicou a existéncia de diferencas significativas entre as distribui¢es alélicas das populagdes
do ERJe LDD.

Um fator fundamental para a execucao deste estudo foi 0 acompanhamento longitudinal
dos individuos desde a fase infantil até a fase adulta o que nos possibilitou avaliar o padrao de
evolucdo das dislipidemias (tracking) e de outros fatores de risco para as doencas
cardiovasculares verificados ao longo dos anos durante as avaliacGes realizadas. Este
acompanhamento nos permitiu realizar diferentes medi¢fes associadas ao avanco de doengas
cardiovasculares e de suas possiveis associacdes aos polimorfismos genéticos envolvidos

nestes padrbes de evolucdo das variaveis clinica, antropométrica e laboratorial.
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6 CONCLUSAO

Com base nesses resultados, os gendtipos de ApoE £2e4 e ededa apresentaram-se
associados com a permanéncia de dislipidemia em individuos jovens avaliados em estudo
longitudinal. A presenca do alelo e2 parece representar um efeito protetor para os individuos,
em contra partida, a presenca do alelo e4 estaria anulando tal efeito protetor ou mesmo
determinando predisposi¢do ao risco de dislipidemias. Para os genotipos do RLDL esta
associacdo nao foi encontrada, assim como, estes genotipos também ndo foram associados com
a presenca de hipercolesterolemia familiar.

Uma vez que ndo foram encontradas diferencas entre o perfil genético da amostra-
coorte do ERJ e da aleatdria do banco de dados do laboratério de Diagnosticos por DNA,
parece legitimo inferir que os fatores de risco detectados na primeira serdo 0S mesmos
encontrados na populagdo em geral.

Por fim, as analises dos polimorfismos genéticos juntamente com outros parametros
clinicos podem determinar a existéncia de predisposicdo de um individuo na faixa etéaria
infanto-juvenil apresentar dislipidemia, podendo este ser acompanhado ao longo de sua vida
com medidas educacionais e terapéuticas para a prevengdo de doencas associadas, 0 que torna
esta analise uma ferramenta de grande utilidade na area da saude.
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