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RESUMO

A apolipoproteina A-V (apo A-V) esta associada com a regulagdo das concentragdes
plasmaticas de triglicérides (TG). Polimorfismos da apo A-V tém sido associados
com a hipertrigliceridemia, um fator de risco independente para a Doenga Arterial
Coronariana (DAC), e também freqluente no Diabete Melito tipo 2 (DM2). Foram
analisados os polimorfismos -1131T>C e S19W em 206 individuos submetidos a
cineangiocoronariografia. A amostra foi classificada em trés grupos designados:
controle, (DM2-DAC-, N=66); DM2-DAC+ (presenca de DAC e auséncia de DM2,
N=75) e DM2+DAC+ (presenca de DAC e DM2, N=65). A DAC foi definida como a
presenca de estenose > 50% em qualquer artéria coronaria. O diagnéstico do DM2
foi realizado segundo os critérios da Associacdo Americana de Diabetes. A amostra
apresentou idade média de 65,5 + 10,4 anos, com prevaléncia de euro-brasileiros
(92,8%). Foram analisadas as variaveis idade, sexo, tabagismo, pressao arterial,
histéria familiar para DAC, IMC, bem como as concentracdes séricas de glicose,
HbA+, apo A-l, apo B, perfil lipidico e a relagédo log(TG/HDL-C). Apenas o IMC e o
log(TG/HDL-C) foram significativamente diferentes (P<0,05) entre os trés grupos. Os
polimorfismos em estudo foram caracterizados através de PCR-RFLP utilizando
iniciadores que induzem a sitios de restricdo para as enzimas Mse | (-1131T>C) e
Tag | (S19W). A identificagdo dos fragmentos de restricdo foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e os fragmentos de DNA visualizados
com brometo de etideo em luz UV. As frequéncias para os genotipos -1131T>C (TT,
TC e CC) e S19W (SS e SW) foram,respectivamente, para os grupos controle 0,848;
0,136; 0,015 e 0,818; 0,182; DM2-DAC+ 0,853; 0,120; 0,027 e 0,947; 0,053 e
DM2+DAC+ 0,831; 0,138; 0,031 e 0,877; 0,123. A frequéncia do genodtipo SW foi
significativamente menor no grupo DM2-DAC+ quando comparado aos grupos
controle e DM2+DAC+. O polimorfismo -1131T>C nao mostrou diferenca entre os
grupos. Para o polimorfismo -1131T>C a freqliéncia genotipica observada foi similar
as populagdes inglesa, canadense e tunisica e para o gendtipo TC + CC foi
significativamente menor que o descrito para a populagdo oriental. Para o
polimorfismo S19W a frequéncia genotipica observada foi similar as populacdes
inglesa, tcheca e canadense e para o gendtipo SW + WW foi significativamente
maior que o descrito para as populagdes chinesa, norte-irlandesa e hispanica. O
grupo DM2-DAC+ apresentou frequéncias significativamente menores do haplotipo
TW (-1131T>C/S19W) e do gendtipo TT/SW em relacdo ao grupo controle. As
concentragdes séricas de acido urico foram significativamente correlacionadas com
o polimorfismo S19W (P=0,010), sendo que a freqiéncia do gendtipo SW foi maior
no grupo DM2+DAC+ com a concentragédo de urato > 5,6 mg/dL, tendo as mulheres
como responsaveis pela alteracdo. Ndo houve diferenga significativa entre as
concentragdes de TG e os polimorfismos em estudo.

Palavras-chave: Doenca Arterial Coronariana, DAC, aterosclerose, Diabete melito
tipo 2, apolipoproteina A-V, apo A-V, APO A5, polimorfismo, SNP,
RFLP, -1131T>C, SNP3, S19W.



ABSTRACT

Apolipoprotein A-V (apo A-V) is associated with plasmatic triglyceride (TG) level
regulation. Apo A-V polymorphisms have been associated with hypertriglyceridaemia,
an independent risk factor for Coronary Artery Disease (CAD), and also frequently in
type 2 Diabetes Mellitus (DM2). The polymorphisms -1131T>C and S19W were
analyzed in 206 individuals submitted to coronary angiography. The sample was
classified into three groups called control (DM2-CAD-, N=66); DM2-CAD+ (presence
of CAD and absence of DM2, N=75) and DM2+CAD+ (presence of CAD and DM2,
N=65). CAD was defined as the presence of stenosis > 50% in any coronary artery.
DM2 diagnosis was realized in agreement with American Diabetes Association
criteria. The sample mean age was 65,5 + 10,4 years, predominating Euro-Brazilians
(92,8%). There were analyzed the variables age, sex, smoking, blood pressure,
familial history for CAD, BMI, as well as serum levels of glucose, HbA1., apo A-l, apo
B, lipid profile and the log(TG/HDL-C) ratio. Only the BMI an the log(TG/HDL-C) ratio
were significantly different (P<0,05) between the three groups. The polymorphisms in
study were characterized after PCR-RFLP using primers that induce restriction sites
to Mse | (-1131T>C) and Taq | (S19W) enzymes. Restriction fragments identification
was realized by 10% acrylamide electrophoresis and the DNA fragments visualized
with ethidium bromide in UV light. The frequencies to the genotypes -1131T>C (TT,
TC and CC) and S19W (SS and SW) were, respectively, to control group 0,848;
0,136; 0,015 and 0,818; 0,182; DM2-CAD+ 0,853; 0,120; 0,027 and 0,947; 0,053 and
DM2+CAD+ 0,831; 0,138; 0,031 and 0,877; 0,123. The SW genotype frequency was
significantly lower in DM2-CAD+ group when compared with control and DM2+CAD+
groups. The -1131T>C polymorphism didn’t show difference between the groups.
The observed genotype frequency to the polymorphism -1131T>C was similar to the
English, Canadian and Tunisian populations and to the genotype TC + CC it was
significantly lower than the described to the oriental population. The observed
genotype frequency to the polymorphism S19W was similar to the English, Czech
and Canadian populations and to the genotype SW + WW it was significantly higher
than the described to the Chinese, Northern Irish and Hispanic populations. Group
DM2-CAD+ had significantly lower frequencies to haplotype TW (-1131T>C/S19W)
and to genotype TT/SW compared to control group. The uric acid serum levels were
significantly correlated with the polymorphism S19W (P=0,010), while the genotype
SW frequency was higher in DM2+CAD+ group with the urate level > 5,6 mg/dL,
being women as responsible for the alteration. There weren't significantly differences
between TG levels and the polymorphisms in study.

Key-words: Coronary Artery Disease, CAD, atherosclerosis, type 2 Diabetes mellitus,
apolipoprotein AV apo A-V, APO A5, polymorphism, SNP, RFLP,
-1131T7>C, SNP3, S19W.



1 INTRODUCAO

A Doencga Arterial Coronariana (DAC) é umas das causas de morte mais
comuns no mundo. As concentracdes séricas de colesterol total e de colesterol de
baixa densidade (LDL-colesterol) estdo significativamente associadas ao risco para
DAC, entretanto, evidéncias apontam as concentragdes de triglicérides como um
fator de risco independente para o seu desenvolvimento (GINSBERG e TUCK,
2001). Devido a complexidade da hipertrigliceridemia, ha varias origens possiveis
para a desordem, incluindo causas secundarias como alcoolismo, diabete melito e
obesidade. No entanto, fatores genéticos predisponentes tém papel importante no
metabolismo e regulagdo dos triglicérides e, assim, genes candidatos tém sido
investigados.

Um gene fortemente candidato para a hipertrigliceridemia severa é o
recentemente descoberto gene da apolipoproteina A-V humana (APO A5), baseado
na sua modulagdo das concentragdes séricas de triglicérides. Em camundongos, a
superexpressdo do gene apoa5 promoveu diminuigdo das concentragbes de
triglicérides, enquanto que camundongos nocauteados tiveram aumento de quatro
vezes nas concentracdes de triglicérides (PENNACCHIO et al., 2001). Em humanos,
estudos independentes demonstraram que haplétipos variantes em diferentes
polimorfismos do APO A5 sdo determinantes das concentragbes séricas de
triglicérides em varias populagées (PENNACCHIO et al., 2002; TALMUD et al., 2002;
OLIVIER et al., 2004).

O diabete melito tipo 2 (DM2) esta associado como um fator de alto risco para
a Doenca Arterial Coronariana. O fato de que muitos individuos com DAC possuem
diabete melito do tipo 2 torna importante a identificagdo de genes independentes que
conferem susceptibilidade para DAC nestes pacientes.

Estudos epidemioldgicos recentes demonstraram que a hipertrigliceridemia é
um dos principais fatores de risco independentes para DAC (FRUCHART e DURIEZ,
2002) O entendimento dos fatores que controlam as concentragdes plasmaticas de
triglicérides e quais genes refletem primariamente nas concentracbes de
lipoproteinas circulantes ricas em triglicérides € de principal importancia e pode
fornecer novas frentes de intervengao terapéutica na dislipidemia aterogénica
(TALMUD et al., 2002; PRIEUR et al.,2003).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
e Associar os polimorfismos -1131T>C e S19W do gene da apolipoproteina A-V
em uma populacgdo brasileira submetida a angiografia na presenga de doenga

arterial coronariana e diabete melito tipo 2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito das variaveis antropométricas e bioquimicas em individuos
com doenga arterial coronariana na presenga ou auséncia de diabete melito

tipo 2 comparando com um grupo controle;

e Determinar as frequéncias alélicas, haplotipicas e genotipicas dos
polimorfismos -1131T>C e S19W do gene da apolipoproteina A-V, através do
procedimento de PCR-RFLP, correlacionando-as com a doenca arterial

coronariana, na presenga ou auséncia de diabete melito tipo 2;

e Associar as frequéncias genotipicas com as concentragdes de triglicérides;

e Verificar associagdo das freqUéncias haplotipicas com doenca arterial

coronariana e diabete melito tipo 2;

e Avaliar a capacidade discriminatoria dos gendétipos em estudo em relagéo a
doenga arterial coronariana e ao diabete melito tipo 2.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DOENCA ARTERIAL CORONARIANA E DIABETE MELITO

As doencgas cardiovasculares sao a primeira causa de morte por doenga no
Brasil (Ministério da Saude — Brasil, 2005) e em varios paises do mundo (WHO —
Organizagdo Mundial da Saude, 2004). Também séo a principal causa de morbidade
e mortalidade em individuos com diabete melito tipo 2 (DM2) (TEMELKOVA-
KURKTSCHIEV e HANEFELD, 2004).

Dentre as doencgas cardiovasculares, a Doenga Arterial Coronariana (DAC)
destaca-se como a maior causadora de incapacidade e morte. E uma doenca da
idade adulta e de etiologia multifatorial (VOGEL e MOTULSKY, 1997). No Anexo |
encontram-se os valores de referéncia para o perfil lipidico para adultos com idade
superior a 20 anos.

A associagao positiva entre triglicérides (TG) plasmaticos aumentados e DAC
foi confirmada por meta-analise realizada por HOKANSON E AUSTIN (1996),
indicando as concentragdes de triglicérides plasmaticos como fator de risco
independente para DAC e n&o meramente consequéncia do efeito das baixas
concentracdes de HDL-C.

O maior risco para DAC pelos niveis aumentados de TG plasmaticos resulta
da superproducado de lipoproteinas ricas em TG e de lipoproteinas parcialmente
hidrolisadas, que ndo podem ser removidas eficientemente da circulagcéo e, assim,
acumulam-se no plasma. Triglicérides dessas particulas sédo inapropriadamente
transferidas para as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que se tornam
depletadas de colesterol e ricas em triglicérides. Subsequente hidrélise desses TG
pela lipase hepatica converte essas particulas de LDL em particulas menores e
densas (LDL pequena e densa). Particulas de LDL pequenas e densas séao
propensas a oxidagao porque ndo sao mais clareadas pelo receptor de LDL (LDL-R),
permanecendo na circulagdo. Estas particulas sao entdo clareadas pelo receptor
scavenger nos macrofagos, formando-se a célula espumosa e, consequentemente, a
aterogénese (CHAPMAN et al., 1998).



A ocorréncia de DAC varia amplamente no mundo e, geralmente, a maior
freqiéncia é encontrada em paises ocidentais ou com estilo de vida ocidental.
Estudos epidemioldgicos prospectivos tém demonstrado que a incidéncia de DAC
em individuos com diabete melito (DM) & cerca de duas a trés vezes maior do que a
observada na populagdo em geral (ROSEGREN et al., 1989; STAMLER et al., 1993).
A prevaléncia de DM entre portadores de DAC aumentou significantemente nos
ultimos 10 anos (TAKAISHI et al., 2004). O aumento do risco de eventos
cardiovasculares em individuos com DM2 pode ser relacionado, ao menos em parte,
com anormalidades no metabolismo de lipides e lipoproteinas (BERNARD et al.,
2004).

A complexidade da DAC surge da diversidade de fendtipos clinicos e das
multiplas vias bioldgicas que contribuem para a formagédo da placa aterosclerdética,
incluindo o metabolismo lipidico, inflamacgao, funcdo endotelial, estresse oxidativo e
trombose. Em adicdo aos fatores ambientais, variagbes interindividuais na
susceptibilidade a DAC podem ocorrer da variabilidade nos genes que codificam
proteinas que participam nessas e em outras vias biolégicas (CHANNON e
WATKINS, 2004). Os principais fatores de risco para DAC estéo listados no Anexo |I.

A aterosclerose coronariana resulta de respostas inflamatdrias e
fibroproliferativas exacerbadas a varios tipos de injuria ao endotélio e musculo liso
da artéria, respostas nas quais participam um grande numero de fatores de
crescimento, citocinas e moléculas vasoreguladoras (SHIMOKATA et al., 2004).
Pacientes com DM tém risco aumentado de desenvolver complicagdes especificas,
dentre elas, a aterosclerose (American Diabetes Association, 2005), base fisioldgica

da Doenca Arterial Coronariana.

O DM é uma sindrome de etiologia multipla decorrente da falta de insulina
e/ou da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus efeitos.
Caracteriza-se por hiperglicemia crénica com disturbios do metabolismo dos
carboidratos, lipides e proteinas (American Diabetes Association, 2005). O

diagndstico de DM é realizado conforme o Anexo llI.

O DM2 esta presente em mais de 90-95% dos individuos com diabetes e
anteriormente era descrito como diabetes néo-insulino dependente ou diabetes da

maturidade. A maioria dos pacientes com este tipo de diabetes apresenta



obesidade, a qual é relacionada a resisténcia a insulina. O risco de desenvolver DM2
aumenta com a idade, obesidade e falta de atividade fisica. O DM2 esta associado
com predisposigao genética complexa (American Diabetes Association, 2005). A
susceptibilidade para DAC em individuos com DM ndo pode ser inteiramente
explicada por fatores de risco convencionais; existem fatores genéticos influenciando

no desenvolvimento de complicagcdes vasculares nestes individuos (LEVY, 2003).

O DM2 tem alta prevaléncia na populagao brasileira (7,6%) e é um importante
fator de risco independente de DAC (Ministério da Saude, 2005). Na mulher, é um
fator de risco mais expressivo do que no homem, elevando a mortalidade por DAC
em 3 a 7 vezes. No individuo com DM, é particularmente importante o controle
associado dos outros fatores de risco — como sedentarismo, obesidade, tabagismo;
para diminuicdo mais eficaz do risco de DAC (lll Diretrizes Brasileiras em
Dislipidemias e Diretriz de Prevencao da Aterosclerose, 2001).

O individuo portador de DM2 apresenta em geral um conjunto de
anormalidades lipidicas caracterizado por concentracbes aumentadas de TG,
reducdo do HDL-C e alteragdo de LDL-C (KRAUSS, 2004), situagcdo que tem sido
referida como a Triade Lipidica da Sindrome Metabdlica.

A dislipidemia € um dos principais fatores de risco para doencga cardiovascular
em pacientes diabéticos. As alteracdes lipidicas mais frequentes na populagao
diabética sao hipertrigliceridemia, HDL-C baixo e alteragdes qualitativas nas
lipoproteinas, tais como a formacao de particulas de LDL pequenas e densas. A LDL
pequena e densa é mais freqlente na circulacdo quanto mais elevadas forem as
concentragdes de triglicérides, sendo mais aterogénica do que as demais particulas
lipidicas que sdo maiores e menos densas (American Diabetes Association, 2005).

A doenca arterial coronariana continua a ser uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Varios estudos epidemioldgicos
estabeleceram que, em adicdo aos niveis plasmaticos elevados do LDL-C e
reduzidos do HDL-C, as concentragdes plasmaticas de TG contribuem como fator de
risco independente para a DAC. Adicionalmente, a hipertrigliceridemia esta
freqientemente associada a sindromes metabdlicas que caracterizam o DM e a

obesidade. Assim, a identificagdo de fatores e/ou genes que afetam o metabolismo



dos TG é de significancia clinica para a corregcao da hipertrigliceridemia e DAC
associada (VU-DAC et al., 2003).

Varios estudos prospectivos demonstraram associagao com hiperaciduremia
e incidéncia de DAC, doenga cardiovascular e morte. Também se sugeriu que as
concentracdées de acido urico estdo mais fortemente associadas com eventos
adversos em mulheres do que em homens (BRAND et al., 1985; FREEDMAN et al.,
1995; LEHTO et al.,, 1998). O &acido urico também esta associado com DM e
intolerancia a glicose, fatores de risco que conferem maior risco relativo para doenga
cardiovascular em mulheres (WILSON et al., 1991; BARRET-CONNOR et al., 1991;
SOWERS, 1998), assim como a sindrome metabdlica, resisténcia a insulina,
obesidade, hipertensao e dislipidemia (REAVEN, 1994; YOO et al., 2005).

3.2 LIPOPROTEINAS E APOLIPOPROTEINAS

Os lipidios sao substancias organicas pouco soluveis em agua e soluveis em
solventes organicos. Os principais lipidios no plasma humano s&o o colesterol livre
ou esterificado, os acidos graxos, os TG (também chamados de triacilglicerdis) e os
fosfolipides (BURTIS et al., 1999).

Os acidos graxos podem ser saturados, mono ou poliinsaturados. Nos
animais, os residuos de acidos graxos predominantes s&o os que tém cadeia com 16
e com 18 atomos de carbono - o palmitico e o estearico, que sao saturados, e o
oléico e o linoléico, que sao insaturados. Os TG sdo a forma de armazenamento
energético mais importante no organismo, constituindo depdsitos no tecido adiposo
e muscular. Os fosfolipides tém, entre outras, a funcdo primordial de formar a
bicamada lipidica, que € a estrutura basica das membranas celulares. O colesterol é
o precursor dos hormdnios esterodides, dos acidos biliares, da vitamina D, além de ter
importantes fungdes nas membranas celulares, influenciando sua fluidez e no estado
de ativacao de enzimas ligadas a membranas (BURTIS et al., 1999).

As lipoproteinas sédo responsaveis pelo transporte dos lipidios no plasma e
sdo compostas por lipidios e proteinas, as chamadas apolipoproteinas (“apo”). As
apolipoproteinas tém diversas fungdes no metabolismo das lipoproteinas como

montagem da particula (apo B-100 e B-48), meio ligante a receptores de membrana



que as captam para o interior da célula (apo B-100 e E) ou co-fatores enzimaticos
(apo C-Il, apo C-lll e apo Al-) (BURTIS et al., 1999).

Existem quatro grandes classes de lipoproteinas. As maiores e menos
densas, ricas em TG, os quilomicrons, de origem intestinal, e as lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL), de origem hepatica. As lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e as lipoproteinas de alta densidade (HDL) s&o ricas em colesterol.
Existe ainda uma quinta classe, as lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL}.
Uma outra lipoproteina de interesse clinico € a lipoproteina (a) [Lp(a)] (BURTIS et
al., 1999).

Os quilomicrons sao sintetizados nas células da mucosa intestinal a partir das
gorduras da dieta, posterior a absor¢cdo na forma de micelas, onde os TG séao
resintetizados, e, junto com o colesterol da dieta e fosfolipides sdo acrescidos de
apo B-48, proteina que é sintetizada nestas células. Uma vez no sangue, os
quilomicrons adquirem apo E e apo C-ll e tém seu tamanho progressivamente
reduzido pela acao da lipoproteina lipase (LPL), que ¢é ligada ao endotélio capilar e
catalisa a remogao de acidos graxos livres destas particulas. A LPL é ativada pela
apo C-ll no quilomicron, hidrolisando a maioria das particulas de triglicérides em
acidos graxos livres, que se ligam a albumina e sao finalmente depositados no tecido
adiposo. As particulas de quilomicrons remanescentes, depletadas de TG, sao
captadas pelo hepatdcito através de um processo mediado por receptor, sendo a
apo E do quilomicron o ligante para o receptor hepatico de LDL. No hepatdcito, o
quilomicron remanescente libera seu conteudo, isto é, TG, ésteres de colesterol,
fosfolipideos e apolipoproteinas. O hepatdcito remonta esses produtos derivados do
quilomicron remanescente, juntamente com TG enddgeno e ésteres de colesterol,
em particulas de VLDL, e as secreta para a circulagdo. Como os quilomicrons, as
particulas de VLDL também s&o ricas em TG e contém apo C-Il e apo E. Entretanto,
possuem menor quantidade de TG, sdo menores e apresentam a apo B-100 ao
invés da apo B-48. A apo B-100 é um ligante fisiolégico para o receptor de LDL. A
LPL, novamente ativada pela apo C-llI da particula de VLDL, reduz o TG da VLDL,
deixando a particula progressivamente menor, mais densa e rica em colesterol até a
formagao de IDL. A hidrdlise de TG da particula de IDL em acidos graxos livres é
mediada por outra lipase, a lipase hepatica, e a LDL é a particula final desta via.

Cerca de um ter¢co da VLDL é removida pelo receptor hepatico da LDL, enquanto



que dois tercos passam pela via ja descrita, terminando como LDL. A transicdo de
VLDL para IDL é acompanhada pela transferéncia de apo C-Il, para a HDL, e
também pela sua remocdo, da HDL, durante a transicdo da apo E da IDL para a
LDL. Assim, a LDL, cuja meia-vida na circulagdo € de varios dias, contém apenas
apo B-100 e somente uma copia por particula (BURTIS et al., 1999).

O transporte direto dos lipides para as células periféricas € a via
predominante para a entrega de acidos graxos livres, o combustivel metabdlico
primario do organismo. E a Unica via para a entrega do colesterol, que é essencial
para a sintese e a manutencdo das membranas celulares. O balango metabdlico do
colesterol € mediado pelo seu transporte reverso pelas particulas de HDL. A
lipoproteina HDL é sintetizada nas células da mucosa intestinal e nos hepatécitos e
secretada como particula de HDL nascente, contendo apenas uma pequena
quantidade de fosfolipideos e apo A-l, denominada HDL-pré-p. Esta absorve
avidamente o colesterol livre das células periféricas por via de difusdo aquosa da
membrana celular para a particula. Esse efluxo de colesterol é facilitado pela ligagao
da particula HDL nascente aos receptores de superficie celular, receptor scavenger
B1 (SR-B1). Sendo o colesterol livre anfipatico, ele é absorvido na superficie da HDL
a partir de uma membrana celular doadora. A lecitina-colesterol aciltransferase
(LCAT), ativada pela apo A-l catalisa a esterificacdo do colesterol, causando a
entrada da molécula lipofilica de éster de colesterol no centro da particula de HDL,
liberando, assim, espac¢o na sua superficie para posterior absor¢cdo de colesterol. A
acao coordenada de apo A-l, HDL e LCAT promove o acumulo de ésteres de
colesterol na particula de HDL e contribui na manuteng¢ao unidirecional do transporte
reverso do colesterol. Com a continuidade deste processo, a HDL gradualmente
torna-se madura e adquire a sua forma esférica (a-HDL). Ao longo da absorgéo de
colesterol, a HDL acumula apo C-Il e apo E provenientes das particulas de VLDL e
IDL. Uma das fungdes da HDL é servir de reservatério de apolipoproteinas,
especialmente apo C-ll, que é essencial para a ativagdo da LPL (BURTIS et al.,
1999).

A remocéo de lipides da particula madura de HDL ocorre por duas vias, direta
e indireta. A via direta envolve dois caminhos, um € a remocao seletiva, mediada por
SR-B1 (TRIGATTI et al., 2000) e o outro uma remogao através de “holoparticula”,

mediada por receptores de apo E (FIDGE, 1999). A via indireta envolve a



transferéncia de ésteres de colesterol da HDL para lipoproteinas contendo apo B
(VLDL, IDL e LDL) mediada pela proteina de transferéncia de éster de colesterol
(CETP) (TALL et al., 2000). No figado, os hepatécitos expressam receptores LDL na
sua superficie celular que reconhecem a apo B e a apo E como ligantes fisioldgicos.
Assim, o receptor hepatico de LDL media a retirada de remanescentes de
quilomicrons, VLDL, IDL e LDL (BURTIS et al., 1999).

As apolipoproteinas estdo envolvidas no metabolismo das lipoproteinas
auxiliando na solubilidade dos lipidios no plasma, ativando as enzimas e permitindo
a captacao pelos tecidos. Defeitos na estrutura de uma apolipoproteina ou na sua
sintese podem afetar o metabolismo dos lipidios resultando em progressao para a
DAC (GROENENDUJIK et al., 2001).

Embora existam varios fatores que contribuam para as concentragoes
plasmaticas de lipidios, as apolipoproteinas representam o principal componente na
dinamica do metabolismo lipidico. Até o presente momento foram identificadas as
apolipoproteinas, classificadas de A a M (SEDA e SEDOVA, 2003). A Figura 1
mostra as duas principais regides (clusters) de genes das apolipoproteinas nos

cromossomos humanos 11 e 19.

FIGURA 1 — LOCALIZACAO CROMOSSOMICA DOS GENES DAS
APOLIPOPROTEINAS HUMANAS

Apolipoproteinas no Genoma Humano
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O cluster dos genes das apolipoproteinas APOA1/C3/A4 na regiao 23 do
brago longo do cromossomo 11 (11923) € uma regido conhecida por influenciar os
parametros lipidicos em humanos e mutagdes neste intervalo tém sido associadas
como contribuintes na hipertrigliceridemia severa, evidenciada ha mais de 15 anos
(GROENENDUJIK et al., 2001).

A apo A-l é uma proteina sintetizada principalmente no figado e em menor
extensado no intestino delgado (SORCI-THOMAS et al., 1989). E a principal proteina
encontrada nas lipoproteinas de alta densidade (HDL) e & cofator obrigatério da
enzima lecitina-colesterol acil transferase (LCAT) e, assim, participa na regulagao do
transporte reverso do colesterol dos tecidos periféricos para o figado. Camundongos
desprovidos da expressdao de apoAl apresentaram niveis de HDL-C
significativamente reduzidos (PLUMP et al., 1997).

A apoliproteina C-Il (apo C-IlI) é co-fator para a lipoproteina lipase (LPL),
responsavel pelo catabolismo das lipoproteinas ricas em triglicérides.

A apolipoproteina E, no seu papel de ligante, promove a captacéo de
quilomicrons e lipoproteinas de densidade intermediaria. Camundongos desprovidos
da expressdo do gene APOE desenvolveram hipercolesterolemia severa e
aterosclerose espontanea (PLUMP et al., 1992).

A apoliproteina C-IIl (apo C-Ill) é sintetizada principalmente no figado e em
menor propor¢ao no intestino (BRUNS et al., 1984). A apo C-lll € um componente
intercambiavel das lipoproteinas ricas em TG (TGRL) e das lipoproteinas de alta
densidade (HDL). Seu papel in vivo é pouco entendido. Estudos in vitro
demonstraram que a apo C-lll é um inibidor ndo competitivo da atividade da
lipoproteina lipase, reduzindo a capacidade de hidrolisar as TGRL. Além disso, a apo
C-lIl esta envolvida no processo de ligagcao de lipoproteinas a receptores especificos
no figado (CLAVEY et al., 1995). Camundongos sem expressao da apo C3
apresentaram menor concentragédo de triglicérides plasmaticos quando comparados
aos controles (MAEDA et al., 1994), enquanto que a superexpressdo do gene
APOC3 humano resulta em hipertrigliceridemia. Isso se deve a um numero
aumentado na circulagdo de particulas de VLDL, que contém maior quantidade de
triglicérides e apo C-Ill e menor quantidade de apo E, reduzindo, assim, a retirada de
lipoproteina mediada pela apo E (AALTO SETALA, 1992)



A apolipoproteina A-IV foi primeiramente descrita em 1977 por SWANEY et al.
como um componente dos quilomicrons e das lipoproteinas de alta densidade (HDL)
no rato. A proteina analoga apo A-IV humana é incorporada em novas TGRL
secretadas no intestino e na HDL (BEISIEGEL e UTERMANN, 1979). A funcdo
metabdlica da apo A-IV ainda nao foi totalmente estabelecida. Sugeriu-se que a apo
A-IV tem papel na absorgao de lipides. A sintese e secregao intestinal de apo A-IV é

aumentada durante a absorgao de gorduras (BISGAIER et al., 1985).

3.3 APOLIPOPROTEINA A-V

Uma importante descoberta na biologia dos TG foi feita em 2001 quando um
novo membro da familia da apolipoproteinas, a apolipoproteina A-V (apo A-V), foi
identificada por técnicas pos-gendmicas. Ela foi identificada independentemente por
dois grupos distintos. O primeiro grupo utilizou comparagao de sequéncias ortélogas
do homem e do camundongo (PENNACCHIO et al., 2001) e o segundo grupo
identificou a apolipoproteina A5 do camundongo apds observar a marcada super
regulacdo do gene APOAS durante regeneragao hepatica (VAN DER VLIET et al.,
2001).

O gene da apolipoproteina A-V (Figura 2) foi identificado como o quarto
membro do conjunto de genes (cluster) das apolipoproteinas APOA1/C3/A4 no
cromossomo 11, estando localizado aproximadamente 27 kb distal do APOA4 e 37
kb do APOC3, sendo responsavel pela sintese da apolipoproteina A-V
(PENNACCHIO et al, 2001; OLIVIER et al., 2004).



FIGURA 2 - ESTRUTURA GENOMICA E LOCALIZAGAO DOS POLIMORFISMOS
DO GENE APOA5
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O gene é transcrito da esquerda para a direita como indicado pela grande seta horizontal. Os exons
sdo mostrados por caixas, sendo que as regides codificadoras de proteinas estao pintadas de preto.
As posicdes e identidades dos SNPs identificados no gene APOA5 sdo mostrados abaixo do
esquema. FONTE: Adaptado de PENNACCHIO et al., 2002.

A apo A-V humana é uma proteina de 39-kDa com 343 residuos de
aminoacidos e 27% de identidade a apo A-IV humana (WEINBERG et al., 2003). A
apo A-V esta presente no soro humano e circula em concentragdes muito menores
que outras lipoproteinas como a apo A-l. A concentracdo molar da apo A-V é de ~4
nmol/L, enquanto que apo A-l é encontrada no soro humano a ~40 umol/L e a apo B
a 2 umol/L. Isso explica porque a apo A-V nao foi descoberta no soro, como as
demais apolipoproteinas codificadas no lI6cus do cromossomo humano 11923, e sim
a nivel molecular em estudos animais através de open reading frames (O’'BRIEN et
al., 2005; PENNACCHIO et al., 2001; VAN DER VLIET et al., 2001).

A apo A-V é detectada nas particulas de lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL), de alta densidade (HDL) e quilomicrons, mas nao é encontrada
nas lipoproteina de baixa densidade (LDL) (BECKSTEAD et al., 2003; WEINBERG
et al., 2003; O'BRIEN et al., 2005).

O gene da apolipoproteina A-V é preferencialmente expresso no figado. A
exata funcdo do gene APOA5 ainda nao esta clara. Estudos demonstrando a
superregulacdo do APOA5 durante a regeneragdo hepatica apds hepatectomia
parcial de ratos sugeriu um papel no controle da secregéo de triglicérides (VAN DER

VLIET et al., 2001). Estudos recentes sugeriram que o gene APOA5 pode modular a



sintese hepatica intracelular e/ou a secregcao de lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) (BECKSTEAD et al., 2003; WEINBERG et al., 2003).

Os cinco haplétipos mais comuns do gene APOA5 sdo definidos por sete
polimorfismos de um unico nucleotideo [1891T>C (SNP1), 1764C>T, V153M,
751G>T (SNP2), S19W, -3A>G e -1131T>C (SNP3)] (OLIVIER et al., 2004). O
haplétipo APOA5S*1 é o tipo selvagem, definido pelos alelos comuns nos sete sitios.
O haplétipo APOA5S*2 é distinguido do haplétipo comum por quatro substituicdes de
nucleotideos (c.1259T>C ou 1891T>C, IVS3 + 476G>A ou 751G>T, -1131T>C e
c.-3A>G designados SNP1, SNP2, SNP3 e Kozak, respectivamente, onde c.
representa a regiao codificadora da proteina e o sinal negativo representa a regiao
do promotor). O haplétipo APOA5*3 ¢é distinguido do haplétipo comum pela
substituicdo de G por C no nucleotideo c¢.56 (codon 19 na sequéncia de
aminoacidos), ocorrendo a substituicido de uma serina por um triptofano, também
conhecido como S19W (PENNACCHIO et al., 2001; PENNACCHIO et al., 2002).

Verificou-se que as concentragdes plasmaticas de TG estdo fortemente
relacionadas com variagbes no gene da apolipoproteina A-V. Os camundongos em
que o gene da apolipoproteina A-V humana foi superexpresso tinham os niveis
plasmaticos de triglicérides cerca de um terco inferior em relagdo aos seus controles,
enquanto que camundongos sem a expressao do gene (nocauteados por indugéo),
apresentaram concentragdes plasmaticas de triglicérides quatro vezes maiores do
que os controles selvagens (PENNACCHIO et al., 2001).

As variantes -1131C e 19W tém sido associadas com concentragdes
aumentadas de TG em caucasianos saudaveis (PENNACCHIO et al., 2001;
PENNACCHIO et al., 2002; TALMUD et al., 2002; PENNACCHIO et al., 2003) e em
afro-americanos e hispanicos (PENNACCHIO et al., 2002) e com aumentado risco
relativo no desenvolvimento de dislipidemias (RIBALTA et al., 2002; HORINEK et al.,
2003).

A Tabela 1 resume as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo

-1131T>C em diferentes estudos.



TABELA 1 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO
-1131T>C DO GENE DA APO A-V NAS DIVERSAS POPULACOES

ESTUDADAS
Populacéo Genotipos Alelos Descricdo Referéncia
TT(N) TC(N) CC(N) T(N) C(N)
Afro- 0,777 0,213 0,010 0,884 0,116 Mulheres
americana | (537) (147)  (7) | (1382)  (161)
Afro- 0,772 0,218 0,010 0,881 0,119 Homens
americana | (376) (106) (5) (858) (116)
Hispanica 0,668 0,310 0,021 0,824 0,176 Mulheres
P (125)  (58) (4) (308) (66) PENNACCHIO et al.,
Hispanica 0,741 0,245 0,014 0,863 0,137 Homens 2002
P (103)  (34) ) (240)  (38)
Caucasiana 0866 0,134 0 0,933 0,067 Mulheres
(311)  (48) (670) (48)
Caucasiana 0872 0,128 0 0,936 0,064 Homens
(286) (42) (614) (42)
0,883 0,111 0,006 0,940 0,060
Inglesa (2257)  (285) (14) (4799) (313) Homens TALMUD et al., 2002
0,418 0,477 0,105 0,656 0,344 Homens e
Japonesa | 105y (4g5)  (107) | (1335)  (699) | Mulheres NABIKA et al., 2002
0,408 0,476 0,116 0,646 0,354 Toda a
(225) (263) (64) (713) (391) amostra
0,241 0,483 0,276 0,483 0,517
Japonesa ’ g ’ ; ) TG alto ENDO et al., 2002
P (7) (14) (8) (28) (30)
0,417 0,476 0,107 0,655 0,345 TG normal
(218)  (249) (56) (685) (361)
0,330 0,540 0,130 0,598 0,402 TG alto
. (27) (44) (11) (98) (66)
Chinesa =5 550 0,430 0050 | 0.735  0.265 16 normal BAUM etal., 2003
(44) (37) 4) (125) (45)
0,805 0,172 0,023 0,857 0,143 DAC+
. (174) (53) (7) (401) (67)
Hungara 0.894 0100 0,006 0,944 0.056 Cortroros SZALAI et al., 2004
(277) (31) (2) (585) (35)
. 0,404 0,494 0,102 0,651 0,349 L .
Chinesa (135) (165) (34) (435) (233) Voluntarios Ll et al, 2004
0,848 0,138 0,014 0,917 0,083 .
Canadense (375) (61) 6) (811) (73) Caucasianos LEE et al., 2004
0,818 0,182
Inglesa (242) (54) Homens TALMUD et al., 2004
0,747 0,211 0,040 0,854 0,146
74) (1) (&) | (169)  (209) | DPM2-DAC-
0,719 0,263 0,018 0,851 0,149 DM2-DAC+
. (41) (15) (1) (97) (17)
Tunisica 0718 0269 0013 0.853 0.147 OMDAC. CHAABA et al., 2005
(56) (21) (1) (133) (23)
0,703 0,230 0,067 0,818 0,182
52) (17) (5) | (121)  (27) | DM2+*DAC+
0,490 0,422 0,088 0,701 0,299 Controles
. (246)  (212)  (44) | (704)  (300)
Chinesa =575 0,468 0157 | 0,609 0391 DACH LIU etal.,, 2005
(181)  (226) (76) (588) (378)

N = nimero de individuos.



A Tabela 2 resume as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo

S19W em diferentes estudos.

TABELA 2 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO
S19W DO GENE DA APO A-V NAS DIVERSAS POPULAGOES

ESTUDADAS
Populacéo Genotipos Alelos Descricédo Referéncia
SS(N) SW(N) WWN) | T(N)  C(N)
Afro- 0,861 0,132 0,007 | 0,927 0,073 Mulheres
americana | (707) (108) (6) (1522) (120)
Afro- 0,865 0,131 0,004 | 0,931 0,069 Homens
americana | (494) (75) (2) (1063) (79)
Hispanica 0,743 0,229 0,028 | 0,878 0,142 Mulheres
(185) (57) (7 (427) (71) PENNACCHIO et al.,
Hispanica 0,696 0,292 0,012 | 0,842 0,158 Homens 2002
(119) (50) 2 (288) (54)
Caucasiana 0,874 0,122 0,004 | 0,934 0,066 Mulheres
(386) (54) (2) (826) (58)
Caucasiana 0,892 0,108 0 0,946 0,054 Homens
(362) (44) (768) (44)
Inglesa (%ggg) (()516%? 0(’?%4 (3’%;’) (()é%g Homens | TALMUD etal., 2002
0,699 0,265 0,036 | 0,831 0,169 TG
alto

Republica | (58)  (22) 3) | (138)  (28)
Tcheca [ 0,859 0,138 0003 | 0928 0072 | .
(2198)  (352)  (9) | (4748) (370)

VRABLIK et al., 2003

0,875 0,115 0,010 | 0,933 0,067

Canadense (364) (48) 4) (776) (56) Caucasianos LEE et al., 2004
0,859 0,141
Inglesa (268) (44) - - Homens TALMUD et al., 2004
_ 25%2()) 0 0 (11882) 0 Controles
Chinesa =500 0,089 0,002 | 0,953 0,047 DACH LIU etal., 2005
(439) (43) (1) (921) (45)
0,920 0,080 0 0,961 0,039 Controles
Norte (480) (41) (1001) (41)

Irlandesa 0,710 0,250 0,040 0837 0163 WRIGHT et al., 2005

(98) (35) (5) (231) (45) TG alto

N = ndmero de individuos.

A proximidade do gene APOA5 aos genes APOA4/C3/A1l na mesma regiao
génica no cromossomo 11923 levantou a questdo se os efeitos de elevagdo nas
concentracdes de TG dos SNPs APOA5 simplesmente refletiriam desequilibrio de
ligacdo com variantes funcionais no outro gene responsavel pelo aumento dos TG,
APOC3, ou se seriam efeitos funcionais independentes (TALMUD et al., 2002).
Analise de haplétipos da regido génica APOA5/A4/C3 identificou que, enquanto o

polimorfismo S19W mostrou associacdo com as concentragdes plasmaticas de TG,



independente do APOC3, o polimorfismo -1131T>C esta em forte desequilibrio de
ligagdo com o polimorfismo APOC3 -482C>T. Logo, associagdes do haplétipo
APOA5*2 podem ser devidas aos efeitos do -482C>T, que interrompe a resposta
normal da insulina a apo C-Ill (TALMUD et al., 2002; OLIVIER et al., 2004; TALMUD
et al., 2005).

A apoliporoteina A-V representa a primeira apolipoproteina descrita cuja
superexpressao diminui os niveis de triglicérides. Sabendo-se que os fibratos s&o
comumente utilizados na terapéutica para diminuicdo dos niveis de triglicérides em
humanos, investigou-se a sua habilidade em modular a expresao do gene APOAS e
consequentemente influenciar os niveis de triglicérides plasmaticos (VU-DAC et al.,
2003).

Fibratos sao drogas hipolipemiantes com efeitos pleiotropicos no metabolismo
lipidico, incluindo a reducdo dos TG plasmaticos. A acao dos fibratos na diminuicao
dos TG é explicada pela diminuicao da secrecao hepatica de lipoproteinas de baixa
densidade (VLDL) e no aumento da remocdo dos TG plasmaticos. Estudos
estabeleceram que esse efeito € mediado através da indugcdo da expressdo da
lipoproteina lipase (SCHOONJANS et al., 1996) e pela repressdo da expressao do
gene APOC3 pelos fibratos (STAELS et al.,, 1995). Demonstrou-se que uma via
principal pela qual os fibratos regulam a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo de lipideos ocorre através da ativacdo de receptores de proliferacéo
ativada do peroxissomo a (PPARa) (ISSEMANN e GREEN, 1990).

Receptores de proliferagao ativada do peroxissomo (PPARs) sdo membros da
superfamilia de receptores nucleares hormonais de fatores transcripcionais ativados
por ligantes que estao relacionados a receptores hormonais retindides, esteroides e
tiredides. Os PPARs desempenham um papel importante em muitas funcdes
celulares, incluindo metabolismo lipidico, proliferacdo celular, diferenciacao,
adipogénese e sinalizagao inflamatéria. Descobriu-se que os PPARs interagem com
um numero variado de lipideos enddgenos e drogas para o tratamento de doengas
metabdlicas (PPAR Signaling Pathway).

Estudos com hepatdcitos primarios humanos demonstraram que o APOAS é
um gene alvo altamente responsivo ao PPAR a e suportam a sua fungdo como
principal mediador para reducdo dos TG plasmaticos pelos fibratos em humanos
(PRIEUR et al., 2003; VU-DAC et al., 2003).



Desde a sua descoberta, dois mecanismos foram propostos para a acao da
apo A-V humana. A apo A-V poderia inibir a produgdo hepatica de VLDL
(WEINBERG, et al., 2003; BECKSTEAD et al., 2003; OLOFSSON, 2005), ou seria
um ativador intravascular da hidrélise dos TG pela LPL (FRUCHART-NAJIB et al.,
2004; MERKEL et al., 2005; SCHAAP et al., 2004). O atual modelo de agédo da apo

A-V esta representado na Figura 3.

FIGURA 3 — MODELO DE AGAO DA APOLIPOPROTEINA A-V
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Através da ligagdo aos quilomicrons ou a VLDL por um sitio e aos
proteoglicanos endoteliais e a LPL pelo outro, a apo A-V estabiliza o sistema
lipolitico endotelial e assim aumenta a hidrolise de TG mediada pela LPL. A apo A-V
pode também estabilizar a LPL dimérica ou, menos provavelmente, modular a forma
das lipoproteinas ricas em TG, tornando-as um melhor substrato para a LPL. A apo
A-V pode ser reutilizada e transferida para outras particulas de lipoproteinas apds a
hidrdlise, entdo baixas concentragdes plasmaticas de apo A-V sao suficientes para
mediar esse efeito (MERKEL e HEEREN, 2005).



4 MATERIAIS E METODOS

Amostras de sangue de 206 pacientes, classificados nos grupos descritos
abaixo, foram utilizadas para a realizagdo desta pesquisa. O Projeto de Pesquisa
“Variabilidade no Gene da Apolipoproteina A-V e Correlacdo com os Niveis Séricos
de Triglicérides em Individuos com ou sem Diabete Melito e Doenga Arterial
Coronariana” foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(HC-UFPR) em 29 de margo de 2005 pelo Protocolo CEP/HC 1004.043/2005-3.

A selecdo dos pacientes e coleta de sangue foi realizada nos servigos de
hemodindmica do Hospital Cardiolégico Costantini (N=179) e Hospital de Clinicas da
UFPR (N=27). Para os pacientes submetidos a cateterismo ou angioplastia a coleta
de sangue total foi realizada no inicio do procedimento, aproveitando o mesmo vaso
utilizado para a angiografia, sendo coletado em tubos de vacuo (Vacutainer®, BD)
utilizando EDTAK3 (5 mL) para as extracbes de DNA e gel separador (10 mL) para
as analises bioquimicas.

A amostra foi divida em trés grupos de acordo com a presenga ou nao de
Diabete Melito tipo 2 (DM2), e também de acordo com a presenga ou ndo de Doenga
Arterial Coronariana (DAC). Foi considerado DM2+ o paciente com a histoéria clinica
da doencga e valor de glicose em jejum = 126 mg/dL e considerado DAC+ o paciente
com estenose > 50% em pelo menos uma das artérias (Diretrizes de Doenca
Coronariana Cronica Angina Estavel), através de cineangiocoronariografia. Os
grupos foram caracterizados de acordo com os seguintes perfis:

- Grupo 1: pacientes ndo portadores de doencga arterial coronariana comprovada
através de angiografia coronaria (“cateterismo branco”) e ndo portadores de diabete
melito (DM2-DAC-), considerado grupo controle;

- Grupo 2: pacientes nao portadores de diabete melito e portadores de doenca
arterial coronariana comprovada através de angiografia coronaria (DM2-DAC+);

- Grupo 3: pacientes portadores de diabete melito e portadores de doenca arterial
coronariana comprovada através de angiografia coronaria (DM2+DAC+).

A Tabela 3 sumariza a classificacdo dos grupos estudados.



TABELA 3 - CARACTERIZAGCAO DOS GRUPOS EM ESTUDO

Grupo Numero de Individuos Caracteristicas

DM2-DAC- N = 66 (30 homens; 36 mulheres) S%@:AZZ*’,EQ?;.“%},‘&%;; sem

Sem diabete melito tipo 2 e com
Doenca Arterial Coronariana
Com diabete melito tipo 2 e com
Doenca Arterial Coronariana

DM2-DAC+ N =75 (53 homens; 22 mulheres)

DM2+DAC+ N = 65 (38 homens; 27 mulheres)

O grupo DM2-DAC- foi composto de 62 euro-brasileiros e 4 afro-brasileiros. O
grupo DM2-DAC+ foi composto de 71 euro-brasileiros, 2 afro-brasileiros e 2
orientais. O grupo DM2+DAC+ foi composto de 58 euro-brasileiros, 5 afro-brasileiros
e 2 orientais. Foram excluidos deste estudo pacientes com patologias né&o
relacionadas ao diabete melito ou a doencga cardiovascular, como hepatopatias e

doencas pulmonares.

4.1 DADOS DOS PACIENTES

4.1.1 Variaveis antropométricas
As variaveis antropométricas dos pacientes foram obtidas de acordo com

ficha de coleta de dados padronizada, cujo modelo encontra-se no Anexo V.

4.1.2 Variaveis bioquimicas

As variaveis bioquimicas foram quantificadas no soro, obtido por coleta a
vacuo em tubo de 10 mL com gel separador (Vacutainer®, BD). Os principios
metodoldgicos e reagentes empregados estdo sumarizados na Tabela 4. Os
ensaios, calibracdo e controle de qualidade foram realizados conforme protocolo
fornecido pelo fabricante do reagente. Os reagentes utilizados sao especificos de
cada sistema automatizado. Todas as analises foram realizadas no Laboratorio
Frischmann Aisengart de Curitiba-PR.



TABELA 4 - MARCADORES BIOQUIMICOS

DOSAGEM METODOLOGIA AUTOMACAO/MARCA
Apolipoproteina A Imunoturbidimétrico Hitachi 912 / Roche
Apolipoproteina B Imunoturbidimétrico Hitachi 912 / Roche
Colesterol total Enzimatico, colorimétrico Vitros 750 / Johnson & Johnson
Glicose Enzimatico, glicose oxidase Vitros 750 / Johnson & Johnson
Acido urico Enzimético, colorimétrico Vitros 750 / Johnson & Johnson
HDL-Colesterol Homogéneo, enzimatico Hitachi 912 / Roche
Hemoglobina glicada HPLC com troca ibnica Variant / BioRad
LDL-Colesterol Homogéneo, enzimatico Hitachi 912/ Roche
Triglicérides Enzimatico, colorimétrico Vitros 750 / Johnson & Johnson

Os valores de referéncia para os parametros bioquimicos encontram-se no
Anexo V.

4.2 REAGENTES

A enzima Taq DNA polimerase foi adquirida da MGM Assessoria Bioldgica
S.A., bem como o tampao para Tag DNA polimerase e solucido de cloreto de
magnésio 50 mM. Os desoxinucleotideos trifosfatos (dNTP) foram adquiridos da
Amersham Biosciences. Os marcadores de massa molecular de 100 pares de base
(100 bp) e de 123 pares de base (123 bp) foram adquiridos da Amersham
Biosciences e Invitrogen, respectivamente. Os oligonucleotideos iniciadores foram
sintetizados pela Alpha DNA. A agarose e a acrilamida foram adquiridas da
Invitrogen. A agua reagente tipo |, apresentando condutividade de 18,2 mQ-cm, foi
obtida em sistema Milli-Q (Millipore) e esterilizada por autoclavagdo. Os demais
reagentes foram provenientes de diversas fontes, sendo todos reagentes de grau

analitico.

4.3 EXTRAGCAO E QUANTIFICAGAO DO DNA

O DNA genbmico foi purificado de sangue total, coletado com sistema a
vacuo na presenca de EDTA (Vacutainer®, BD), utilizando o procedimento descrito
por LAHIRI e NURNBERGER (1991), adaptado para tubos do tipo Eppendorf de 1,5

mL, como descrito abaixo. A Figura 4 esquematiza as etapas da extracao do DNA.



FIGURA 4 - PROCESSO DE EXTRAGAO DO DNA A PARTIR DE SANGUE TOTAL
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O sangue total (1 mL) foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. O plasma foi removido com auxilio de pipeta automatica.
Para ocorrer a hemolise, ao sedimento foi adicionado 900 uL de TKM1 contendo o
detergente Nonidet P-40 (Sigma) a 2,5%, homogeneizando por inversdo. A mistura
foi centrifugada a 10.000 rpm por 3 minutos, desprezando o sobrenadante. Ao
sedimento foi adicionado 1 mL de TKM1 (sem Triton) e homogeneizado em agitar
por alguns segundos, sendo esse processo repetido até que o sedimento se
tornasse esbranquicado. O sobrenadante foi novamente descartado. As proteinas
foram precipitadas em meio contendo alta concentracdo de cloreto de sddio
(concentracao final de 3 mol/L) e na presenca de 10% de SDS (dodecil sulfato de
soédio). O DNA presente no sobrenadante foi, entdo, precipitado em 2 volumes de
etanol absoluto e as impurezas removidas com duas lavagens com etanol a 70%. O
DNA seco a temperatura ambiente foi solubilizado em agua do tipo Milli-Q estéril e
ajustado para uma concentracdo de aproximadamente 100 ng/uL e as amostras
foram mantidas em freezer a -20°C. O tempo aproximado para extragdo de uma
amostra foi de 60 minutos.

A quantificacdo do DNA foi realizada por espectrofotometria em 260 nm e a
pureza pela relacdo da Absorbancia 260/Absorbancia 280 (A2so280). O procedimento
possibilitou a obtengcdo de amostras com DNA nas concentragdes de 50 a 500 ng/uL

e relacao Axsorso entre 1,5 e 1,9.



4.4 AMPLIFICACAO DO DNA E IDENTIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE DNA

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizada para amplificar o DNA dos
pacientes em estudo foi realizada em termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf) utilizando os protocolos descritos abaixo para cada polimorfismo em
estudo. A seqliéncia do gene da apo A-V com a identificacdo dos produtos da PCR
para os polimorfismos -1131T>C e S19W sdo mostrados no Anexo VI.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados na metodologia da PCR foram

estio descritos abaixo.

4.4.1 Polimorfismo -1131T>C
F 5 GGAGCTTGTGAACGTGTGTATGAGT 3;
R 5 CCCCAGGAACTGGAGCGAAATT 3.

Essa amplificacao foi desenhada para forgcar uma substituicdo C>A (T no
iniciador reverso), que introduz um sitio de restricdo para Mse | (T\TAA) no alelo
comum. Esses iniciadores fornecem um produto de PCR de 154 bp, e apos a
restricdo enzimatica, fragmentos de 133 bp e 21 bp para o alelo T e um unico

produto ndo cortado para o alelo C.

TABELA 5 — CONDICOES DE AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DO
POLIMORFISMO -1131T>C

REAGENTES E DNA CONCENTRACAO FINAL VOLUME
DNA molde ~ 10 ng/uL 1,0 uL
Tampao Taq (10X) 1X 1,0 uL
MgCl, (50 mM) 1,5 mmol/L 0,3 uL
dNTP (5mM) 0,2 mmol/L 0,4 pL
Oligonucleotideos Iniciadores (10 pmol/uL cada) 10 pmol (cada) 1,0 yL
Taq DNA polimerase (5U/ uL) 2U 0,4 uL
Agua Reagente tipo 1 estéril - 59 uL
Volume final 10 uL

Tampao Taq 10X concentrado: 200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 500 mM KCI



TABELA 6 — PROGRAMA UTILIZADO PARA AMPLIFICAGAO DOS FRAGMENTOS
DO POLIMORFISMO -1131T>C

N° CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (°C) TEMPO
1X Desnaturacgao 96 5 min
Desnaturacao 96 30s
31 X Anelamento 58 30s
Extensao 72 45 s

1 X Extensao Final 72 10 min

A quantidade e qualidade do produto de PCR obtido foram determinadas
através da eletroforese submarina em gel de agarose a 1,5% (cuba Horizon 58®,
Life Technologies) a 60 V e 30 mA durante 1 hora em tampdo TBE 1X (Tris-
hidroximetilaminometano 89 mmol/L; acido bérico 89 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, pH
8,2). O DNA foi corado com solugao de brometo de etideo 0,5 pg/mL e visualizado
em transiluminador sob luz ultravioleta (302 nm). As imagens dos géis foram obtidas

com camara CCD em sistema Biochemi (UVP).

4.4.2 Polimorfismo S19W
F 5 GGCTCTTCTTTCAGGTGGGTCTCCG 3;
R 5 GCCTTTCCGTGCCTGGGTGGT 3.

Os iniciadores foram desenhados para forcar uma substituicdo G>A (T no
iniciador reverso), introduzindo um sitio de restricdo para a enzima Taq | (TYCGA)
no alelo raro. Esses iniciadores fornecem um produto de PCR de 157 bp, e apds a
restricdo enzimatica, fragmentos de 134 bp e 23 bp para o alelo T e um unico

produto nao cortado para o alelo C.



TABELA 7 — CONDICOES DE AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DO
POLIMORFISMO S19W

REAGENTES E DNA CONCENTRACAO FINAL VOLUME
DNA molde ~ 10 ng/uL 1,0 L
Tampao Taq (10X) 1X 1,0 uL
MgCl, (50 mM) 1,5 mmol/L 0,3 L
dNTP (5mM) 0,2 mmol/L 0,4 uL
Oligonucleotideos Iniciadores (10 pmol/uL, cada) 10 pmol (cada) 1,0 uL
Taq DNA polimerase (5U/ yL) 2U 0,4 uL
Agua Reagente tipo 1 estéril ---- 5,9 pL
Volume final 10 uL

Tampao Taq 10X concentrado: 200 mM Tris-HCI (pH 8,4); 500 mM KCI

TABELA 8 — PROGRAMA UTILIZADO PARA AMPLIFICAGAO DOS FRAGMENTOS
DO POLIMORFISMO S19W

N° CICLOS ETAPAS TEMPERATURA (°C) TEMPO
1X Desnaturagao 94 3 min
Desnaturagao 94 15s
30 X Anelamento 70 20s
Extensao 72 30s
1X Extensao Final 72 1 min

A quantidade e qualidade do produto de PCR obtido foram determinadas
através da eletroforese submarina em gel de agarose a 1,5% (cuba Horizon 58, Life
Technologies) a 60 V e 30 mA durante 1 hora em tampdo TBE 1X (Tris-
hidroximetilaminometano 89 mmol/L; acido bérico 89 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, pH
8,2). O DNA foi corado com solugdo de brometo de etideo 0,5 pg/mL e visualizado
em transiluminador sob luz ultravioleta (302 nm). As imagens dos géis foram obtidas

com camara CCD em sistema Biochemi (UVP).



4.5 REAGAO DE RESTRICAO PARA DETERMINACAO DO POLIMORFISMO
-1131T/C DO GENE DA APO A-V HUMANA

Para determinagao do polimorfismo -1131T>C, os produtos de amplificacédo
foram submetidos a digestdo pela enzima Mse | (New England Biolabs) conforme

descrito na Tabela 9.

TABELA 9 — CONDICOES DA REACAO DE RESTRIGAO DO FRAGMENTO DO
POLIMORFISMO -1131T>C

REAGENTES REACAO CONCENTRACAO FINAL
Enzima Msel (10 U/uL) 0,25 pL 0,125 U
NE Buffer 2 (10X) 2,0 uL 1X
Albumina Bovina (100 pg/mL) 0,2 L 0,001 ug
Produto de PCR apo A-V 2,0 uL 20 a 50 ng
Agua Reagente tipo 1 estéril 15,55 L —
Volume final 20 yL —

Homogeneizar e deixar em Banho-maria a 37°C por 16 horas

NE Buffer 2 [10X]: 50 mM NacCl; 10 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 1mM DTT ; pH 7,9 25°C

46 REAGCAO DE RESTRIGAO PARA DETERMINAGAO DO POLIMORFISMO
S19W DO GENE DA APO A-V HUMANA

Para determinagao do polimorfismo S19W, os produtos de amplificacdo foram
submetidos a digestdo pela enzima Taq | (Q-BIOgene) conforme descrito na Tabela
10.

TABELA 10 — CONDICOES DA REAGAO DE RESTRIGAO DO FRAGMENTO DO
POLIMORFISMO S19W

REAGENTES REACAO CONCENTRACAO FINAL
Enzima Taq | (10 U/pL) 0,17 yL 0,34 U
Buffer Taq | (10X) 0,5 L 1X
Albumina Bovina (1 pg/uL) 0,5uL 0,1 ug
Produto de PCR apo A-V 1,5 yuL 15a30ng
Agua Reagente tipo 1 estéril 2,33 uL ——
Volume final 5uL ----

Homogeneizar e deixar em Banho-Maria a 65°C por 3 horas

Buffer Taq | (10X): 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI (pH 8,4, 25°C); 10mM MgCl,; 1 mM dithiothreitol



4.7 IDENTIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE RESTRICAO

Ao produto de restricao (5 ou 10 L) foi adicionado 3 yL de solugéo de glicerol
30% contendo os corantes azul de bromofenol (0,05%) e xileno cianol (0,05%). A
mistura foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida (29:1) a 10% (cuba
Rubi, Amersham Biosciences) com 150 V e 51 mA. Para o preparo da poliacrilamida
dissolveu-se a acrilamida (29 g) e a bisacrilamida (1 g) em copo de Becker e com
auxilio de agitador magnético. Adicionou-se a mistura aproximadamente 2,5% de
resina Dowex MB3 (Sigma) e deixou-se no agitador magnético por no minimo 2
horas em baixa velocidade para deionizar a acrilamida. Filtrou-se a mistura em papel
de filtro e completou-se o volume (100 mL) com agua reagente. Para o preparo de 1
gel de poliacrilamida 10% (45 mL) adicionou-se 15 mL da acrilamida 29:1, 4,5 mL de
TBE 10X, 25,5 mL de agua mili-Q, 300 uL de persulfato de aménio 10% e 50 L de
TEMED. A eletroforese foi interrompida quando o corante azul de bromofenol atingia
aproximadamente 2/3 do gel. Os fragmentos de DNA foram corados com brometo de
etideo 0,5 pg/mL e visualizados em transiluminador UV (302 nm). Os
eletroforetogramas foram registrados com o sistema de captacdo de imagens digital
com camera CCD, Biochemi (UVP).

Os sitios de clivagem das enzimas Mse | e Tag | para os polimorfismo
-1131T>C e S19W, respectivamente, bem como os possiveis gendtipos e os

tamanhos dos fragmentos produzidos estdo mostrados nas Figuras 5 e 6.



FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO POLIMORFISMO -1131T>C
DA APOLIPOPROTEINA A-V AMPLIFICADO E SUA LOCALIZAGAO

APDAS *
L’ START STOP
5 uTR CODON copon T UTR

AP EPOCIHAPCCY

———H— . -

AzziETsc | EITAC FETer S0 | VSR ATEGA £ Q4T
[SAPd) (319P3} tkasak) (579 {SHPZ) (B35

c1XE0T=C
{SHPT)

IVS24556T £ 132004 £ TIRCT £ 115664
(1431 {12467 (¥ UTR)
¢ BOECG £ 11226T
PCR (53251 (¥ uTR)

Fragmento amplificado 154 bp
Restricao Enzimatica Msel

. : -

I sabp N 154 bp
I 133p [ 133 bp
B 21bp W 210

GENOTIPO TT GENOTIPO TC GENOTIPO CC

FONTE: Adaptado de OLIVIER et al., 2004.



FIGURA 6 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO POLIMORFISMO S19W DA
APOLIPOPROTEINA A-V AMPLIFICADO E SUA LOCALIZACAO

APDAS b
L’ START STOP
5 UTR CODON copon T UTR

APQABPOCHAPCCY

I FROMOTER

Az2IETsC | 11RTRC T 560 | [VizraTecA Q4CAT T A250T=C
fanpay (51P3) tkosak 5150 (NP B35 o

NS24SECT 13204 £ 730CT « 115EGs4
(1431) (12467 [ UTR)
PCR ¢ BOBCG £ 1122C5T
(52325} {3 UTRy

Fragmento amplificado 157 bp
Restricao Enzimatica Taqgl

- i -

I 570 N 157 bp
N 134bp N 134 bp
M z=bp M sbp

GENOTIPO 55 GENOTIPO 5W GENOTIPO WW

FONTE: Adaptado de OLIVIER et al., 2004.



5 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Statistica
para Windows verséao 5.0.

Os niveis médios dos marcadores bioquimicos foram comparados entre os
diferentes grupos estudados utilizando a analise da variancia (ANOVA) ou teste “t”
para amostras ndo pareadas. As determinacdes de TG que ndo apresentaram
distribuicdo normal, foram logaritmicamente transformadas para normalizacéo. As
freqUéncias alélicas foram obtidas pela contagem dos genes.

Para a anadlise das variaveis categodricas foram utilizados o teste exato de
Fisher (bidirecional) ou o teste do Chi-quadrado, conforme as caracteristicas da
analise.

As tabelas de contingéncia foram analisadas utilizando o programa estatistico
RxC (MILLER, 2005).

As frequéncias haplotipicas foram obtidas empregando-se o método da
verossimilhangca maxima, programa ARLEQUIM - versdo 3 (EXCOFFIER e
SCHNEIDER, 2005).

Valores de P<0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.



6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

A amostra estudada foi composta por 206 individuos, sendo 191 euro-
brasileiros (92,8%), 11 afro-brasileiros (5,3%) e 4 orientais (1,9%). As distribuicbes

dos individuos por sexo e fatores de risco para DAC estao descritos na Tabela 11.

TABELA 11 — DISTRIBUICAO DE FREQUENCIAS POR SEXO E FATORES DE
RISCO PARA DAC NOS GRUPOS ESTUDADOS

SEXO FATORES DE RISCO PARA DAC
Tabagismo Hipertenséo Historico Familiar
N = 206 Masculino | Feminino 9 Arterial de DAC
Sim Néo Sim Néo Sim Néo
N| % [N| % [N| % |N| % [N| % [N| % [N| % [N| %
DM2-DAC- 30 | 455 |36 | 54,5 |26 | 394 [ 40 | 60,6 | 24 | 36,4 | 42 | 63,6 | 27 | 40,9 | 39 | 59,1
DM2-DAC+ | 53 | 70,7 | 22 | 29,3 | 48 | 64 |27 | 36 |34 | 453 |41 | 54,7 | 31 | 413 | 44 | 58,7
DM2+DAC+ | 38 | 585 | 27 | 41,5 | 32 | 492 | 33 | 50,8 | 35 | 53,9 | 30 | 46,1 | 29 | 446 | 36 | 554
***(P) | *x*=9,21: P=0,010 *¢°=8,69; P=0,012 *v°=2,33; P=0,314 *¥*=0,22; P=0,890
DM2-DAC- X 2_ . B— 2_ . P= 2_ . p= 2_ . p=
DM2-DAC+ x"=9,22; P=0,024 x"=8,52; P=0,003 ¥ =1,17, P=0,280 %°=0,00; P=0,959
DM2-DAC- X 20 00, D 24 . P 2_4 04 P 2.4 18- P=
DM2+DAC+ x=2,22; P=0,136 x"=1,28; P=0,257 ¥ =4,04; P=0,044 x°=0,18; P=0,668
DM2-DAC+ X 2 oa. Do 22 10 P 2_14 1. P 2.0 15 p=
DM2+DAC+ ¥ =2,28; P=0,131 x"=3,10; P=0,078 x~=1,01; P=0,315 x"=0,15; P=0,695

N = Numero de individuos
Teste de Chi-quadrado com Grau de Liberdade = 1.
*Teste de Chi-quadrado com Grau de Liberdade = 2.

A Tabela 12 ilustra a distribuicdo de frequéncias da idade

estudados.

entre os grupos




TABELA 12 — DISTRIBUICAO DE FREQUENCIAS DA IDADE

Frequéncias (N)
Faixa etaria (anos) Todos DM2-DAC- DM2-DAC+ DM2+DAC+
N % N % N % N %
<36 -40 2 0,97 1 1,51 1 1,33 0 0
41 —-45 9 4,37 4 6,06 4 5,33 1 1,54
46 — 50 11 5,34 6 9,09 3 4,00 2 3,08
51-55 24 | 11,65 9 13,64 10 13,33 5 7,69
56 — 60 36 |17,48 15 22,72 11 14,66 10 | 15,38
61 —65 36 |17,48 9 13,66 12 16,00 15 | 23,08
66 — 70 28 |13,59 11 16,66 6 8,00 11 16,92
71-75 34 16,50 9 13,64 13 17,33 12 18,46
76 — 80 16 7,77 1 1,51 8 10,67 7 10,77
> 81 10 | 4,85 1 1,51 7 9,33 2 3,08
Total | 206 | 100 66 100 75 100 65 100
Média 65,5 59,0 63,6 64,8
Desvio Padrao 10,4 9,9 11,5 8,6
Mediana 62,0 58,0 62,0 64,0
Amplitude de Variagao 36 - 84 36 - 83 36 - 84 43 - 83

N = Numero de individuos

Foi realizado o teste “t” para comparacdo entre as médias de idade. Os
resultados foram: grupo controle vs grupo DM2-DAC+ (“t” = -2,51; P = 0,013); grupo
controle vs grupo DM2+DAC+ (t* = -3,53; P < 0,001) e grupo DM2-DAC+ vs
DM2+DAC+ (“t” = -0,654; P = 0,514).

As Médias (M) + Desvio Padrao (DP), a Amplitude de Variagéo (AV) e valores
de P dos dados antropométricos e bioquimicos dos 3 grupos estudados estao

demonstrados na Tabela 13.



TABELA 13 — VARIAVEIS ANTROPOMETRICAS E BIOQUIMICAS DOS GRUPOS: DM2-DAC-, DM2-DAC+ E DM2+DACH+,
COM MEDIA (M) + DESVIO PADRAO (DP) E AMPLITUDE DE VARIACAO (AV) DAS VARIAVEIS

ANALISADAS

Grupo DM2-DAC- (N=66)

Grupo DM2-DAC+ (N=75)

Grupo DM2+DAC+ (N=65)

Variaveis

M + DP AV M + DP AV P M + DP AV P P
IMC (kg/mz) 23,9+3,3 16,5- 33,8 26,1+3,9 17,9-41,8 0,006 27,749 18,9-45,8 | <0,001 0,046
Presséo arterial sistolica (mmHg) 140,7 + 20,6 95 - 220 144,3 + 20,3 110 — 200 0,558 145,2+20,9 | 100 -200 0,432 0,966
Presséo arterial diast6lica (mmHg) 79,9+9,4 60 — 100 77,9+8,9 60 — 100 0,361 79,9 +8,6 59 - 100 0,998 0,398
Hemoglobina glicada (%) 53+0,6 26-64 54+0,5 3,0-6,5 0,868 7,7+16 51-124 <0,001 <0,001
Glicose (mg/dL) 91,0+111 71-116 929+11,9 67 — 123 0,956 157,4 + 67,8 80 — 340 <0,001 <0,001
Colesterol Total (mg/dL) 175,1 £ 35,0 114 — 290 167,9 + 38,3 74 — 295 0,503 170,8 + 40,2 94 — 303 0,797 0,893
HDL-C (mg/dL) 47,8 +12,5 24 -78 43,1+10,3 24 - 69 0,028 40,6 £9,8 21 -66 <0,001 0,365
LDL-C (mg/dL) 119,3 £ 29,7 52-192 111,0 £ 35,8 29 — 257 0,264 111,7 £+ 28,3 46 — 174 0,350 0,991
Triglicérides (mg/dL) 105,8 + 58,1 31-418 130,6 + 61,8 31-362 0,130 164,4 +102,7 | 57 — 588 <0,001 0,023
log Triglicérides 1,97 £ 0,22 1,49 -2,62 2,07 £ 0,20 1,49 - 2,56 0,015 2,15+0,22 1,75-2,77 | <0,001 0,054
Apolipoproteina A-I (mg/dL) 120,3 + 26,9 74 - 178 111,11+ 245 58 — 184 0,083 1144 +25.22 61-176 0,386 0,722
Apolipoproteina B (mg/dL) 89,3+ 23,9 40 - 163 89,0 + 27,8 19-184 0,997 93,1+ 24,7 45 - 149 0,681 0,620
Acido arico (mg/dL) 55+1,6 24-97 59+1,6 3,3-11 0,299 6,0+1,9 2,712,6 0,224 0,972
log (TG/HDL-C) 0,32 0,29 0,38-1,10 0,45+ 0,24 0,06 — 1,05 0,012 0,56+0,26 |0,06-1,22| <0,001 0,037

N= numero de individuos

P;= diferenga estatistica entre Grupo Controle (DM2-DAC-) e Grupo DM2-DAC+
P = diferenca estatistica entre Grupo Controle (DM2-DAC-) e Grupo DM2 +DAC+

P= diferencga estatistica entre Grupo DM2-DAC+ e Grupo DM2 +DAC+
Comparagdes realizadas pelo teste “t” (ANOVA)



6.2 ANALISE DA VARIABILIDADE DO GENE DA APO A-V

As Figuras 7 a 10 mostram resultados tipicos para os produtos de PCR e para

os perfis de restricdes estudados.

FIGURA 7 — PERFIL ELETROFORETICO DA PCR PARA AMPLIFICACAO DO
POLIMORFISMO -1131T>C DO GENE DA APO A-V

Eletroforese em agarose 1,5%, em tampéo TBE 1X (60 V, 30
mA). Os produtos de PCR (2 uL, ~40 ng) foram corados com
brometo de etideo 0,5 ug/mL e visualizados em transiluminador
UV (302 nm). As imagens foram registradas com camera digital
CCD Biochemi (UVP).

A linha 1 mostra o marcador de massa molecular (123 bp); as
linhas 2 a 5 mostram produto de PCR da amplificagdo do gene
da apo A-V contendo o polimorfismo -1131T>C. O tamanho
esperado para o produto de PCR esta identificado a direita do
gel.



FIGURA 8 — PERFIL ELETROFORETICO DA PCR PARA AMPLIFICACAO DO
POLIMORFISMO S19W DO GENE DA APO A-V

3 4 -
b !—300 bp
S — 200 bp

157 bp —MER SN . - 000

Eletroforese em agarose 1,5%, em tamp&o TBE 1X (60 V,
30 mA). Os produtos de PCR (2 uL, ~30 ng) foram corados
com brometo de etideo 0,5 pg/mL e visualizados em
transiluminador UV (302 nm). As imagens foram registradas
com camera digital CCD Biochemi (UVP).

A linha 5 mostra o marcador de massa molecular (100 bp);
as linhas 1 a 3 mostram produto de PCR da amplificagao do
gene da apo A-V contendo o polimorfismo S19W; a linha 4
mostra o controle da reacdo (sem DNA). O tamanho
esperado para o produto de PCR esta identificado a
esquerda do gel.



FIGURA 9 — PERFIL ELETROFORETICO DA PCR-RFLP DO POLIMORFISMO -
1131T>C DA APOLIPOPROTEINA A-V

369 bp
246 bp
154 bp
133 bp
123 bp

Eletroforese em gel de poliacrilamida (29:1) a 10%, em tampao
TBE 1X (150 V, 51 mA). Os fragmentos de DNA (10 uL; ~20 ng)
do polimorfismo -1131T>C do gene da apo A-V foram corados
com brometo de etideo 0,5ug/mL e Vvisualizados em
transiluminador UV (302 nm). As imagens foram registradas
com camera digital CCD Biochemi (UVP).

As linhas 1, 2 e 4 mostram o perfil de restricdo para os
genotipos TC, CC e TT, respectivamente. A linha 3 mostra o
marcador de massa molecular (123 bp). Os tamanhos
esperados para os fragmentos de restrigdo estao identificados a
esquerda do gel.



FIGURA 10 - PERFIL ELETROFORETICO TIiPICO DA PCR-RFLP DO
POLIMORFISMO S19W DA APOLIPOPROTEINA A-V

300 bp — S

— 157 bp

L -
T — l-J— 134 bp

100 bp — M. :

Eletroforese em gel de poliacrilamida (29:1) a 10%, em tampao
TBE 1X (150 V, 51 mA). Os fragmentos de DNA (5 uL; ~15 ng)
do polimorfismo S19W do gene da apo A-V foram corados com
brometo de etideo 0,5ug/mL e visualizados em transiluminador
UV (302 nm). As imagens foram registradas com camera digital
CCD Biochemi (UVP).

A linha 1 mostra o marcador de massa molecular (100 bp); a
linha 2 mostra o produto de PCR sem corte; as linhas 3 e 4
mostram o perfil de restricdo para os gendtipos SW e SS,
respectivamente. Os tamanhos esperados para os fragmentos
de restricao e o produto de PCR sem corte estdo identificados a
direita do gel.

A variabilidade dos polimorfismos -1131T>C e S19W do gene da
apolipoproteina A-V das 206 amostras estudadas esta apresentada nas Tabelas 14
a 19, que mostram as frequéncias dos gendtipos e dos alelos, nos grupos controle,
DM2-DAC+ e DM2+DAC+.



TABELA 14 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DOS POLIMORFISMOS
-1131T>C E S19W DO GENE DA APO A-V NOS GRUPOS DM2-
DAC- (N=66), DM2-DAC+ (N=75) E DM2+DAC+ (N=65) E NA
AMOSTRA (N=206)

Genotipos Alelos H-W
Apo A-V | Grupos | TT(N) TC(N) CC(N) ** P T(N) C(N) ol )gzm; *p
e G5 OES womey| - |9 S| | ERp
L1a1Tac | DM2-DACH O(gff o,(go 0,027 (2) | 1,000 ‘(3%17? 0(’%3)7 0,709 éizé';:,oi
roc | 35 050 oo | oo |95 9B | os | g

Todos ?ﬁi‘;’ 0('21;’)1 0,024 (5) | ***0,976 (()é%()) o(,gg)o ** 0,909
Apo A-v | Grupos |ss(N) SW(N) WW(N) | *P S W #p | o0 P
S L T S D R
SIOW | pmz-pAC+ 0(’;’;")7 0'833 -0 | 0030 (()i%? 0’(%2)7 0,036 X:,:g:?gg;
DM2+DAC+ 0(5877)7 0'(53 -(0) 0,225 ((’123;)3 0’(%6)52 0,236 X:,:g:%g;

Todos ((’1’882? 0(21‘:)7 -(0) | **0,043 (()é%g 0(’35)8 0,055

N = ndmero de individuos

H-W: Equilibrio de Hardy-Weinberg

* Valor de probabilidade “P” para o Teste do Chi-quadrado (xz); Grau de Liberdade (GL) =1

** Valor de probabilidade “P” para o Teste Exato de Fisher (bidirecional), comparagdo com controle
(DM2-DAC-)

***Valor de probabilidade “P” calculado pelo Teste RxC para os trés grupos

As distribuicdes das freqliéncias observadas desses gendtipos nos grupos
controle (DM2-DAC-), DM2-DAC+ e DM2+DAC+ n&o mostraram diferengas
estatisticamente significativas quando comparadas com aquelas esperadas pela Lei
de Hardy-Weinberg, o que sugere que a distribuicdo genotipica em todos os grupos
esta de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0,05).

As frequéncias genotipicas observadas para homens e mulheres para os
polimorfismos -1131T>C e S19W estdo descritas nas Tabelas 23 e 24,
respectivamente.

Em relacdo ao sexo, houve diferenga significativa (P = 0,012) apenas para o
polimorfismo -1131T>C, onde o sexo masculino representa 65,3% dos individuos

para o genotipo TT e 5,33 para o gendtipo TC + CC.



A Tabela 15 mostra a distribuigdo nos grupos em estudo e respectivas

freqUéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo S19W para a amostra ampliada
(N=295).

TABELA 15 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DA AMOSTRA

AMPLIADA PARA O POLIMORFISMO S19W DO GENE DA APO A-V
NOS GRUPOS DM2-DAC- (N=77), DM2-DAC+ (N=140) E
DM2+DAC+ (N=78)

Genotipos Alelos H-W

Apo AV | Grupos |SS(N) SW(N) WW(N)| *P S w *p *wZ P
0,831 0,169 0,916 0,084 v%=0,65;

stow | ] e (13) "0 T (14 (13) ) P=0,581
0,921 0,089 0,961 0,039 7%=0,23;

DM2-DAC+ | 1) (1) -(0) | 0042 | oo Cqyy | 0049 Fo0.371

0,833 0,167 0,971 | 0,917 0,083 | 0,972 7%=0,64;

DM2+DAC+ |~ 65 (13) "0 | wpoa6 | (143)  (13) | *0.114 | P=0578

* Valor de probabilidade “P” para o Teste do Chi-quadrado (xz); Grau de Liberdade (GL) = 1,
comparagao com controle (DM2-DAC-)

**Comparagao entre os grupos DM2-DAC+ e DM2+DAC+, Teste do Chi-quadrado (Xz); Grau de
Liberdade (GL) = 1

Os grupos DM2-DAC+ e DM2+DAC+ foram reunidos formando um grupo
designado DAC+, cujos dados estdo mostrados na Tabela 16. Para a analise
estatistica os gendtipos TC e CC foram agrupados.



TABELA 16 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DOS
POLIMORFISMOS -1131T>C E S19W DO GENE DA APO A-V
NOS GRUPOS DAC- (N=66) E DAC+ (N=140)

Genoétipos Alelos
Apo A-V Grupos TT (N) TC (N) CC (N) T (N) C (N)
DAC- | 0,848(56) 0,136(9) 0,015(1) | 0,917 (121) 0,083 (11)
-1131T>C DAC+ |0,842(118) 0,129 (18) 0,029 (4) | 0,907 (254) 0,093 (26)

v?> =0,01;P=0,917 v*>=0,10; P = 0,752

Apo A-V Grupos | SS(N) SW(N) WW(N) S w
DAC- | 0,818 (54) 0,182 (12) -(0) 0,909 (120) 0,091 (12)
S19wW DAC+ |0,914 (128) 0,086 (12) - (0) 0,957 (268) 0,043 (12)
v?> =4,02; P =0,044 v?> =3,78; P = 0,052

N = numero de individuos. Para analise estatistica os genétipos TC e CC foram agrupados.
Valor de probabilidade “P” para o Teste do Chi-quadrado (x?); Grau de Liberdade (GL) = 1.

6.3 ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE HAPLOTIPOS E GENOTIPOS DO GENE
DA APO A-V E DAC NA PRESENGCA OU AUSENCIA DE DM2

As frequéncias dos gendtipos do polimorfismo -1131T>C/S19W do gene da
apo A-V encontradas nos grupos controle (DM2-DAC-), DM2-DAC+ e DM2+DAC+

estao apresentadas na Tabela 17.




TABELA 17 — DISTRIBUICAO DE

DAC- (N=66), DM2-DAC+ (N=75) E DM2+DAC+ (N=65)

FREQUENCIA

(%)

DOS GENOTIPOS
-1131T>C/S19W DO GENE DA APO A-V NOS GRUPOS DM2-

' DM2-DAC- DM2-DAC+ DM2+DAC+
GENOTIPOS N=66 N=75 N=65
11317>C__ S19w N % N % N %
T ss 45 68,2 60 80 a7 723
T sw 11 16,7 4 53 7 10,8
T ww 0 . 0 : 0 :
TC ss 8 12,1 9 12 8 12,3
TC sw 1 15 0 i 1 15
TC ww 0 i 0 i 0 i
cc ss 1 15 2 27 2 3,1
cc sw 0 i 0 i 0 i
cc ww 0 : 0 . 0 .

N = ndimero de individuos

RxC: P=0,508; SE=0,025

As frequéncias haplotipicas dos polimorfismos -1131T>C/S19W do gene da

apo A-V, mostradas na Tabela 18, foram obtidas com base nos gendtipos

apresentados na Tabela 17.

TABELA 18 — FREQUENCIAS ABSOLUTAS E RELATIVAS DOS DIFERENTES
HAPLOTIPOS DO GENE DA APO A-V (-1131T>C/S19W) NOS
GRUPOS DM2-DAC- (N=66), DM2-DAC+ (N=75) E DM2+DAC+

(N=65).
DM2-DAC- DM2-DAC- DM2-DAC+
Apo AV | DM2-DAC- | DM2-DAC+ | DM2+DAC+ X X X
-1131T>C/S19W DM2-DAC+ DM2+DAC+ DM2+DAC+
N % N % N % 2 P* x? P* x’ P*
TS 109 | 82,57 | 133 | 88,6 109 |8385| 2,14 | 0,143 | 0,08 | 0,783 1,38 | 0,240
TW 12 9,1 4 2,7 8 6,15 5,41 0,020 | 0,80 | 0,371 2,06 | 0,151
CS 11 8,33 13 8,7 13 10 0,01 0,920 | 0,15 | 0,701 0,22 | 0,640
CW 0 0 0 0 0 0 - - - - - -
Total 132 100 150 100 130 100 **XZ =5,58; P =0,232

N = numero de alelos
*Valor de probabilidade “P” para o Teste do Chi-quadrado (3°); grupos dois a dois; Grau de Liberdade

(GL) = 1

**\/alor de probabilidade “P” para o Teste do Chi-quadrado (x°); todos os grupos; Grau de Liberdade

(GL) = 4



A Tabela 19 mostra as frequéncias do gendtipo TT/SW e demais gendtipos -

1131T/C/S19W entre os grupos em estudo.

TABELA 19 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS (%)

DOS GENOTIPOS

TT/SW E DEMAIS GENOTIPOS -1131T>C/S19W DO GENE DA APO

AV NOS GRUPOS DM2-DAC- (N=66),
DM2+DAC+ (N=65)

DM2-DAC+ (N=75) E

Moo AV DM2-DAC- | DM2-DAC- | DM2-DAC+
113175c; | DM2-DAC- [ DM2-DAC+ | DM2+DACH X X X
S19W DM2-DAC+ DM2+DAC+ DM2+DAC+
N| % | NJ] % | N | % P~ P~ P~
TT/SW 12 | 182 | 4 | 53 | 8 | 12,3
- 0,031 0,467 0,225
Demais 54 | 818 | 71 | 947 | 57 | 87,7
Genotipos
TOTAL 66 | 100 | 75 | 100 | 65 | 100 **y2= 567, P = 0,058

N = numero de alelos

** Valor de probabilidade “P” Teste exato de Fisher (bidirecional)

**\/alor de probabilidade “P” para o Teste do Chi-quadrado (x°) entre todos os grupos; Grau de
Liberdade (GL) =2

Realizou-se analise de correlacéo linear entre os polimorfismos estudados e
as variaveis antropométricas e bioquimicas descritas anteriormente. Os resultados

de correlagao apresentando probabilidade < 0,10 estdo mostrados na Tabela 20.

TABELA 20 - ANALISE DE CORRELAGAO ENTRE OS POLIMORFISMOS
-1131T>C E S19W E VARIAVEIS ANTROPOMETRICAS E
BIOQUIMICAS COM PROBABILIDADE < 0,10

Genotipos (N) Variaveis *Correlacéo P
-1131T>C (206) | Pressé&o arterial sistolica -0,1302 0,062
S19W (295) | Acido Urico 0,1421 0,015

*Teste de Correlagdo de Pearson

A distribuicdo da freqliéncia do polimorfismo S19W em relacdo a
concentragdo da mediana do Acido urico e grupos em estudo estd descrita na

Tabela 21.



TABELA 21 — FREQUENCIA DO POLIMORFISMO SS E SW EM RELACAO A
CONCENTRACAO DA MEDIANA DO ACIDO URICO NOS GRUPOS
DM2-DAC- (N=77), DM2-DAC+ (N=140) E DM2+DAC+ (N=78)

Genotipos/ Grupos DM2-DAC- (N) DM2-DAC+ (N) DM2+DAC+ (N)
Acido arico (mg/dL) <56 >5,6 <56 >5,6 <56 >5,6
SS (%) 42 (54,5) | 22(28,6) | 60(42,9) | 69(49,3) | 37 (47,4) | 28(36,0)
SW 8(10,4) 5 (6,5) 3(2,1) 8(5,7) 3(39 | 10(12,8)
Fisher (P) 0,760 0,345 0,034
Homens
SS (%) 17 (50,0) | 11(32,4) | 38(37,3) | 55(53,9) | 19(40,4) | 20 (42,6)
SW 1(2,9) 5(14,7) 1(1,0) 8(7.8) 3(6,4) 5(10,6)
Fisher (P) 0,078 0,147 0,706
Mulheres
SS (%) 25(58,1) | 11(256) | 22(56,4) | 14(359) | 18(58,1) | 8(25,8)
SW 7 (16,3) 0 2(51) 1(2,6) 0 5(16,1)
Fisher (P) 0,163 1,000 0,008

N = Numero de individuos

Valor de probabilidade “P” Teste exato de Fisher (bidirecional)

As comparacdes através do teste “t“ entre as concentracdes de Acido Urico

relacionadas ao polimorfismo S19W mostraram significancia apenas no grupo

DM2+DAC+, com concentragdes médias de acido urico de 5,8 e 7,1 mg/dL para os

gendtipos SS e SW, respectivamente (teste “1"=-2,23; P=0,029).

TABELA 22 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS DOS POLIMORFISMOS -1131T>C E
S19W EM RELACAO AS CONCENTRAGCOES DE TRIGLICERIDES
NOS GRUPOS DM2-DAC- (N=66), DM2-DAC+ (N=75) E DM2+DAC+

(N=65)
Genoétipos DM2-DAC- (N) DM2-DAC+ (N) DM2+DAC+ (N)
Triglicérides (mg/dL) <150 >150 <150 >150 <150 >150
-1131T>C (%) TT| 47(712) | 9(136) | 46(614) | 18(24,0) | 32(49.2) | 22(338)
TC +CC | 10152) 0 7(9,3) 4(5,3) 5(7,7) 6(9.2)
Fisher (bidirecional) P=0,334 P=0,721 P=0,509
S19W (%) SS| 46(69.7) [ 8(121) | 49(654) | 22(23) [ 33(50,8) | 24(36,9)
SW | 11(16,7) 1(1,5) 4(5,3) 0 4(6,2) 4(6,1)
Fisher (bidirecional) P=1,000 P=0,314 P=0,717

N = Numero de individuos

Valor de probabilidade “P” Teste exato de Fisher (bidirecional)




7 DISCUSSAO

A Doencga Arterial Coronariana e o diabete melito tipo 2 sdo patologias que
afetam elevada parcela da populagdo mundial. Genes ou polimorfismos genéticos
como os SNPs (polimorfismos de um unico nucleotideo) tém sido pesquisados na
procura de associagdes com estas doengas ou suas complicagdes

O gene da apo A-V, recentemente identificado, tem papel chave na
determinacdo das concentragdes plasmaticas de triglicérides. Devido a
hipertrigliceridemia ser um fator de risco independente para DAC, a determinacéo de
fatores que afetem sua incidéncia em diversas populacbes € de consideravel
importancia e tem sido alvo de intensa pesquisa.

Neste estudo, os polimorfismos de unico nucleotideo no gene da apo A-V,
-1131T>C da regidao promotora e o S19W do exon 2, sdo pesquisados em uma
populagcao essencialmente euro-brasileira (93%), caracterizada quanto a presenca
de DAC por cineangiocoronariografia e separada em grupos com a presenga ou n&ao
de diabete melito tipo 2. Este estudo também inclui um grupo controle (DM2-DAC-),
caracterizado por individuos que nao apresentaram alteragbes significativas no
procedimento angiografico (estenose < 50%) e sem alteragbes dos niveis
glicémicos. Estes pacientes estavam vinculados a clinica cardiologica devido a
alteragdes no perfil lipidico, hipertensédo arterial, histérico familiar para DAC ou

outros fatores associados a risco cardiovascular.

7.1 DADOS ANTROPOMETRICOS E BIOQUIMICOS

A distribuicdo racial da amostra, preponderando euro-brasileiros (92,8%),
reflete a populagdo atendida pelo Hospital Cardiolégico Costantini, fornecedor de
cerca de 87% da amostra presente neste estudo.

A distribuicdo de frequéncias por sexo e fatores de risco da amostra (Tabela
11) mostra uma prevaléncia (P = 0,024) de mulheres no grupo controle (DM2-DAC-)
em relagdo ao grupo DM2-DAC+; este, no entanto ndo difere do grupo DM2+DAC+.
O uso do tabaco é significativamente menor (P = 0,003) no grupo controle quando

comparado ao grupo DM2-DAC+ e nao difere do grupo DM2+DAC+. Esta



caracteristica reflete a associacdo do tabagismo com a DAC, sendo que pacientes
com DM2, devido ao tratamento continuo sdo desestimulados ao fumo por este ser
um fator de risco adicional ao diabético. A presenca de hipertensao arterial supera
os 36% em todos os grupos e ressalta a importancia deste fator de risco na
populagcdo em estudo. Os grupos controle e DM2+DAC+ apresentaram diferengas
significativas (P = 0,044) neste quesito, ressaltando a maior taxa de presséao arterial
entre diabéticos, uma conhecida caracteristica secundaria desta patologia. PIEGAS
et al. (2003) ao estudarem fatores de risco para o infarto do miocardio, uma das
principais complicagdes da DAC, em uma populacdo brasileira, reportaram o
tabagismo (mais que cinco cigarros por dia) como um dos principais fatores de risco
independente, seguido em ordem de importancia da glicose > 126 mg/dL, portanto
em concordancia com os dados obtidos para os individuos com DAC presentes na
amostra em estudo. O historico familiar para DAC nao diferiu significativamente entre
os grupos em estudo (P > 0,600), e esta associado a mais de 40% de todos os
participantes deste estudo. A elevada prevaléncia deste fator de risco nao
modificavel € comum em estudos com desenho amostral semelhante ao aqui
apresentado (PHILLIPS et al., 2004).

A distribuicdo de idade entre os grupos (Tabela 12) mostra que o grupo
controle tem idade média (59 anos) significativamente menor que os grupos DM2-
DAC+ (63,6 anos, P = 0,013) e DM2+DAC+ (64,8 anos; P < 0,001). Este achado é
compativel a estabelecida associacdo de aumento de risco para DAC e diabetes
concomitante ao aumento da idade (SHARMA, 2003). Outra possibilidade aventada
para o grupo controle apresentar idade menor em relagédo aos demais pode estar
relacionada a procura de assisténcia médica precoce, associada a maior informagao
do paciente sobre condutas preventivas.

Os dados das variaveis antropométricas e bioquimicas (Tabela 13) mostram
que as meédias das pressdes arteriais sistolica e diastdlica ndo apresentaram
diferenga significativa entre os trés grupos, assim como as concentragdes séricas
médias de colesterol total, LDL-C, apo A-l, apo B e acido urico. Embora os
elementos descritos sejam marcadores de risco para DAC, a n&o diferenciagéo entre
o grupo controle e os demais pode refletir a intensa terapia medicamentosa anti-
hipertensiva e hipolipemiante a que estes pacientes estejam submetidos, achado

usual nos pacientes que atendem a rotina das clinicas de cardiologia.



Houve diferenca significativa (P<0,05) quando comparadas as médias das
variaveis IMC, HbA., glicose, HDL-C, TG, logaritmo de TG, e o logaritmo da relagao
TG/HDL-C entre os grupos controle, DM2-DAC+ e DM2+DAC+.

As médias de IMC foram significativamente diferentes (P < 0,05) entre os trés
grupos. Os valores de IMC aumentaram progressivamente na ordem: controle, DM2-
DAC+ e no grupo com diabetes tipo 2, com valores médios de 23,9; 26,1 e 27,7
kg/mz, respectivamente. Este achado reflete a associagdo do aumento ponderal com
o risco para DAC, fato bem estabelecido na literatura (SHARMA, 2003), e reforga a
conhecida relagdo entre o diabete melito tipo 2 com a obesidade (LAZAR, 2005;
YOLOGLU et al., 2005).

As concentragdes meédias de glicose e de HbA¢;, respectivamente 1574
mg/dL e 7,7%, dos individuos do grupo DM2+DAC+ foram significativamente
maiores (P < 0,001) em comparagdo aos demais grupos. As concentragdes
reportadas no grupo com diabetes para HbAc, um marcador do controle glicémico,
refletem uma populacdo com controle da glicemia aquém dos parametros
recomendados (HbAic < 7,0%), como preconizado em Consensos Nacionais e
Internacionais (Consenso Brasileiro sobre Diabetes, 2002; American Diabetes
Association, 2005). Analisados em conjunto, os niveis de glicemia e HbA:c
observados neste estudo, refletem também a adequada classificagcdo da amostra,
aonde apenas um grupo apresenta diabetes.

Os valores das concentracbes meédias de HDL-C foram significativamente
menores (P < 0,05) nos grupos DM2-DAC+ e DM2+DAC+ em comparag¢ao ao grupo
controle, sendo que os dois ultimos nao diferiram entre si. Este resultado reflete a
associacao inversa do HDL-C com a DAC (YOLOGLU et al., 2005). Deve-se
ressaltar que n&o foi observada uma redugédo da apo A-I na mesma magnitude e
significancia que o HDL-C. Sendo a apo A-l, a principal apolipoproteina da fragéo
HDL, sua concentracdo sérica esta altamente correlacionada com o HDL-C
(FRANCIS e FROHLICH, 2001). A discriminacdo dos grupos com DAC em
comparagao ao grupo controle pelo HDL-C, sem a esperada correspondéncia da
apo A-l, pode sugerir que para a populagdo em estudo o HDL-C seja um parametro
mais sensivel e, portanto, recomendado.

As concentragcbes médias de ftriglicérides no grupo controle foram

significativamente menores em relagdo ao grupo contendo diabéticos (105,8 vs



164,4 mg/dL: P < 0,001). O grupo DM2+DAC+ também apresentou concentragdes
superiores de triglicérides em relacédo ao grupo DM2-DAC+ (164,4 vs 130,6 mg/dL;
P = 0,023). Este achado reflete a ja descrita elevacdo nas concentragbes de
triglicérides associadas a DAC e em particular ao diabetes tipo 2 (TAN et al., 2001).
A relagdo log(TG/HDL-C) apresentada por DOBIASOVA e FROHLICH (2001)
como um indice aterogénico e correlacionado com o tamanho da particula de LDL,
foi capaz de discriminar significativamente (P < 0,05) todos os grupos em estudo.
Valores crescentes desta relagdo do grupo controle, DM2-DAC+ e DM2+DAC+,
foram, respectivamente, 0,32; 0,45; 0,56. Os valores observados para relagao
log(TG/HDL-C) foram superiores a 0,1, limite proposto por FROHLICH e
DOBIASOVA (2003) relacionado com particulas de LDL pequenas e densas (< 25,5
nm), de maior aterogenicidade. A sensibilidade na discriminag&o entre os grupos em
estudo sugere que a relacéo log(TG/HDL-C) pode ser um parametro util na avaliagéo

de individuos com as caracteristicas presentes neste estudo.

7.2 VARIABILIDADE GENETICA

Os polimorfismos em estudo foram caracterizados pela técnica de PCR-RFLP
utilizando oligonucleotideos iniciadores que induzem sitios de restricdo para as
enzimas Taq | e Mse |. As figuras 7 e 8, respectivamente, mostram os perfis
eletroforéticos para os produtos de PCR dos polimorfismos -1131T>C e S19W do
gene da apo A-V, evidenciando a quantidade e qualidade (auséncia de bandas
inespecificas) adequadas, obtidas com os protocolos apresentados em Materiais e
Métodos.

A separacao dos fragmentos de DNA da restrigdo, por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% e visualizagdo com brometo de etideo, permitiram a
identificacdo inequivoca dos gendtipos, como mostrado nas Figuras 9 e 10,
respectivamente para os polimorfismos -1131T>C e S19W. Nao foram detectados
problemas com a PCR-RFLP relacionados a restrigdes parciais com o procedimento
empregado.

As frequéncias genotipicas e alélicas (Tabela 14) para o polimorfismo

-1131T>C do gene da apo A-V n&o mostraram diferengas estatisticamente



significativas entre os 3 grupos estudados, quando comparado dois a dois. No
entanto, para o polimorfismo S19W, houve diferenga significativa apenas nas
frequéncias genotipicas (P = 0,030) e alélicas (P = 0,036) entre os grupos controle e
DM2-DAC+. Quando comparadas as frequéncias genotipicas entre os trés grupos,
somente o polimorfismo S19W apresentou diferenga significativa (P = 0,043).
Quanto ao sexo, as frequéncias genotipicas diferiram significativamente (P = 0,012)
apenas no grupo DM2-DAC+ relacionado ao polimorfismo -1131T>C, apresentando
uma redugao na frequéncia do gendtipo -1131TT nas mulheres em relagdo aos
homens (20% vs 65,3%). Para verificar a influéncia da etnia nas frequéncias
genotipicas e alélicas, analises incluindo apenas euro-brasileiros (N = 191) foram
realizadas e ndo mostraram diferencas significativas quando comparado a amostra
total com os grupos estudados.

Como a frequéncia para o alelo raro do polimorfismo S19W apresentou-se
baixa, ndo sendo detectado nenhum homozigoto W19W, novos individuos foram
analisados para este polimorfismo, aumentando a amostra inicial em cerca de 40%.
A distribuicdo genotipica e alélica para o polimorfismo S19W com a amostra
ampliada (Tabela 15) apresentou resultados semelhantes aos anteriormente
descritos, sendo que nesta amostra foi possivel evidenciar uma diferenca
significativa entre os grupos DM2-DAC+ e DM2+DAC+ (P = 0,046). Mesmo com a
ampliagdo da amostra nenhum homozigoto para o gendétipo W19W foi encontrado,
confirmando as frequéncias observadas por PENNACCHIO et al. (2002) e outros
autores (Tabela 2).

Os grupos DM2-DAC+ e DM2+DAC+ foram reunidos formando um grupo
designado DAC+ e comparados com o grupo controle, aqui designado DAC-, para
verificar se 0 aumento da amostra de individuos com DAC, sem a discriminagao do
diabetes poderia afetar as distribuicbes genotipicas e alélicas (Tabela 16). Nesta
nova distribuicdo da amostra, o polimorfismo -1131T>C ndo apresentou diferencgas
entre os grupos e a mutacdo S19W manteve a diferenga significativa (P = 0,044), de
forma semelhante a observada anteriormente nas Tabelas 14 e 15. Este achado
reforca a observacdo que as frequéncias genotipicas e alélicas referentes ao
polimorfismo S19W realmente sao significativamente associadas a DAC com
reducao na frequéncia do gendtipo SW, em especial quando o diabetes tipo 2 nao

esta presente.



Para facilitar as analises comparativas com outros estudos, as Tabelas 1 e 2
apresentadas na Revisao Bibliografica, foram modificadas, incluindo as freqiéncias
genotipicas observadas no presente estudo, bem como a significancia das
comparacdes (Tabelas 23 e 24). E relevante ressaltar que em algumas publicacdes
utilizadas na comparacao, a caracterizacdo da amostra ndo esta bem estabelecida

quanto a composigao étnica e patologias associadas.

7.3 ANALISES COMPARATIVAS PARA OS POLIMORFISMOS -1131T>C E S19W

A Tabela 23 mostra a comparacao realizada entre o presente estudo e os
outros trabalhos para o polimorfismo —-1131T>C, sendo que a comparagao foi
realizada empregando o grupo estudado neste trabalho de melhor semelhanca ao
reportado na literatura.

Os gendtipos que contém o alelo raro (TC + CC) s&o mais frequentes na
populagao oriental do que nas demais populagées (ENDO et al., 2002; NABIKA et
al., 2002; BAUM et al., 2003; LI et al., 2004), sendo significativamente maiores do
que o observado no presente estudo.

As frequéncias dos genotipos que apresentaram o alelo raro do polimorfismo
—-1131T>C entre homens e mulheres do presente estudo foram, significativamente
menores (P < 0,05), do que as encontradas por PENNACCHIO et al. (2002) para
homens e mulheres afro-americanos e hispanicos. Nao houve diferenga entre os
achados de PENNACCHIO et al. (2002) e este trabalho para a populagéo
caucasiana.

Nao houve diferenca nas frequéncias genotipicas entre as populagoes:
homens ingleses (TALMUD et al. 2002; TALMUD et al., 2004), caucasiana
canadense (LEE et al., 2004), tunisica (CHAABA et al., 2005) e a populagdo deste
estudo.

Para a populagado hungara pesquisada por SZALAI et al. (2004), a frequéncia
dos gendtipos TC + CC foi maior no grupo portador de DAC quando comparada ao
nosso grupo DM2-DAC+. No entanto, quando comparados o grupo controle deste
estudo com sua contraparte hungara, as frequéncias destes genoétipos foram

significativamente menores nos ultimos.



TABELA 23 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO -
1131T>C DO GENE DA APO A-V NAS DIVERSAS POPULACOES
ESTUDADAS E COMPARADAS COM O PRESENTE ESTUDO

x Gendtipos Comparacédo i A
Populacéo E isti Referénci
pulag TTN) TC(N) CCN) statistica eferéncias
0,869 0,098 0,033
Homens (106) (12) @ |
Mulheres 0,802 0,186 0012 |
(69) (16) 1)
Toda a 0,841 0,135 0,024 |
populacéo (175) (28) (5) PESE'?ESSE
0,848 0,136 0015 |
Controle (56) 9) )
0,853 0,120 0027 |
DM2-DAC+ (64) 9) 2)
0,831 0,138 0,031
DM2+DAC* | (s4) (@) @ |
Mulheres Mulheres
0,777 0,213 0,010 2 a4. p—
afro- (537) (147) 7) x?=3,81; P=0,049
americanas
Homens
0,772 0,218 0,010 ¥?=19,49;
afro- Homens
americanos (376) (106) (5) P<0,001
Mulheres 0,668 0,310 0,021 _ o PENNACCHIO et al.,
hispanicas | (125)  (58) () Mulheres x*=5,13; P=0,023 2002
Homens 0,741 0,245 0,014 _ . b=
hispanicos (103) (34) 2 Homens x*=6,66; P=0,009
Mulheres 0,866 0,134 _ oo
caucasianas 311) (48) 0 Mulheres x?=2,28; P=0,131
Homens 0,872 0,128 2_ . p=
caucasianos | (286) (42) 0 Homens x*=0,01; P=0,930
Homens 0,883 0,111 0,006 o oo D TALMUD et al.,
ingleses (2257) (285) (14) Homens x?=0,23; P=0,635 2002
0,418 0,477 0,105 Toda a ¥?=123,91; NABIKA et al.,
Japonesa | 425 @gs)  (107) populacao P<0,001 2002
0,408 0,476 0,116 Toda a x2=114,00;
Japonesa (225) (263) (64) populago P<0,001 ENDO et al., 2002
0,805 0,172 0,023
; y ’ DM2-DAC+ x2=3,87; P=0,049
Hingara —S01 63 () SZALAI et al., 2004
277) (31) ) Controle x?=5,08; P=0,024
. 0,404 0,494 0,102 Toda a %?=100,03;
Chinesa | (135  (165)  (34) populagéo P<0,001 L et al, 2004
Caucasianos | 0,848 0,138 0,014 Toda a _ e
Canadenses | (375)  (61) ©6) populacao 7?=0,05;P=0,815 | LEE et al., 2004
Homens 0,818 0,182 I TALMUD et al.,
ingleses (242) (54) Homens x?=1,63; P=0,202 2004
0(77:)7 0('2211)1 0’(3‘;0 Controle 42=0,79; P=0,374
‘o 0,719 0,263 0,018 o o D CHAABA et al.,
Tunisica (a1) (15) 1) DM2-DAC+ x?=3,58; P=0,058 2005
0,703 0,230 0,067 —2 12. P
2 (17 5) DM2+DAC+ | x?=3,13; P=0,076
0,490 0,422 0,088 ¥2=28,79;
Controle
. 246 212 44
Chinesa |20 (12  (@4) P<0,001 LIU et al., 2005
0,375 0,468 0,157 DM2-DAC- ¥?=60,38;
(181) (226) (76) P<0,001

N = numero de individuos. Para analise estatistica os genoétipos TC e CC foram agrupados.



A Tabela 24 mostra a comparacao realizada entre o presente estudo e outros
trabalhos para o polimorfismo S19W, sendo que a amostra utilizada para

comparacao foi a que mais se aproximou da utilizada por cada autor.

TABELA 24 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO
S19W DO GENE DA APO A-V NAS DIVERSAS POPULAGOES

ESTUDADAS E COMPARADAS COM O PRESENTE ESTUDO

x Gendtipos Comparacéao g A
Populacéo E isti Referénci
pulag SS(N)  SW(N) WW(N) statistica eferéncias
Homens 0,878 0,122 0 Il
(166 ) (23)
0,874 0,126
Mulheres (104) (15) ® || @ e
Toda a 0,877 0,123 o |
populagdo (270) (38) PRSESENgE
0,831 0,169 ESTUD
Controle (64) (13) o | -
0,921 0,079
DM2-DAC+ (129) (11) (o I I —
0,833 0,167
DM2+DAC+ (65) (13) o |
Mulheres
0,861 0,132 0,007 e AA D
afro- (707) (108) ) Mulheres x?=0,14; P=0,704
americanas
Homens
0,865 0,131 0,004 —N 99. P
afro- (494) (75) 2) Homens %2=0,22; P=0,642
americanos
Mulheres 0,743 0,229 0,028 _ o PENNACCHIO et
hispanicas | (185)  (57) (1) Mulheres 1*=8,19; P=0,042 al., 2002
Homens 0,696 0,292 0,012 o .
hispanicos (119) (50) (2 Homens 1*=18,11; P<0,001
Mulheres 0,874 0,122 0,004 _ . p=
caucasianas | (386) (54) (2 Mulheres 1°=0,00; P=0,980
Homens 0,892 0,108 2_ . p=
caucasianos | (362) (44) 0 Homens 1*=0,23; P=0,632
Homens 0,890 0,105 0,004 e op. D TALMUD et al.,
ingleses (2223) (263) (11) Homens x2=0,26; P=0,613 2002
Republica | 0859 0,138 0,003 N VRABLIK et al,
Tcheca | (2198) (@52 () Controle 1=0.72; P=0,396 2003
Caucasianos 0,875 0,115 0,010 Toda a _ e
Canadenses | (364) (48) 4) populacao x?=0,00; P=0,947 | LEE etal., 2004
0,859 0,141 o o TALMUD et al.,
Inglesa (268) (44) Homens 12=0,38; P=0,538 2004
_ zé%%()) 0 0 Controle %*=86,70; P<0,001
Chinesa 0.909 5089 0002 LIU et al., 2005
3 3 3 2— . _
439)  (43) ) DM2-DAC+ 12=0,21; P=0,645
Norte 0,920 0,080 ot Ao o WRIGHT et al.,
landesa | @80)  (41) 0 Controle 1°=4.48, P=0,034 2005

N = numero de individuos. Para analise estatistica os genétipos SS e SW foram agrupados.



As frequéncias dos gendtipos SW + WW foram significativamente maiores nos
homens e mulheres hispanicos pesquisados por PENNACCHIO et al. (2002) em
relagdo aos homens e mulheres deste presente estudo. Com relagdo as demais
populagdes estudadas por PENNACCHIO et al. (2002), afro-americanos e
caucasianos, nao houve diferenga significativa quando comparadas a amostra deste
trabalho.

N&o houve diferenga significativa nas frequéncias genotipicas do polimorfismo
S19W entre a populagdo de homens ingleses (TALMUD et al., 2002; TALMUD et al.,
2004), tchecos (VRABLIK et al., 2003) e caucasianos canadenses (LEE et al., 2004),
quando comparadas a amostra deste estudo.

As frequéncias dos genatipos contendo o alelo raro W do polimorfismo S19W,
de modo dispar ao observado para o polimorfismo —1131T>C, foram menores na
populagao chinesa (LIU et al., 2005) em relagdo a populagdo deste estudo, para o
grupo controle, ressaltando que os autores citados detectaram somente homozigotos
SS neste grupo.

Na populacéo controle norte irlandesa estudada por WRIGHT et al. (2005) as
frequéncias dos gendtipos contendo o alelo raro, do polimorfismo S19W, foram
significativamente maiores do que no presente estudo, observando-se que nesta
populagdo os referidos autores n&o encontraram nenhum homozigoto WW a

semelhanca deste trabalho.

7.4 ESTUDO DE HAPLOTIPOS

A distribuicdo de frequéncias dos gendtipos -1131T>C/S19W para o estudo
de haplotipos estda mostrada na Tabela 17, sendo que os valores observados para
0s genotipos ndo sao diferentes entre os grupos estudados (P = 0,508)

Comparando-se as frequéncias dos haplétipos (Tabela 18) dos polimorfismos
-1131T>C/S19W do gene da apo A-V, verificou-se que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os 3 grupos estudados (3 = 5,58; P = 0,232). Ao
se analisar os grupos controle, DM2-DAC+ e DMZ2+DAC+, dois a dois, as
frequéncias destes haplétipos também nao foram diferentes, exceto para o haplétipo
TW (x? = 5,41; P= 0,020) entre os grupos controle e DM2-DAC+. Os estudos que



descreveram frequéncias haplotipicas foram realizados a partir de quatro ou mais
polimorfismos, impossibilitando comparagdes com o nosso trabalho. A partir deste
dado, investigou-se a frequéncia do gendtipo TT/SW e demais gendtipos
-1131T>C/S19W entre os grupos em estudo, mostrado na Tabela 19.
Comparando-se as frequéncias do gendtipo TT/SW com os demais gendtipos
-1131T>C/S19W do gene da apo A-V, nos 3 grupos estudados, a distribuicdo
genotipica nao foi estatisticamente significativa (x> ) = 5,67; P=0,058). Analisando-
se 0s grupos estudados, dois a dois, pelo Teste de Fisher (bidirecional), a
distribuicdo do gendtipo TT/SW, comparado com os demais gendtipos
1131T>C/S19W do gene da apo A-V, mostrou-se estatisticamente diferente entre os
grupos controle e o DM2-DAC+ (P = 0,031), conforme a Tabela 19. Portanto a
frequéncia do gendtipo TT/SW foi significativamente menor no grupo com DAC e

sem diabetes quando comparado a grupo controle.

7.5 ANALISES DE CORRELAGAO E OUTRAS COMPARACOES

Através da andlise de correlagdo linear de Pearson (Tabela 20) foram
comparadas as variaveis antropométricas e bioquimicas com os polimorfismos em
estudo. Apenas o acido urico mostrou correlacdo positiva e significativa (0,1421;
P = 0,015) para o polimorfismo S19W quando se analisou a populagdo ampliada
(N=295). Com base neste achado, a distribuicdo das frequéncias genotipicas para
os polimorfismos em estudo foram realizadas.

As frequéncias para os polimorfismos -1131T>C e S19W foram analisadas
utilizando como discriminador o valor da mediana (5,6 mg/dL) da concentracédo do
acido urico, na populacdo em estudo, por permitir separar a amostra de forma
homogénea em termos de numero de individuos e consequentemente maior
confiabilidade nos resultados (Tabela 21). Foi observada diferenca significativa (P =
0,034) apenas no grupo com diabéticos tipo 2, evidenciando neste um aumento do
genotipo SW com o aumento do &cido urico. A subclassificacdo deste estudo,
discriminando nos grupos homens e mulheres, mostrou que as mulheres no grupo
com diabetes tipo 2 apresentaram diferenca marcante (P = 0,008), estando o

gendtipo SW em maior frequéncia, associado a maior concentragdo de acido urico.



HAYDEN e TYAGI (2004), revisaram estudos referentes ao papel do acido
urico em relacdo a doencga cardiovascular, doenca renal e hipertensdo, mostrando
que concentragbes de acido urico acima de 4 mg/dL devem ser consideradas um
sinal de alerta em pacientes com risco cardiovascular. A hiperuricemia ndo aparenta
apresentar um papel causal no desenvolvimento da DAC, sendo provavelmente seu
efeito associado com outros fatores de risco (CULLETON et al., 1999). YOO et al.
(2005) relataram que as concentragdes de acido urico foram correlacionadas
independentemente com a hipertenséo arterial, resisténcia a insulina e fatores de
risco para sindrome metabdlica. Com base nos dados obtidos neste trabalho, é
possivel sugerir uma associagdo entre a maior prevaléncia do gendétipo SW em
pacientes diabéticos tipo 2 com a concentragdo seérica elevada de &acido urico.
Também, a correlacdo do gendtipo SW com o acido urico elevado, pode estar
refletindo a ja descrita associacao entre este gendtipo e as concentragdes séricas de
TG, os quais guardam uma correlagao direta com o acido urico (YOO et al., 2005).
Novos estudos devem ser conduzidos para esclarecer estes achados.

A importancia do gene da apo A-V para a determinagdo das concentragdes
séricas de TG foi primeiramente determinada por PENNACCHIO et al. (2001) em
camundongos transgénicos e nocauteados. Desde entdo diversos trabalhos tém
associado polimorfismos do gene da apo A-V e concentragdes séricas de TG em
diversas populagdes, sendo os polimorfismos -1131T>C e S19W os mais estudados.

Embora a associacdo dos polimorfismos -1131T>C e S19W e o aumento na
concentracado sérica de TG ja tenha sido estabelecida, neste trabalho ndo houve
diferenga significativa entre este analito, os polimorfismos e os grupos estudados
(Tabela 22). Isso pode refletir a caracteristica da amostra, onde majoritariamente os
individuos estdo submetidos a intensa terapia com drogas hipolipemiantes. Portanto,
as concentragdes de TG na amostra em estudo ndo sao comparaveis a maioria dos
trabalhos publicados, onde os pacientes estudados nao estdo sob influéncia
medicamentosa. Como exemplos, podem ser citados os trabalhos que obtiveram
correlacdo entre os polimorfismos em estudo e aumento de TG e excluiram da
amostra, pacientes em uso de drogas hipolipemiantes: LIU et al. (2005) em
chineses; ENDO et al. (2002) em criangas japonesas, VARABLIK et al. (2003) em
tchecos, SZALAI et al. (2004) em hungaros.



Em sintese, este trabalho mostra que as frequéncias genotipicas e alélicas
dos polimorfismos observados neste estudo podem apresentar-se significativamente
diferentes de outras populag¢des, em especial quando se compara com orientais. Os
dados apresentados sao inéditos para uma populacao brasileira com caracterizagao

angiografica.



8 CONCLUSOES

e Entre as variaveis antropométricas e bioquimicas analisadas o IMC e o
log(TG/HDL-C) foram as Unicas a apresentar diferengas significativas entre os
trés grupos, indicando que estas medidas foram marcadores sensiveis e

discriminantes para a populacdo em estudo.

e As frequéncias alélicas (P = 0,036) e genotipicas (P = 0,030) para o
polimorfismo S19W foram significativamente menores para o genétipo SW no
grupo DM2-DAC+ em comparagao ao grupo controle. Ampliando a amostra
(N=295), a frequéncia do gendtipo SW também se mostrou significativamente

menor no grupo DM2-DAC+ comparado ao grupo DM2+DAC+.

e A frequéncia do haplétipo TW dos polimorfismos -1131T>C/S19W do gene da
apo A-V foi significativamente maior (P = 0,020) no grupo controle em relagéo
ao grupo DM2-DAC+

e O gendtipo TT/SW dos polimorfismos -1131T>C/S19W do gene da apo A-V
comparado aos demais gendétipos, foi significativamente maior (P = 0,031) no

grupo controle em relagdo ao grupo DM2-DAC+.

e As concentragdes séricas de acido urico foram correlacionadas
significativamente (0,1421; P = 0,010) com os gendtipos do polimorfismo

S19W quando a analise foi realizada com a amostra ampliada (N = 295).

e A frequéncia do genotipo SW foi significativamente maior (P = 0,034) apenas
no grupo DM2+DAC+ quando a concentragdo média de acido urico foi > 5,6
mg/dL e comparada com concentragdes < 5,6 mg/dL, sendo as mulheres as

responsaveis pela diferenga significativa observada.

¢ Nao houve diferenga significativa entre as concentragdes de triglicérides e os

polimorfismos em estudo.
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ANEXOS

ANEXO | - VALORES DE REFERENCIA PARA O PERFIL LIPIDICO PARA
ADULTOS ACIMA DE 20 ANOS

Lipides Valores de referéncia Categoria
(mg/dL)
<200 Otimo
Colesterol Total 200 — 239 Limitrofe
> 240 Alto
<100 Otimo
100 —129 Desejavel
LDL-C 130 — 159 Limitrofe
160 — 189 Alto
>190 Muito alto
HDL-C <40 Baixo
> 60 Alto
<150 Otimo
150 — 200 Limitrofe
Triglicérides 200 — 499 Alto
> 500 Muito alto

FONTE: Il Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias. Arq Bras Cardiol, v. 77 (Supl. Ill), p. 43, 2001.

ANEXO Il - FATORES DE RISCO PARA DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

Idade: & > 45 anos, ¢ > 55 anos
Sexo: masculino

Histérico familiar

Tabagismo

Hipertensé&o arterial (> 140/90 mmHg)
LDL-C > 160 mg/dL

HDL-C < 35 mg/dL

Diabete melito

Hipertrigliceridemia

FONTE: Ill Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias. Arq Bras Cardiol, v. 77 (Supl. lll), p. 43, 2001.



ANEXO Il - VALORES DE GLICOSE PLASMATIQA (mg/dL) PARA DIAGNOSTICO
DO DIABETE MELITO E SEUS ESTAGIOS PRE-CLINICOS

Categoria Jejum* 2 horas ap6s 75 Casual **
g de glicose
Glicemia normal <100 <140
Tolerancia a >100a< > 140 a <200
glicose diminuida 126
Diabete melito > 126 > 200 > 200 com sintomas

*kk

classicos

*O jejum é definido como falta de ingestao caldrica por no minimo 8 horas.
**Glicemia plasmatica casual é definida como aquela realizada a qualquer hora do dia, sem se

observar o intervalo desde a ultima refeigéo.

***Os sintomas classicos de diabete melito incluem polidria, polidipsia e perda inexplicada de

peso.

Nota: O diagndstico de diabete melito deve sempre ser confirmado pela repeticdo do teste em
outro dia, a menos que haja hiperglicemia inequivoca com descompensacédo metabdlica aguda

ou sintomas o6bvios de diabete melito.
FONTE: American Diabetes Association. Diagnosis and classification of Diabetes mellitus. Diabetes
Care, 28:8S37-S42, 2005.



ANEXO |V - FICHA DE COLETA DE DADOS DO PACIENTE

Caracterizagdo do Paciente N° registro Data
interno
Nome:
S S
Dados clinicos
N Dados Observacoes
1 Sexo (1)=Masculino (2)=Feminino
2 Idade [ ] anos
3 Peso [ ] kg
4 Altura [ ]cm
5 IMC Nao preencher
6 Pressao Arterial [ / ] mmHg
(PA)
7 Tabagismo (1) =Nunca fumou
(2) = Ex-fumante
(3 ) = Fumante
8 (1)=Sim (2)=Nao
Diabete melito Tipo do diabetes: (1) =Tipo 1; (2 )= Tipo 2;

(3) =outro

Tempo do diagnostico do Diabete melito: [ ] anos

cateterismo

09 |Histdria familiar de |Pelo menos um parente de primeiro grau foi
Doenca Arterial diagnosticado com DAC até os 55 anos (homens) ou
Coronaria (DAC) até 65 anos (mulheres)

(1)=Sim; (2)=Nao

10 |Histéria clinica Insuficiéncia Renal: (1)=Sim (2)=Nao
Tempo da doenga: [ ] anos
Infarto: (1)=Sim (2)=Nao
Tempo de ocorréncia do evento: [ J/(meses) ou
(anos)
Anotar outros dados relevantes:

11 |Dados do Nao & necessario preencher




ANEXO V — VALORES DE REFERENCIA PARA ANALISES LABORATORIAIS

. VALORES DE .
ANALITOS MNEMONICO R REFERENCIAS
REFERENCIA
Hemoglobina HbAc 4.5-6,5% Bio Rad — Variant (HPLC)
Glicada Aic (%)
Glicose (mg/dL) GLU 60 - 99 American Diabetes
Association, 2005.
COL Desejavel < 200
Colesterol total Limitrofe 200 - 239
(mg/dL) Elevado > 240
HDL-c > 40
HDL-colesterol > 45 (diabéticos)
(mg/dL) > 60 alto (desejavel) | lll Diretrizes Brasileiras em
LDL-C < 100 Otimo Dislipidemias, 2001.

100 — 129 Desejavel
LDL-colesterol 130 — 159 Limitrofe
(mg/dL) 160 — 189 Alto

2 190 Muito alto

TG <150 Otimo

Triglicérides 150 — 200 Limitrofe
(mg/dL) 200 — 499 Alto

= 500 Muito alto
Apolipoproteina apoAl 4 104 - 202 Roche Diagndstica —
Al (mg/dL) © 108 - 225 Hitachi 917
Apolipoproteina B apoB 4 66 —133
(mg/dL) @ 60-117
Acido drico 4335-75
(mg/dL) ©25-6,5




ANEXO VI - SEQUENCIA DE BASES DO GENE DA APOLIPOPROTEINA A-V.

Retirado do GenBank n® AY422949

STOP
FUTR CODON

t1 1

1B91T=C 17640-T V153Mm
{SNP1)

1L

751G=T
(SNF2)

START
CODON

m

T1

S19W -3AxG

Sentido 5> 3
MGC13125 APOAS APOC3 KlAAQ989
ZMNF259 APOA4 APOAIT
<4 (o x —

5 UTR

Jr

-1131T>C
{SNP3)

FONTE: OLIVIER et al., 2004.

ctactcagtttgattcagctatgaccctttcagacatggtccaaatgagagtcacgcecag
gcaaacttctatcataaacatctatttcatttgagccagaagtctaggcttcaacttggg
aacccagagggaggggctggagatggggagagcacacagtatgctccccagagggtttaa
ggagctcccacagttgggagggttcagtcccttatttaggtgtagagctatgtcaggaaa
catgggctctgccctctcctatcacagcccacacctttcgtacccaccagcatcagagcc
agcagggatattcacacaccatcacatgttctccccatgatattctctttctcccttcta
ttccectgatagectgecatggcagcecctggggagacaagtgetectetctgtggaccage
tgtagcagtggccaccaggcagccagaagtgactagagccaaactccaggatgtagtggce
acaggcttccagcatcacggcaaacaggcttgcagataatcacccacatgcatggtgect
ctccctecctactccctcacccttgaatggagtaactcatgagcattcccaaatgagcac
tgggaggctgggtttgcaaagcctggtgaatgtaatgcatccagattggggagtcgecagg
aggctggatatgcaggagacagcagcccctttggtggectccctgtectgcacaggacct
tccaccctccacccaacaggccactttcaaggactgaaccatgctagaggctcagageca
aggctccccagacaaggagctgggaatgggcctgggcaggtagatcctcaggggtecccce
agatggctgtggccctggtcatgaaggctgtgagtgatgtcttcccacaggtcatccaga
cgggcctgcagcttgctcagaaccttgccactgtctgtttgttgaaactctggggcgaag
gcactgtggcctggtggaggtggcgecagectgetgctggacctectcagtetectggteg
atggcgcgagtgaaggcagctatctgcaggtaggtgtcctggcggaaagecctgaagtege
tggcgcacctcctcggagagcatctgggggtccgggcecggecccttectcagtecccagtg
cctgcaaaggctctgctgagctcttcgcgecagctggtecaggttctgetggatgegtgceg
tgcagggccttggecttgagcgtgagcttccgggagagcacctgcacgcagcegactgagg
cgcgceggggctggecgggggegtgeggagecacactgeggtgcagetectgecacgtggege
ccgatgccgctcaccaggctctcggecgtatgggtggaagagctectttgaagecggecggty
tggtgcaccacgcggctctgcagtccctgcagcaaagcccaagectegtccacgcccccce
agcaactgggccttggtgtcttcccccaccacgcgcaactgctectgcagctectgcacgy
cgcagggccacctgctccatcagatccatcgtgtagggcttcagttgctgecgcaagcce
tccaaattccagcccaccagctcgtgcgectctgecatgtagggctggaggegagectte
acctcctccaactcctcctgcagctgccgecgcatgecccaccgggtectgtgggagecga
ggagcctcgctcccactcagaggcectcagcttttccaggaacttgttcatattgttgagg



tcttgctcaaggctgtctttcagggtcctggagaaggggacagatatccaggecgtcaga
ctgctagcccccatcatctectttgtccccaagtcatcgegecactgatcctetgggggaa
ccaaggacgcagggcgttggccccagggtcgagggctcttgtcctagecctggeccagtaa
caactcacgcacgaagcacaaacacattgcccatacaaatccagacctacaacactctcc
aaagaaacatagatgcgccacatcatcctttgattctggggactgcagcgggcgtectcce
cgattgatcccaggtcccgegectcagtgagcaagggggcaacagctacggagttgtcaa
ggcgggggctgcaggcagagggcgctaaagagcccaggatggcecgggatctgcagacaga
gctagcaccgctcctttcctctgtcccagcagcggeccacagaggttgaggcagcagaggce
aggtcatcatggcatggcccagctgtctcctcccttcgectacaccccttcecccctgggea
ctcacgcgggctcgcgagccatcttctgectgatggatctgetccaccctgectttgteece
cgctggtctggctgaagtagtcccagaa

Polimorfismo S19W: oligonucleotideos iniciadores identificados na regido sublinhada.

F 5 GGCTCTTCTTTCAGGTGGGTCTCCG 3;
R 5 GCCTTTCCGTGCCTGGGTGGT 3’ [a timina (T) no iniciador induz a criagdo de sitio de restrigdo
(identificado por seta) para enzima Taq ].

gcctttccgtgectgggtggccgaaaacgctg
tggagagggactaggtaatcagggcctgggctctcctcccccagggtggacagggeccte
tggccagcctccacccacacccccacgttgaagtcagggtcggagacccacctgaaagaa
gagcc
agagcccaggtgagcacggcagccatgcttgccattatctgctctgagaagacag
gtggagggaggcctggttaggggaagaaggagacgaagggacatggcgcaggggacttge
ccagggggcctctgcaggggcaactgcccgaaatcctgttaccccttecttgggetgggg
agcacagagctgttggggctcaagaggactgacctaggtgagtcaaggaggctagggtgt
cttcctcagacatgggaagagggcgtgctcttgctacctcagtcacatagcagggagegt
ggtgctctaaccccttcgcaaaggtcccagaccccaggaacagttctctaggecacttct
accacctctcccctgcccacctgtctccctcccteccatttcatggtggaaaaactgagce
cataatgagggcgaagaggcaactctgccaaaatgttccaagaggacgtcttaggggcca
ccccaggctctcccctgaggccacctgcaatgeccteccttaggactgtgacccccatcce
ctctgccccagcetgctcacctgctcacgtctgggcacagagagcagacattctgetttat
actccagggccctgagcctctggcaccaattgctctgagtaaataccacgtggaagttca
aaagaagttgacctcagctgcctcccagcactcacctcctgecctttecctggcacccag
agggttaatgagtgccctggtatcaggggctgccccagtagagaagtgcttcccaggagce
tttacgggggatggggctgaactcctcacccagtttctecccaaaccccatgacctttaac
cttcccactgacctgctggctggcccaccaacagagaagaacctgtttgtctgccaaggg
cccctctcttacacaactacccagagtcactgtgtcccagccggcaagatggacagtgtt
cacctaccagccagaacccgagcagcccctgaaagcttcactacaggttccgcaggeatc
ctcagccagcattcatagggttaaagaccaaccacatccctctttatgaaacaatcctgg
aacaagcaagggaagccaggcagggtgaagatgagatggcaagaggcatctgggccaggg
actctgag

Polimorfismo -1131T>C . oligonucleotideos iniciadores marcados com duplo sublinhado

F 5 GGAGCTTGTGAACGTGTGTATGAGT 3;;
R 5 CCCCAGGAACTGGAGCGAAATT 3’ [a timina (T) introduzida no iniciador induz a criagéo de sitio de
restricdo (identificado por seta) para a enzima Mse |].

ccccaggaactggagcgaaagt aagatttgccccatgaggaaaagctgaact
ccactcgcagggcctctgaggagagcaagcccaaatgctcagatcttctctgatgacaca

cccactccgtctacagtactcatacacacgttcacaagctcc

cgattcttggtcctaaat
gcatcttgaatcaatcccctctcctccatttccactaccatcattgcaccagttgtctgt
caccttgattgcattcatagcctccaacaggtctttctaccacactcctgecccatttaat
tcatcctccactgtggctcatcctgactcatttccagtctcatctgctgccacataaaac
cacagcattccctgagcctttatacaggcttccctctgecttgaaatagecctatceectgg
tgaatatatattcattttttagagttagtttgtattagttagaattagacttggctgcaa
gggacatatatatgt



