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RESUMO

As dislipidemias constituem fatores de risco para Doencga Arterial Coronariana
(DAC), que representa um importante problema de salude publica. Muitos genes
influenciam os niveis lipémicos, tais como LDLR, APOE e APOB. Na maioria das
populacdes estudadas o alelo ¢4 do gene APOE relaciona-se com altos niveis de
LDL-Colesterol (LDL-C). H4 ainda a mutacdo R3500Q do gene APOB, a qual foi
identificada como sendo a causa do Defeito Familiar da APOB-100 (DFB-100). Ja a
mutacdo C660X do gene LDLR, é uma das principais alteracdes genéticas que leva
a Hipercolesterolemia Familiar (HF). Visto a relevancia do assunto objetivou-se
verificar a existéncia de associacao entre a mutacdo C660X, dos alelos do gene
APOE e da mutacdo R3500Q e dislipidemias. A metodologia seguiu extracdo de
DNA por salting-out, genotipagem por PCR-RFLP e por Tagman. Foram analisados
214 individuos e a mutacdo C660X foi investigada em apenas 72 das 214 amostras,
as quais se caracterizavam por altos niveis de lipidios, mas nenhuma apresentou a
alteracéo. As frequéncias dos alelos €2, €3 e €4 foram respectivamente 9,25+0,4625;
70,5£3,525 e 20,25%+1,401, enquanto que a frequéncia da mutacdo R3500Q foi de
4,46%+1,00 e diferem das frequéncias encontradas em outras pesquisas.
Encontrou-se uma associagao significativa entre a mutacdo R3500Q e aumentos
dos niveis de Colesterol Total (CT), sendo tal alteracdo genética um fator de risco
para niveis elevados de CT independente de género e idade. O alelo ¢4 foi mais
frequente em individuos com niveis mais altos de CT e LDL-C, j4 o alelo €2
apresentou maior frequéncia em individuos com niveis maiores de HDL-C.

Palavras — chave: Gene APOB. Gene APOE. Dislipidemias.
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ABSTRACT

Dyslipidemia are risk factors for coronary artery disease (CAD), which represents an
important public health problem. Many genes influencing lipid levels, such as LDLR,
APOE and APOB. In most populations studied the ¢4 allele of the APOE gene is
related to high levels of LDL-cholesterol (LDL-C). There is also the R3500Q mutation
of the APOB gene which has been identified as the cause of the defect Family apoB-
100 (DFB-100). Since the LDLR gene mutation C660X, is a major genetic alterations
leading Familial hypercholesterolemia (FH). Seen how relevant it is aimed to verify
the existence of association between the C660X mutation, alleles of the APOE gene
and the R3500Q mutation and dyslipidemia. The methodology followed extraction
DNA by salting-out, genotyping by PCR-RFLP and Tagman. 214 individuals were
analyzed and C660X mutation was investigated in only 72 of the 214 samples, which
were characterized by high levels of lipids, but none showed the change. The
frequencies of alleles €2, €3 and €4 were respectively 9.25 = 0.4625; 70.5 £ 3.525
20.25 + 1.401%, while the frequency of R3500Q mutation was 4.46 = 1.00% and
frequencies differ from those found in other studies. We found a significant
association between R3500Q mutation and increased levels of total cholesterol (TC)
and this genetic alteration a risk factor for high levels of CT regardless of gender and
age. The ¢4 allele was more frequent in individuals with higher levels of TC and LDL-
C, whereas the €2 allele showed higher frequency in individuals with higher levels of
HDL-C.

Key - Words: APOB gene. APOE gene. Dyslipidemias.
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1. INTRODUCAO

As dislipidemias constituem disturbios do metabolismo lipidico, resultando em
alteracdes nos niveis séricos de lipoproteinas, incluindo elevadas concentracdes de
colesterol total (CT), triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e
baixos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL-C) (BERTONI, ZANARDO e
CENI, 2011). Estdo muito relacionadas ao desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares e cerebrovasculares, tais como a aterosclerose, infarto agudo do
miocéardio, doenca isquémica cardiaca e Acidente Vascular Cerebral (AVC), e,
portanto, tem grande relevancia em saude publica (ANVISA, 2011; BERTONI,
ZANARDO e CENI, 2011). Segundo a IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e
Prevencdo da Aterosclerose (2007), durante os Ultimos trinta anos ocorreram
elevacdes relativamente rapidas e substanciais da mortalidade por causas
cardiovasculares em paises em desenvolvimento, como o Brasil. Conforme as
projecdes da Organizacdo Mundial de Saude, tal propensédo de aumento na doenga
cardiovascular tende a persistir, 0 que agrava mais o quadro de morbidade e
mortalidade elevadas nestes paises.

As dislipidemias séo classificadas em dois principais grupos: causas primarias
- situacdes em que sdo causadas por alteracdes genéticas, modificando a sintese e
degradacdo de lipoproteinas, assim como a relacdo entre as lipoproteinas e seus
receptores — e causas secundarias - em criancas e adolescentes sdo ocasionadas
principalmente por erros alimentares, doencas associadas ou pela utilizacdo de
medicamentos que modifiguem o perfil lipidico (OLIVEIRA e CASTRO, 2010).
Variantes dos genes LDLR, APOB e APOE constituem exemplos importantes de
causa primaria de dislipidemias.

Portanto, a presente pesquisa foi desenvolvida tendo por objetivo observar se
h& relacdo entre variantes dos genes APOE, a mutacao R3500Q do gene APOB e a
mutacdo C660X do gene LDLR com alteracdes no perfil lipidico em uma amostra de
adultos da populagdo de Curitiba/PR; a de comparar as frequéncias alélicas em
diferentes populacdes (Registro CEP/SD de aprovacdo pelo Comité de Etica em



Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR: 1159.084.11.06 e CAAE:
0082.0.091.000-11).
Os resultados e discussao serdo apresentados na forma de um capitulo nos

moldes de um artigo cientifico.



2. HIPOTESE

Considerando as literaturas abordadas, espera-se observar associagdo entre
niveis elevados de lipidios e as alteracdes genéticas estudadas.



3. JUSTIFICATIVA

As dislipidemias sdo consideradas de grande relevancia na saude publica,
estando fortemente associadas a Doenca Arterial Coronariana (DAC). E fundamental
realizar o diagndstico precoce da doenca, pois dessa forma é possivel prevenir o
processo aterosclerotico e iniciar terapia disponivel sob a forma de mudanca de
estilo de vida, e pela utilizacdo de farmacos que reduzem o nivel de colesterol
(estatinas, niacinas, entre outros) (GENETEST, 2010; WALUS -MIARKA et al., 2012;
TRAPANI, SEGATTO e PALLOTTINI, 2012). Além disso, novos farmacos estéo
sendo pesquisados para superar 0s antigos que geralmente apresentam efeitos
colaterais importantes (TRAPANI, SEGATTO e PALLOTTINI, 2012). O uso de
critérios clinicos (niveis lipidicos, historia familiar e existéncia de xantomas) sem
acesso a diagnéstico genético leva a um diagnéstico errado em aproximadamente
25% dos casos, portanto o diagndstico genético constitui uma ferramenta
importante. O rastreio genético € recomendado por muitas organizacdes
internacionais, tal como a Sociedade Européia de Aterosclerose (GENETEST,
2010). Considerando a relevancia do assunto, tem-se por objetivo observar se ha
relacdo entre variantes dos genes APOE, a mutacdo C660X do gene LDLR e a
mutacdo R3500Q do gene APOB com alteracGes no perfil lipidico em uma amostra

de adultos com dislipidemia da populacéo de Curitiba/PR.



4. OBJETIVOS

Objetivo geral

- Investigar associacao entre os alelos €2, €3 e ¢4 do gene APOE, a mutagdo C660X
do gene LDLR e da mutagcdo R3500Q do gene APOB e dislipidemias em amostra
de adultos da populacéo de Curitiba-PR.

Objetivos especificos

- Comparar as frequéncias encontradas as descritas nas literaturas abordadas;

- Comparar as frequéncias dos SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico)
abordados em individuos com niveis mais altos e mais baixos de CT, LDL-C, TG e
HDL-C.



5. REVISAO DE LITERATURA

5.1 DISLIPIDEMIAS

Dislipidemias séo alteracdes no perfil lipidico, sendo a hipercolesterolemia
uma doenca caracterizada por altos niveis de colesterol no sangue. E a principal
causa de DAC, resultando na formacdo da placa ateromatosa, ao associar-se a
outros fatores bioldgicos e/ou ambientais, elevando o risco de morte por infarto do
miocardio (VIEIRA, 2005; TRAPANI, SEGATTO e PALLOTTINI, 2012).

A combinagcdo DAC e alteracdes do perfil lipidico — em particular a
hipercolesterolemia — tem sido amplamente evidenciada, seja por meio de estudos
anatomopatologicos e experimentais, ou de estudos epidemioldgicos, clinicos e de
intervencao terapéutica (FORTI et al., 2003).

Sabe-se que a colesterolemia é influenciada por fatores ligados a idade,
género, habitos de vida, utilizacdo de certos medicamentos, certas doencas, e
também fatores genéticos. Dentre os fatores genéticos € possivel destacar as
mutacdes que podem modificar a estrutura e funcdo de proteinas relacionadas a
sintese, a homeostase e ao metabolismo do colesterol, como apolipoproteinas,
receptores e enzimas (FORTI et al., 2003).

As dislipidemias sao divididas em dois principais grupos: causas primarias -
situacdes em que sdo causadas por alteracbes genéticas, modificando a sintese e
degradacdo de lipoproteinas, assim como a relacdo entre as lipoproteinas e seus
receptores — e causas secundarias - em criancas e adolescentes sdo ocasionadas
principalmente por maus habitos alimentares, doencas associadas ou pela utilizacéo
de medicamentos que modifiquem o perfil lipidico (OLIVEIRA e CASTRO, 2010).



5.2 METABOLISMO DOS LIPIDIOS

Lipidios sdo uma classe de compostos praticamente insollUveis em agua e
soliveis em solventes organicos. De forma geral, sdo subdivididos em seis grupos,
baseados na sua estrutura quimica: colesterol, acidos graxos, acilgliceréis,
esfingolipidios, prostaglandinas e terpenos (BURTIS, ASHWOOD e BRUNS, 2008).

O colesterol é um lipidio anfipatico o qual encontra-se quase que
exclusivamente em animais, sendo um componente essencial da membrana de
todas as células. Além disso, € um precursor de acidos biliares, horménios
esterdides e vitaminas (BURTIS, ASHWOOD e BRUNS, 2008; OLIVEIRA e
CASTRO, 2010). Faz-se necessario que a gordura absorvida da dieta e os lipidios
produzidos pelo figado e pelo tecido adiposo sejam transportados entre os tecidos e
orgaos, para uso e armazenamento. Devido a insolubilidade dos lipidios em agua,
estes sdo transportados no plasma sanguineo aquoso por meio da associa¢do dos
lipidios apolares (trigliceridio e colesteril éster) aos lipidios anfipaticos (fosfolipidios e
colesterol) e as proteinas, para construir lipoproteinas misciveis em agua. As
lipoproteinas transportam os lipidios dos intestinos, sob a forma de quilomicrons, - e
do figado, através da forma de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), - a
grande parte dos tecidos para que sejam oxidados, e ao tecido adiposo, para
armazenamento. E como é&cidos graxos livres (FFA) ligados & albumina sérica que
os lipidios sdo mobilizados do tecido adiposo. Varias condi¢cdes patoldgicas que
afetam o transporte dos lipidios devem-se principalmente a defeitos herdados,
alguns causam hipercolesterolemia e aterosclerose prematura (MURRAY,
GRANNER e RODWELL, 2007).

Normalmente a quantidade de colesterol total do organismo adulto, mantém-
se relativamente constante, porque a quantidade que é transformada (em sais
biliares, hormdnios sexuais, corticosteroides, vitamina D) ou excretada nas fezes,
tem sua reposicdo pela dieta e sintese enddgena. A estrutura dessa substancia
contém um nucleo ciclo pentano peridro fenantreno hidroxilado em C3, uma dupla
ligacdo em C5 e uma cadeia alifatica ramificada com 8 carbonos em C17. No total
séo 27 carbonos (FONTES, 2010).

Apesar de ocorrer sintese endégena de aproximadamente 0,5 g de colesterol
ao dia, parte dele é oriundo da dieta (FONTES, 2010; TRAPANI, SEGATTO e



PALLOTTINI, 2012). Ocorre hidrélise dos colesterideos (ésteres de colesterol) da
dieta no lumen intestinal, por meio de uma hidrolase de origem pancreatica. Para
gue ocorra a absorcado do colesterol € imprescindivel a presenca de sais biliares
(FONTES, 2010).

O colesterol é re-esterificado nos enterdcitos por acdo da ACAT (acil-
colesterol-acil-transferase). Os ésteres de colesterol produzidos e o colesterol livre
incorporam-se depois aos quilomicrons — lipoproteinas de maiores dimensfes e
também menos densas. O colesterol da dieta € captado pelo figado quando da
endocitose dos quilomicrons remanescentes. Apesar de o colesterol ser excretado
na bile pelo figado - como colesterol ou como sais biliares produzidos a partir do
colesterol - parte dele que ai chega é vertido na corrente sanguinea incorporado nas
lipoproteinas denominadas VLDL (FONTES, 2010).

O colesterol das VLDL pode originar (via IDL — Lipoproteina de Densidade
Intermediaria) as LDL-C (Lipoproteina de Baixa Densidade) que sdo as principais
transportadoras de colesterol (FONTES, 2010).

As LDL-C sao endocitadas pelos tecidos (incluindo o figado) ligando-se
previamente aos receptores das LDL-C. O colesterol dos tecidos extra-hepaticos
captado pelas HDL-C também €, depois de esterificado, vertido no figado. O
mecanismo principal através do qual o colesterol plasmatico (esterificado e nédo
esterificado) é captado para os tecidos envolve a acéo de receptores das LDL-C, os
qguais se ligam a Apolipoproteina B 100 (APOB-100) destas lipoproteinas,
possibilitando sua endocitose. No interior das células os ésteres de colesterol sdo
hidrolisados nos lisossomos resultando na formacao de colesterol livre (FONTES,
2010).

Este colesterol e 0 que é produzido pelas células pode ser esterificado com
acidos graxos levando a formacéo de colesterideos (ésteres de colesterol), ficando
agrupados em goticulas intracelulares. Assim como nos enterdcitos, nas outras
células a enzima esterificante é a ACAT. A atividade dos receptores das LDL-C
eleva-se quando a dieta € rica em acidos graxos mono e poli-insaturados e pobre
em saturados. A atividade dos receptores das LDL-C também esta elevada (por
inducéo da transcricdo do gene que o codifica) quando diminui a quantidade de
colesterol intracelular (FONTES, 2010).



5.3 DISLIPIDEMIAS DE CAUSA GENETICA

A hipercolesterolemia, como ja comentado, pode ser ocasionada por fatores
genéticos. Entre as mutacdes e polimorfismos envolvidos no aumento sérico de
colesterol, é possivel destacar os que ocorrem nos genes da apolipoproteina B 100
(APOB), da apolipoproteina E (APOE), da enzima conversora da angiotensina |
(ECA) e, principalmente, dos genes do receptor de LDL-C (LDLR) e da 3-hidroxi-3-
metil-glutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) (FORTI et al., 2003).

5.3.1 RECEPTOR DAS LDL-C (LDLR)

A elevacao do colesterol pode ter causa genética, quando o individuo possui
uma mutacdo no gene que codifica o receptor das LDL-C (LDLR), a APOB 100 ou
de forma mais rara no gene que codifica a Proproteina convertase subtilisina
guexina tipo 9 (PCSK9). Alteracdes em um desses genes leva a hipercolesterolemia
(BOURBON, 2008; MACEDO, 2006; FORTI et al., 2003).

A Hipercolesterolemia Familiar (HF) é a forma mais comum e também grave
de hipercolesterolemia monogénica, sendo autossémica dominante. Foi a primeira
doenca genética relacionada ao metabolismo dos lipidios que foi caracterizada
clinicamente e em relacdo as suas bases moleculares. Pode se manifestar nas
formas homozigoética, em que ndo ha nenhum receptor de LDL-C, e heterozigdtica,
em gue ha 50% desses receptores funcionais (MACEDO, 2006).

Na forma homozigota, a doenca afeta 1: 1 000 000 de habitantes. Esta é a
forma mais rara e grave, apresentando forte correlagdo com aterosclerose precoce.
Antes dos 10 anos de idade o paciente pode ser acometido por infarto agudo do
miocardio, aterosclerose coronaria grave e estenose aodrtica. Xantomas (lesées de
acumulo de gordura na pele ou sobre tendbes), arco corneano lipidico (halo
esbranquicado em volta da cérnea) e colesterol total superior a 500 mg/dL
caracterizam a doenca (LL et al., 2007; MACEDO, 2006).

A forma heterozigota € mais frequente, atingindo 1 a cada 400-500 pessoas,
sendo que as concentragdes de LDL plasmatico situam-se, comumente entre 200



10

mg/dL e 400 mg/dL (CHACRA, SANTOS e MARTINEZ, 2004; LL, et al., 2007;
MACEDO, 2006). Determinadas populaces como os canadenses de Québec, sul
africanos (afrikaners), libaneses e finlandeses possuem maior prevaléncia dessas
mutacdes. Estima-se que 10 milhfes de pessoas no mundo tenham HF, porém
menos de 10% s&o diagnosticadas e destas menos de 25% recebem tratamento
com drogas hipolipemiantes (MACEDO, 2006).

Na forma heterozigotica, o diagndstico de hipercolesterolemia familiar, é
sugerido pela presenca de niveis plasméticos aumentados de CT e de LDL-C,
concentragbes de triglicérides e HDL-C normais, existéncia de xantomas ou
xantelasma, além de historia familiar de doenca coronariana prematura ou de
hipercolesterolemia. Aproximadamente 25% dos pacientes com hipercolesterolemia
familiar heterozig6tica ndo possuem xantomas; quando existem, o surgimento se da
a partir da terceira década de vida. Para o diagnostico de HF, podem ser usados
dois critérios: “The Simon Broome Register”, desenvolvido na Inglaterra, e o “Dutch
Lipid Clinic Network”, elaborado na Holanda e adotado pela Organizacdo Mundial da
Saude, em publicacéo sobre a doenca em 1999. O primeiro classifica os portadores
da doenca como definitivos ou possiveis, conforme os niveis plasmaticos de LDL-
colesterol em adultos e em criangas com idade inferior a 16 anos, evidéncias de
transmissdo dominante da doenca e idade de instalacao do inicio da doenca arterial
coronariana. Foi incluida na revisdo de 1994, como critério diagnostico definitivo de
HF, a presenca da mutacdo do LDLR ou o defeito familiar da APOB 100, baseados
em estudos de DNA. No segundo, ha a utilizacdo de critérios similares, cada critério
diagnéstico ganha uma pontuacdo, como um escore numérico. Apos somado e
conforme o resultado obtido, € possivel determinar um diagndstico mais preciso da
existéncia ou nao da doenca. Considera-se o diagnéstico como sendo de certeza se
o escore for superior a 8, provavel se ficar entre 6 e 8 e possivel se estiver entre 3 e
5. Inferior a 3 ndo se considera o diagndstico de hipercolesterolemia familiar. A
maior divergéncia entre esses critérios é a necessidade da presenca de xantomas,
na auséncia de mutagdes génicas identificadas, como mostra o “The Simon Broome
Register’. De acordo com “Dutch Lipid Clinic Network”, se o escore €& igual ou
superior a 8, ha uma probabilidade de 83% de se encontrar uma mutagao
(CHACRA, SANTOS e MARTINEZ, 2004).

Esta doenca tem muita importancia na area de saude publica e isso se deve a

alta prevaléncia de doenca coronéria precoce e a diminuicdo da expectativa de vida



11

verificada em vérias familias. Se néo tratados de forma adequada, cerca de 85% dos
homens e 50% das mulheres podem ter um evento coronario antes dos 65 anos de
idade. Através do tratamento adequado varios pacientes que apresentam a doenca
podem reduzir significativamente o LDL-C e aumentar de 10 a 30 anos a expectativa
de vida. Por isso a identificacdo precoce desses individuos e de seus parentes,
assim como inicio do tratamento imediato, sdo essenciais para prevenir doenca
cardiovascular precoce e 0bito nessa populacdo (MACEDO, 2006).

O receptor da LDL-C é uma glicoproteina de membrana, constituido de duas
cadeias de oligossacarideos complexos ligados a aspargina e 18 cadeias de
oligossacarideos ligados a serina/treonina. E expresso principalmente nas
membranas dos hepatdcitos e de outras células como as esteroidogénicas,
removendo da circulacdo as lipoproteinas de baixa densidade através da endocitose
(MACEDO, 2006).

Esse receptor € produzido no reticulo endoplasmatico rugoso e passa para o
complexo de Golgi — local em gque aumenta seu peso molecular. Depois de 45
minutos do inicio do processo de sintese, ele ja se encontra expresso na superficie
da célula. O receptor da LDL-C se liga a duas apolipoproteinas: APOB 100, presente
nas particulas de LDL-C, e a APOE e seus remanescentes, existente nas VLDLs e
nos quilomicrons. Ao se ligar no receptor na superficie do hepatécito, a particula de
LDL-C e o receptor sofrem um processo de invaginacéo formando os endossomas.
Estes ligam-se aos lisossomos para hidrélise das lipoproteinas no citoplasma das
células hepaticas. O receptor de LDL-C consegue escapar dessa hidrdlise,
retornando a superficie celular para remover, novamente, LDL-C da circulacéo
(MACEDO, 2006).

O gene LDLR esta situado no braco curto do cromossomo 19 (19p13.2),
apresentando 18 éxons, 17 introns e codifica uma proteina de 839 aminoécidos. A
HF é monogénica com transmissdo mendeliana e com alto risco cardiovascular
(BOURBON, 2008; MACEDO, 2006; FORTI et al., 2003).

Mais de 1000 mutacbes foram descritas no gene LDLR, alterando todos os
dominios da proteina associados ao fenotipo da hipercolesterolemia familiar
(TRAPANI, SEGATTO e PALLOTTINI, 2012; FORTI et al, 2003). Como
demonstrado na Figura 1, essas mutagbes podem ser classificadas em 5 tipos
funcionais: tipo 1 — provocam deficiéncia na producdo do receptor; tipo 2 (mais

comum) — originam proteinas incapazes de serem transportadas entre o reticulo
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endoplasmatico e o Complexo de Golgi (2a) ou sintetizam proteinas capazes de
serem transportadas, no entanto em quantidades muito baixas (2b); tipo 3 -
sintetizam proteinas que alcancam a superficie da célula, mas ndo possuem
capacidade de ligacéo; tipo 4 — raras, produzem receptores que podem ligar LDL-C,
porém nao sdo interiorizadas; tipo 5 — produzem receptores que apresentam a
capacidade de ligacdo a LDL-C, séo internalizados, mas néo liberam as LDL-C nos

endossomos, impedindo a reciclagem dos receptores (FORTI et al., 2003).

FIGURA 1: Tipos funcionais das muta¢des no gene LDLR. Tipo 1 — provocam deficiéncia na producéo
do receptor; tipo 2 (mais comum) — originam proteinas incapazes de serem transportadas entre o
reticulo endoplasmético e o Complexo de Golgi (2a) ou sintetizam proteinas capazes de serem
transportadas, no entanto em quantidades muito baixas (2b); tipo 3 — sintetizam proteinas que
alcancam a superficie da célula, mas nao possuem capacidade de ligacéo; tipo 4 — raras, produzem
receptores que podem ligar LDL-C, porém nado sao interiorizadas; tipo 5 — produzem receptores que
apresentam a capacidade de ligacdo a LDL-C, séo internalizados, mas nao liberam as LDL-C nos
endossomos, impedindo a reciclagem dos receptores (FORTI et al., 2003).

—_—

Vesicula reciclada

Figura 1: Representagdo das cinco classes de mutagdes do receptor da LDL.

Fonte: MACEDO, 2006

A expressao clinica das muta¢cfes no gene LDLR é variavel, podendo ser
atribuida a: 1) diferentes efeitos das mutacdes sobre a afinidade de ligacdo do LDLR
pelas particulas contendo APOB 100 ou APO E; 2) efeito funcional da mutacéo; 3)
epistasia dominante; 4) presenca de polimorfismos em outros genes (FORTI et al.,
2003).
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Na maioria dos tecidos, para que ocorra a internalizagdo do LDLR é
necessaria uma proteina adaptadora a qual se liga a cauda citoplasmatica do
receptor, a LDLRAP1 (LDL receptor adaptor protein 1). De inicio essa proteina foi
denominada ARH (Autosomal Recessive Hypercholesterolemia), pois mutacbes em
seu gene sao responsaveis por uma forma recessiva de hipercolesterolemia familiar
(SILVA, 2007; TRAPANI, SEGATTO e PALLOTTINI, 2012). Mutacdes nesse gene
lavam a um fenoétipo semelhante a da forma homozigética de HF, porém os niveis
lipidicos ndo séo téo elevados (TRAPANI, SEGATTO e PALLOTTINI, 2012). No
Brasil, o estudo molecular das muta¢ges do gene LDLR iniciou-se em Ribeirdo Preto
(Sudeste do pais) por pesquisadores liderados por Zago e Santos, 0s quais
encontraram em 14 familias das 16 pesquisadas, o “alelo libanés”, uma mutagao
C>A no éxon 14, do tipo nonsense C660X, resultando na sintese de uma proteina
truncada, sem atividade funcional. Apesar da pequena contribuicdo do povo &rabe
(inferior a 1%), a mutacdo C660X possui prevaléncia de 30% dos pacientes
atendidos no Ambulatério de Nutrologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. E provavel que esta
mutacdo represente uma das mais importantes causas de HF no Brasil
(WERUTZKY, 2006).

5.3.2 APOB 100

O gene APOB, esta localizado no brago curto do cromossomo 2 (2p24),
sendo composto por 29 éxons e 28 introns (CASTILLO et al., 2002).

Mutagbes no gene que codifica o receptor de LDL-Colesterol, sdo a causa
genética mais comum de HF, mas essa doenca também pode ser causada por
mutacdes em outros genes, tais como: APOB, PCSK9 e ARH (Hipercolesterolemia
Autossbmica Recessiva) (FARROKHI et al., 2011; TRAPANI, SEGATTO e
PALLOTTINI, 2012).

MutacOGes que ocorrem no gene da APOB 100, sdo a segunda causa do
fenotipo clinico de HF. O gene da APOB localiza-se no cromossomo 2p24.1, e
codifica uma proteina presente na particula de LDL-Colesterol que é responsavel

pela sua ligagdo ao receptor de LDL-C. Mutagbes nesse gene irdo alterar
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drasticamente a sua atividade funcional, levando a uma diminuicdo da sua ligagao
com LDLR e, dessa forma, atrasando a liberacdo de particulas de LDL-C. Porém,
em contraste com o LDLR, somente um pequeno numero de mutacdes funcionais
foram identificadas no gene da APOB 100, tais como R3500Q, R3500W e R3531C
(FARROKHI et al., 2011).

Os polimorfismos R3500Q (troca de arginina pela glutamina), R3500W (troca
de arginina pelo triptofano), R3531C (troca de arginina por cisteina) constituem
alteracdes que interferem na conformacédo do dominio de ligagdo da APOB 100 com
0 receptor B/E. Dessa forma reduz a afinidade da LDL (lipoproteina de baixa
densidade) por esse receptor, aumentando assim o0s niveis séricos de LDL (FORTI
et al., 2003).

A mutacdo R3500Q (G10699A) € a mais frequente das mutacdes do gene
APOB 100, ocorrendo no éxon 26 e resultando na substituicdo de Arginina por uma
Glutamina no dominio de ligacdo da proteina, reduzindo sua afinidade de ligacéo
pelo LDLR (CASTILLO et al., 2002).

5.3.3 APOE

Polimorfismos genéticos do gene da apolipoproteina E (APOE) tém sido
associados a suscetibilidade a doencas cardiovasculares (SCHWANKE et al., 2002).
Aproximadamente 60 a 80% da APOE plasmatica é produzida no figado, e o cérebro
€ 0 segundo local com maior abundancia de sintese de mRNA de APOE, ocorrendo
essencialmente nos astrocitos. Os macrofagos também sintetizam essa proteina,
gue parece estar associada ha modulacdo do acumulo de colesterol nas artérias. O
restante da producédo da APOE se da no baco, rim, pulmao, pele, células do musculo
liso e 6rgéos esteroidogénicos, tais como as glandulas adrenais, testiculos e ovarios
(FERREIRA, 2010).

Tal proteina, identificada no inicio da década de 1970, desempenha um papel
no metabolismo das lipoproteinas, tendo acdo no transporte da molécula de
colesterol, sendo ligante do receptor de LDL-C e outros, ativadora de enzimas, como
a lipase hepatica e ainda esta relacionada a sintese de VLDL hepaticas
(SCHWANKE et al., 2002; SOUZA et al., 2007). Além disso, esta relacionada com

imunorregulacdo e rotas neurobioldgicas (reparo neuronal, remodelamento e
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protecao) (SOUZA et al., 2007).

O gene da apolipoproteina E (APOE) esta situado no cromossomo 19
(19913.2), apresenta 4 éxons, 3 introns, 3597 nucleotideos e codifica uma proteina
polimérfica de 34 k-Da com 299 aminoécidos (FERREIRA, 2010; SOUZA et al.,
1998; SCOTT, KNOTT, SHAW e BROOK, 1985; RALL, WEISGRABER e MAHLEY,
1982). Desempenha um papel relevante no metabolismo das lipoproteinas com
elevada concentracdo de triglicerideos (remanescentes de quilomicrons e de VLDL)
(FERREIRA, 2010 E SOUZA et al., 1998). Essa proteina controla o catabolismo das
lipoproteinas, agindo como um intermediario na sua ligacdo aos proteoglicanos do
sulfato de heparan na superficie da célula (especialmente no figado) e ao receptor
LDL-C hepético ou com a LRP (proteina de ligacdo ao receptor LDL-C) (FERREIRA,
2010; BENNET et al., 2007).

Trés alelos do gene APOE ocorrem de maneira mais comum, sendo eles €2,
€3 e &4 e codificam as trés principais isoformas de APOE: E2 (cisteina/cisteina), E3
(cisteina/arginina) e E4 (arginina/arginina), respectivamente (FERREIRA, 2010 e
SCHWANKE et al., 2002). As isoformas de APOE sao diferenciadas entre si pelo
contetdo de cisteina e arginina nas posi¢cdes dos codons 112 e 158 do éxon 4
(SOUZA et al., 1998).

Devido a substituicdo de uma Unica base nitrogenada (timina por citosina) em
duas importantes posicdes da regido que codifica a APOE, ha as substituicdes
Unicas de aminoacidos resultando em polimorfismos genéticos no gene APOE. A
APOEZ2, com uma cisteina no residuo 158, é diferente da APOE3 que tem a arginina
no local. J& a APOE3, com uma cisteina no residuo 112, é diferente da APOE4 que
tem arginina no local. Dessa maneira as trés isoformas tém a seguinte composicao:
E2: Cys 112, Cys 158; E3: Cys 112, Arg 158 e E4: Arg 112, Arg 158 (FERREIRA,
2010).

Muitos estudos demonstraram a heterogeneidade dos alelos APOE entre as
populacdes, havendo frequéncias alélicas diferentes em varias regides (FERREIRA,
2010).

Essa proteina tem sido associada a Doenca Arterial Coronariana (DAC),
assim como a outras enfermidades. Dentre estas € possivel incluir doencgas
cerebrovascular, arterial periférica e neurodegenerativa, como o0 inicio tardio da
doenca de Alzheimer, sendo um resultado das variacdes alélicas do gene APOE (g2,
3 e €4) (SOUZA et al., 2007).
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A forma mais comum de deméncia é a doenca de Alzheimer (DA). A DA tardia
€ caracterizada pelos sintomas com inicio aos 65 anos de idade ou mais,
correspondendo a aproximadamente 95% do total de casos. Existem evidéncias da
associacao entre o alelo ¢4 do gene APOE com a doenca. No entanto, a heranca do
alelo €2 parece diminuir o risco, além de retardar o aparecimento de DA, tendo um
efeito protetor (CACAO et al., 2007; FERREIRA, 2010).

As isoformas de APOE diferem quanto a sua afinidade por receptores
especificos, como o receptor de LDL-Colesterol e a proteina relacionada ao receptor
de LDL-Colesterol. A APOE4 apresenta uma afinidade levemente maior de ligacéo a
esses receptores do que a APOE3, enquanto a APOE2 raramente se liga, possuindo
uma capacidade de ligacéo inferior a 2% da capacidade de APOE3. Dessa forma, os
polimorfismos da APOE estéo relacionados as concentracdes plasmaticas de lipidios
e de lipoproteinas em populagbes humanas, representando de 4 a 15% das
variacdes na concentracéo de LDL-C (SOUZA et al., 2007).

Tem-se associado o alelo €4 (fenotipos E3/4 e E4/4) a elevados niveis séricos
de LDL, sendo, portanto, considerado um fator de risco para DAC. Ja o alelo €2
(E2/2 e E2/3) parece associar-se com o0s baixos niveis de LDL-C e elevagéo da
concentracdo de triglicerideos plasméticos e lipoproteinas remanescentes (SOUZA
et al., 2007).

Altos niveis de LDL-C e de CT foram observados, em ordem decrescente, nos
seguintes fenotipos: E2/3 < E3/3 <E4/3 < E4/4. A alta frequéncia do alelo €4 tem sido
associada a elevagdo na concentracao de triglicerideos e diminuicdo de HDL-C. No
entanto, o efeito dos polimorfismos da APOE sobre os niveis plasméaticos de lipideos
€ variavel nas diferentes populacdes e regides (SOUZA et al., 2007).

Segundo trabalho realizado por BENNET et al., 2007, as concentracfes de
LDL-Colesterol foram cerca de 30% menores em individuos E2/E2 do que em
individuos E4/E4, uma diferenca que pode ser comparada a produzida por uso de
estatina (BENNET et al., 2007).

O gendtipo €2/e2 relaciona-se a hiperlipoproteinemia tipo Ill, também
conhecida por disbetalipoproteinemia, a qual se caracteriza pelo acumulo dos
remanescentes das particulas de quilomicrons e de VLDL. O perfil lipidico
caracteristico € um aumento de TG e do CT (FERREIRA, 2010). HOPKINS, WU,
HUNT e BRINTON, 2005 demonstraram um risco prematuro elevado de DAC
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familiar em individuos com hiperlipidemia tipo Ill, com concentracdes séricas
aumentadas de TG (HOPKINS, WU, HUNT et al., 2005).

As isoformas APOE2 e APOE3 se ligam de forma preferencial aos fosfolipides
da HDL, j4 a APOEA4 liga-se preferencialmente a TG do VLDL. A substituicdo de uma
cisteina pela arginina no residuo 112 da isoforma APOE4, induz uma mudanca
conformacional na sua estrutura, o que confere a isoforma uma elevada afinidade de
ligacdo aos receptores de LDL-C, superior até que aquela observada com a isoforma
E3. Como as particulas de VLDL, IDL e quilomicrons séo removidos de forma muito
rapida do plasma, ha um mecanismo de feedback que ativa uma resposta hepatica
de diminuicdo de expressdo de receptores de LDL-C, resultando no aumento dos
niveis séricos de LDL-C, configurando um quadro de hiperlipoproteinemia do tipo II.
Dessa forma, individuos que apresentam 0s genotipos €4e4 e €3¢4 possuem
concentragcdes mais altas de LDL-C, CT e triglicérides e baixos niveis de HDL-C em
relacdo a individuos homozigotos €3¢3 (FERREIRA, 2010).

Segundo estudo de Schwanke et al., 2002, individuos com o gendétipo £3/e3
apresentaram um indice de massa corporal médio classificado como sobrepeso,
além de uma presséo arterial diastélica mais elevada. Com relacdo ao perfil lipidico,
0s resultados demonstraram uma associagao entre concentragdes maiores de LDL-
C com o gendtipo €3/e4 (SCHWANKE et al., 2002).
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6 Capitulo 1: Estudo de Associacao entre as mutacdes C660X do gene LDLR,
R3500Q do gene APOB e variantes do gene APOE e dislipidemias.
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6.1 INTRODUCAO

Os niveis séricos de colesterol sao influenciados por diversos fatores, como
idade, género, habitos de vida, uso de certos farmacos e fatores genéticos (Il
Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e Diretriz de Prevencéo de Aterosclerose).
Muitos genes influenciam os niveis lip€micos, tais como LDLR, APOE e APOB. As
dislipidemias, assim como héabito de fumar, hipertensdo, diabetes e obesidade,
constituem fatores de risco para Doenca Arterial Coronariana (DAC), a qual
representa um importante problema de saude publica (FORD, MOKDAD e AJANI,
2004).

Embora tenha ocorrido uma diminuicdo da mortalidade por doencas
cardiovasculares, a partir da metade da década de 60 nos paises mais
desenvolvidos, e apenas mais recentemente em paises em desenvolvimento, tais
enfermidades constituem a principal causa de morte em todo o0 mundo (HANSSON,
2005).

A mortalidade por DAC é considerada a principal causa de 6bito no Brasil,
havendo evidéncias de que altos niveis de colesterol constituam o principal fator de
risco modificavel com base em estudos tipo caso-controle, observacionais, de base
genética ou de tratamento de fator de risco modificavel (YUSUF et al., 2004,
LEWINGTON et al., 2007; BAIGENT et al., 2010; FERENCE et al., 2012; V Diretriz
Brasileira De Dislipidemias E Prevengao Da Aterosclerose). Dessa forma, torna-se
extremamente relevante reduzir os niveis desses lipidios, seja sob a forma de
mudanca no estilo de vida e/ou utilizacdo de medicamentos (V Diretriz Brasileira De
Dislipidemias E Prevencao Da Aterosclerose).

A Hipercolesterolemia Familiar (HF) € uma doenca genética resultante de
mutacdes no gene que codifica o receptor das lipoproteinas de baixa densidade
(LDLc), o gene LDLR (GOLDSTEIN, HOBBS e BROWN, 2001). Como
consequéncias ocorrem um aumento dos niveis de LDL-C e xantomas tendinosos
(GOLDSTEIN, HOBBS e BROWN, 2001).

O gene LDLR esta situado no brago curto do cromossomo 19 (19p13.2),
apresentando 18 éxons, 17 introns e codifica uma proteina de 839 aminoacidos
(CHACRA, SANTOS e MARTINEZ, 2004). A HF é a forma mais comum e também

grave de hipercolesterolemia monogénica com transmissao mendeliana e alto risco
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cardiovascular (RADER, COHEN e HOBS, 2003). Mais de 900 mutacdes foram
descritas no gene LDLR (LAMBERT et al., 2001), sendo a C660X uma das principais
ja associadas a hipercolesterolemia.

Alguns estudos tem demonstrado que a glicoproteina APOE também
desempenha um importante papel no metabolismo, transporte e redistribuicdo de
moléculas que carregam colesterol e outros lipidios (POIRIER, 2005). E sintetizada
em varios orgaos, incluindo o figado, cérebro, baco e rim, e esta presente em
concentracbes elevadas no fluido intersticial, onde participa na redistribuicdo de
colesterol a partir de células com o0 excesso para aquelas que requerem tal lipidio
(MAHLEY, 1988). Participa no clearance de quilomicrons remanescentes e de
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), servindo como um ligante para os
receptores de LDL (MAHLEY, INNERARITY e RALL, 1984). E também importante
para o absorcado intestinal de colesterol (KESANIEMI, EHNHOLM e MIETTINEN,
1987).

A APOE medeia a captacao de lipoproteinas (MAHLEY, 1988) e apresenta
trés principais isoformas codificadas por trés alelos do cromossomo 19 — 19qg13.2 -
(e2, €3 e €4) (WEISGRABER, RALL e MAHLEY, 1981). Como resultado da
substituicdo de uma timina por citosina em duas posi¢des importantes da regiao que
codifica a APOE, 112 e 158, (SOUZA, ROMANO e WHITTLE, 2005), ha
substituicbes Unicas de aminoacidos, resultando em 3 isoformas da APOE que
possuem a seguinte composicao: E2: Cys 112, Cys 158; E3: Cys 112, Arg 158 e E4:
Arg 112, Arg 158 (FOLEY, 2005; GREENOW, PEARCE e RAMJI, 2005; HEEREN,
BEISIEGEL e GREWAL, 2006)

Na maioria das populacdes estudadas, o alelo €2 foi associado com baixos
niveis de LDL-C, enquanto que €4 relaciona-se com altos niveis de LDLc (FRIKKE-
SCHMIDT, et al 2000; BENNET et al, 2007; WARD et al, 2009). Além disso, alguns
estudos relataram que o alelo €4 esta associado com doengas coronarianas
(WILSON, SCHAEFER, LARSON e ORDOVAS, 1996) embora a maioria destes tém
sido realizado em individuos do género masculino.

Ha ainda a APOB-100 codificada por um gene situado no brago curto do
cromossomo 2 (2p24.1), sendo a R3500Q a primeira mutacdo identificada e
encontrada como a causa de Hipercolesterolemia Tipo B (OMIM 144010) ou Familial
Ligand Defective Apoliprotein B-100 (BLACKHART et al, 1986; INNERARITY et al,

1987). Esta é uma doenca hereditaria autossémica dominante causada por
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mutacdes no gene da APOB que afeta sua ligacdo com o receptor de LDL-C.
(MYANT, 1993). A doenca caracteriza-se pelo aumento sérico de colesterol total e
LDL-C, além de doenca coronariana precoce. Quatro mutacdes, R3480P, R3500Q
(nova nomenclatura R3527Q), R3500W e R3531C sdo responsaveis pela
enfermidade, reduzindo a ligacdo das particulas de LDL-C ao seu receptor (MYANT,
1993; PULLINGER et al, 1995; GAFFNEY et al,1995 ). A mutacdo R3500Q leva a
substituicdo de uma CGC por CAC no éxon 26 na posicdo 1078 do gene APOB,
levando a substituicAo de uma glutamina por arginina na posicao 3500.
(INNERARITY et al, 1987; SORIA et al, 1989).

Vista a relevancia do assunto, o objetivo foi comparar as frequéncias alélicas
da mutacdo R3500Q do gene APOB e C660X do gene LDLR e dos polimorfismos €2,
€3 e €4, do gene APOE, entre individuos com niveis mais altos e mais baixos de
colesterol, visando identificar associa¢do entre as variantes genéticas analisadas e
as concentracdes lipidicas séricas. O objetivo foi ainda comparar as frequéncias
alélicas dos alelos €2, €3 e ¢4 do gene APOE e das muta¢gdes R3500Q e C660X com
as frequéncias descritas em diferentes populagdes.

O projeto foi aprovado em 26 de agosto de 2011 pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR, sob o Registro CEP/SD:
1159.084.11.06 e CAAE: 0082.0.091.000-11 (O documento referente a aprovacao

encontra-se em anexo).

6.2 METODOLOGIA

A amostra foi constituida por 214 adultos (23-65 anos = 9,7anos), sendo 30
homens e 184 mulheres, posteriormente classificados em grupos acima e abaixo
das medianas de CT, LDL-C, HDL-C e TG. Todos os individuos que compdem a
amostra sao euro-brasileiros residentes da cidade de Curitiba-PR, e foram
submetidos a analises bioguimicas, antropométricas e moleculares. A interpretacao
do lipidograma seguiu a “V Diretriz Brasileira De Dislipidemias E Prevencdo Da
Aterosclerose, 2013”, mostrada na tabela 1. Todos os participantes da pesquisa

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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TABELA 1: Valores de referéncia para o perfil lipidico para individuos adultos com

idade = 20 anos.

Lipides Valores (mg/dl) Categoria
< 200 Desegjavel
CT 200-239 Limitrofe
= 240 Alto
<100 Otimo
100-128 Desejavel
LDL-C 130-159 Limitrofe
160-189 Alto
=190 Muito alto
> 60 Desejavel
HDL-C
<40 Baixo
<150 Desejavel
150-200 Limitrofe
TG
200-499 Alto
= 500 Muito alto
<130 Otimo
Colesterol 130-15%8 Desejavel
néo-HDL 160-189 Alto
=190 Muito alto

*CT= Colesterol Total; LDL-C= colesterol da lipoproteina de baixa densidade; HDL-C= colesterol da

lipoproteina de alta densidade; TG= triglicerideos.

Fonte: V Diretriz Brasileira De Dislipidemias E Prevencéo Da Aterosclerose, 2013.

6.2.1 LIPIDOGRAMA

O lipidograma ja havia sido realizado por outros pesquisadores. As amostras

sanguineas foram coletadas no periodo da manha, ap6s 12 horas de jejum, para

realizacdo de dosagens de colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade
(HDL-C), lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e triglicerideos (TG). As
concentracdes plasmaticas de CT, TG e de HDL-colesterol foram determinadas em

mg/dL, e foi utilizado o teste colorimétrico enzimatico (CHOD — PAP; Laboratério
Merck, Darmstadt, Alemanha; Laboratério Roche, Indianapolis, IN, EUA). O LDL

colesterol foi calculado pela formula de Friedewald, em mg/dL.
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6.2.2 ANALISES MOLECULARES

A extracdo de DNA ja havia sido realizada por outros pesquisadores. O DNA
foi extraido de amostras de sangue periférico pelo método de salting-out (LAHIRI e
NURNBERGER, 1991) e depois diluido para uma concentracao final de 20 ng/uL
(TagMan SNP Genotyping Assay) e 100 ng/pL (PCR-RFLP). Foram investigadas as
mutacdes C660X do gene LDLR, R3500Q do gene APOB e as variantes €2, €3 e ¢4

do gene APOE. As metodologias detalhadas encontram-se nos apéndices.

PCR-RFLP para a mutacdo C660X do GENE LDLR

Para a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizaram-se os primers 5'-
GAACTGGTGTGAGAGGACCA-3' e 5-TGTGAGGCAGCTCCTCATGT-3,,
destinados a amplificacédo seletiva de um fragmento de 148 pb do éxon 14 do gene
LDLR. A PCR seguiu FIGUEIREDO, SANTOS, ALBERTO e ZAGO (1992), com
alteracéo no passo 2: Passo 1: 94° C por 3 minutos; Passo 2: 35 ciclos, sendo cada
um constituido por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 60 segundos a 72°C;
Passo 3: 10 minutos a 72°C e 99 minutos e 59 segundos a 4°C.

Posteriormente, realizou-se digestdo enzimatica do produto da PCR com a
enzima de restricdo Hinfl, a qual reconhece o sitio de restricio GANTC. Esse sitio é
gerado em individuos com a mutagdo C660X (rs121908031) do gene LDLR, sendo
reconhecido pela enzima que cliva o DNA e produz dois fragmentos, um de 51 e
outro de 97 pb (FIGUEIREDO, SANTOS, ALBERTO e ZAGO, 1992). Ap6s a
digestdo enzimética, prosseguiu-se com eletroforese em gel de poliacrilamida a 9%.
A corrida eletroforética se deu em 200V, 35mA e 60W por 130 min. A coloragao
adotada para o Gel de Poliacrilamida foi a de Nitrato de Prata segundo BUDOWLE,
et al. 1991.
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GENES APOB e APOE

A mutacdo R3500Q (rs5742904), a mais frequente das mutagdes do gene
APOB, e as variantes €2, €3 e ¢4 do gene APOE (rs7412 — posi¢ao 158 - e rs429358
- 112) foram analisadas através de Genotipagem TagMan.

A genotipagem das variantes foi obtida por TagMan SNP Genotyping Assay
(Applied Biosystems). As reacOes foram realizadas no Mastercycler realplex 2 de
acordo com o0s seguintes passos: (1) 50°C/2 min., (2) 95°C/10 min., (3) repetir 50

vezes 95°C/15 seg., intercaladas por 62°C/min.

6.3 RESULTADOS

Das 214 amostras, foram analisadas 72 amostras com alteragées no perfil
lipidico (CT e/ou, LDL-C e/ou TG aumentados e/ou HDL baixo) para a mutacéo
C660X. Nenhuma apresentou a mutacdo C660X do gene LDLR. Dessa forma, foi
possivel excluir a principal causa de HF.

A tabela 2 mostra a descricao estatistica (média, desvio padréo, erro padréao,
variancia, mediana, minimo e maximo) para as variaveis do estudo nos 214
individuos constituintes da amostra.

Analisando-se as médias das variaveis idade e IMC nos grupos acima e
abaixo da mediana para LDL-C foi possivel verificar que a média da idade foi
significativamente maior no grupo acima da mediana de LDL-C (43,72+10,26) do que
no grupo abaixo (40,06+8,62; t=2,672 e p=0,0082). J4 a média do IMC foi
significativamente maior no grupo abaixo da mediana (32,54+7,59) do que no grupo
acima da mediana (30,61+5,92; t= -2,058 e p=0,041). A média do IMC foi
significativamente maior nos grupos HDL-C e CT abaixo da mediana (32,57+6,88 e
32,79+7,48, respectivamente) do que no grupo acima da mediana (30,54+6,69, t = -
2,19, p=0,03; 30,4045,97, t=2,58 e p=0,01). A média do IMC foi significativamente
maior no grupo TG acima da mediana (32,58+6,26) do que no grupo abaixo da
mediana (30,56+7,28; t=2,17 e p=0,03).
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A tabela 3 mostra a descricéo estatistica (média, desvio padrdo, erro padrao,
variancia, mediana, minimo e maximo) da amostra estratificada pela mediana das
variaveis CT, LDL-C, HDL-C e TG nos individuos constituintes da amostra que foram

genotipados para as variantes dos genes APOB e APOE.
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TABELA 2: Estatistica descritiva para as variaveis idade, IMC e de perfil lipidico dos 214 individuos analisados no presente estudo.

Variavel N Média Mediana | Minimo | Ma&ximo | Variancia Desvio Padrao Erro Padrao
IDADE 194 41,90 42 23 65 92,79 9,63 0,69
IMC 214 31,58 31,25 17,9 53,9 46,84 6,84 0,47
HDL-C

(mg/dL) 214 51,89 50 26 102 171,69 13,10 0,89
LDL-C

(mg/dL) 213 122,64 117,8 46,4 256,8 1136,90 33,72 2,31
TG

(mg/dL) 214 136,95 128 32 475 4254.75 65,23 4.46
CT

(mg/dL) 214 201,73 202,5 122 345 1456,67 38,17 2,61
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TABELA 3: Dados da amostra estratificada: Abaixo da mediana e Acima da mediana das variaveis do estudo para os individuos

genotipados para as variantes do genes APOB e APOE.

ABAIXODA | N Média Mediana Minimo Maximo Variancia Desvio Erro padréo
MEDIANA padréo

CT (mg/dL) 105 171,14 176 122 202 366,11 19,14 1,87

HDL- 109 42,19 43 26 50 30,51 5,52 0,53
C(mg/dL)

LDL- 106 95,92 98 46,4 117,8 219,89 14,83 1,44
C(mg/dL)

TG(mg/dL) 106 89,47 91 32 128 445,34 21,10 2,05
ACIMA DA N Média Mediana Minimo Méaximo Variancia Desvio Erro padréo
MEDIANA padréo

CT (mg/dL) 109 231,21 223 200 345 732,43 27,06 2,59

HDL- 105 61,96 59 50 102 118,98 10,91 1,06
C(mg/dL)

LDL- 107 149,10 143 111,8 256,8 635,54 25,21 2,44
C(mg/dL)

TG(mg/dL) 108 183,56 161,5 128 475 3607,22 60,06 5,78
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A tabela 4 mostra as frequéncias alélicas e genotipicas para a mutagao
R3500Q do gene APOB na amostra total. As tabelas 5, 6, 7 e 8 mostram as
frequéncias alélicas e genotipicas para a mutacdo R3500Q do gene APOB na
amostra estratificada pelas medianas de CT, LDL-c, HDL-c e TG, respectivamente.
O teste de “Qui-quadrado” foi realizado pelo programa Clump (SHAM e CURTIS,
1995).

TABELA 4: Frequéncias alélicas e genotipicas para a mutacdo R3500Q (rs5742904),
0 gene APOB.

Genotipo N [% Alelos N % + EP
95,54+1,00
198 92,96 407
GG G
11 5,16 4,46+1,00
GA
4 1,88 19
AA A
213 100 426
Total

* As frequéncias genotipicas ndo estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo o X2=11,95 e
p=0,0005

**Para as variaveis CT e LDL-C acima da mediana, assim como, HDL-C abaixo da mediana,
observaram-se frequéncias genotipicas fora do equilibrio de Hardy-Weinberg com valores de X2 e p
respectivamente: X2=16,15 e p=0,0011; X2=15,8 e p=0,012; X2=8,39 e p=0,039. As demais
frequéncias genatipicas encontram-se em equilibrio, sendo: CT abaixo da mediana X2=1,48 e p=0,22;
LDL-C abaixo da mediana X2=1,51 e p=0,21; HDL-C acima da mediana X2=1,98 e p=0,37; TG acima
da mediana X2=2,72 e p=0,0991; TG abaixo da mediana X2=3,78 e p=0,15.
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TABELA 5: Frequéncias alélicas e genotipicas da mutacdo R3500Q do gene APOB

na amostra estratificada pela mediana do CT.

Abaixo da Mediana

Genotipo N % Alelos N % + EP
97,66+1,03
GG 103 96,26 G 209
GA 3 2,80
A 5 2,34+1,03
AA 1 0,94
Total 107 100 214
Acima da mediana
Genotipo N % Alelos N % + EP
93,46+1,69
GG 96 89,72 G 200
GA 8 7,48
A 14 6,54+1,69
AA 3 2,80
Total 107 100 214

Realizou-se o teste “Qui-quadrado” entre as frequéncias alélicas para os

grupos “CT abaixo da mediana” e “CT acima da mediana”, havendo diferenca

significativa entre essas frequéncias, sendo a frequéncia da mutagcdo maior no grupo

acima da mediana (X2 =4,46, p=0,034). Realizou-se ainda o teste “Qui-quadrado”

entre portadores (AA e GA) e usuais (GG) para 0s mesmos grupos, resultando em

uma tendéncia a uma maior frequéncia de portadores no grupo acima da mediana
(X2 =3,51, p=0,061).

Andlise de regressao logistica multipla, usando como variavel dependente CT

e variaveis independentes a alteracdo R3500Q, género e idade para os grupos “CT

abaixo da mediana” e “CT acima da mediana” mostrou que o polimorfismo R3500Q

do gene APOB ¢é um fator de risco independente para aumento dos niveis de CT

(B=21,326+10377,78, Sig=0,001).
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TABELA 6: Frequéncias alélicas e genotipicas da mutacdo R3500Q do gene APOB

na amostra estratificada pela mediana do LDL-C.

Abaixo da Mediana

Genétipo N % Alelos N % + EP
96,7+1,23
100 94,34 205
GG G
5 4,72 33+1,23
GA
1 0,94 7
AA A
106 100 212
Total

Acima da mediana

Genébtipo N % Alelos N % + EP
94,34+1,59
97 91,51 200
GG G
6 5,66 5,66+1,59
GA
3 2,83 12
AA A
106 100 212
Total

Realizou-se o teste “Qui-quadrado” entre as frequéncias alélicas para os
grupos “LDL-C abaixo da mediana” e “LDL-C acima da mediana”, ndo havendo
diferenca significativa entre essas frequéncias (X2 =1,38, p=0,24). Realizou-se ainda
o teste “Qui-quadrado” entre portadores (AA e GA) e usuais (GG) para os mesmos
grupos, nao existindo diferengas significativas nas frequéncias de portadores e
usuais (X2 =0,64, p=0,42).
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TABELA 7: Frequéncias alélicas e genotipicas da mutacdo R3500Q do gene APOB

na amostra estratificada pela mediana do HDL-C.

Abaixo da mediana

Genétipo N % Alelos N % + EP
95,58+1,37
105 92,92 216
GG G
6 5,31 4,42+1,37
GA
2 1,77 10
AA A
113 100 226
Total

Acima da Mediana

Genébtipo N % Alelos N % + EP
95,54+1,45
94 93,07 193
GG G
5 4,95 4,46+1,45
GA
2 1,98 9
AA A
101 100 202
Total

Realizou-se o teste “Qui-quadrado” entre as frequéncias alélicas para os
grupos “HDL-C abaixo da mediana” e “HDL-C acima da mediana”, ndo havendo
diferenca significativa entre essas frequéncias (X2 = 0,000236, p=0,9877). Realizou-
se ainda o teste “Qui-quadrado” entre portadores (AA e GA) e usuais (GG) para os
mesmos grupos, nao existindo diferencas significativas nas frequéncias de
portadores e usuais (X2 = 0,001815, p=0,9660).
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TABELA 8: Frequéncias alélicas e genotipicas da mutacdo R3500Q do gene APOB

na amostra estratificada pela mediana do TG.

Abaixo da mediana

Genétipo N % Alelos N % + EP
95,83+1,36
102 94,44 207
GG G
3 2,78 4,17+1,36
GA
3 2,78 9
AA A
108 100 216
Total
Acima da mediana
Genébtipo N % Alelos N % + EP
95,28+1,456
97 91,51 202
GG G
8 7,55 4,72+1,456
GA
1 0,94 10
AA A
106 100 212
Total

Realizou-se o teste “Qui-quadrado” entre as frequéncias alélicas para os

grupos “TG abaixo da mediana” e “TG acima da mediana”, ndo havendo diferenca

significativa entre essas frequéncias (X2

0,076, p=0,7828). Realizou-se ainda o

teste “Qui-quadrado” entre portadores (AA e GA) e usuais (GG) para os mesmos

grupos, nao existindo diferencas significativas nas frequéncias de portadores e
usuais (X2 = 0,707, p=0,4004).
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As tabelas a seguir referem-se as frequéncias alélicas e genotipicas para o
gene APOE de todos os individuos (tabela 9) e da amostra estratificada em
grupos acima e abaixo da mediana para as variaveis CT, LDL-C, HDL-C e TG.

(tabelas 10, 11, 12 e 13, respectivamente)

TABELA 9: Frequéncias alélicas e genotipicas de todos os individuos genotipados

para o gene APOE.

Genotipo N % Alelos N % + EP
9,25+0,4625
€2¢€2 3 1,5 37
€2
€2¢4 6 3 70,5+£3,525
282
€2¢€3 25 12,5
€3
€4e4 14 7 20,25+1,401
£3e4 47 23,5 &4 81
€3e3 105 52,5
200 100 400
Total

* As frequéncias genotipicas estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo o X2=4,46 e p=0,217

**Para as variaveis CT e LDL-C e TG acima da mediana observaram-se frequéncias genotipicas fora
do equilibrio de Hardy-Weinberg com valores de X2 e p respectivamente: X2=20,42 e p=0,0001;
X2=13,9 e p=0,003; X2=18,94 e p=0,0003. As demais frequéncias genotipicas encontram-se em
equilibrio, sendo: CT abaixo da mediana X2=0,052 e p=0,9969; LDL-C abaixo da mediana X2=2,50 e
p=0,4753; TG abaixo da mediana X2=1,91 e p=0,5913; HDL-C abaixo da mediana X2=5,92 e
p=0,1156; HDL-C acima da mediana X?=2,81 e p=0,4219.
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TABELA 10: Frequéncias alélicas e genotipicas para o gene APOE na amostra

estratificada pela mediana do CT.

Acima da mediana

Genébtipo N % Alelos N % + EP
7+1,80
€2€2 0 0 14
€2
€2¢4 4 4 66,5+3,34
€2¢e3 10 10 133
€3
eded 7 7 26,5+3,12
£3e4 35 |35 e 53
€3€3 44 44
100 100 200
Total
Abaixo da Mediana
Genobtipo N % Alelos N % + EP
11,5+2,26
€2g2 3 3 23
€2
€2¢4 2 2 73,513,12
€2¢3 15 15 147
€3
g4ed 7 7 15+2,52
£3¢4 14 14 &4 30
€3€3 59 59
100 100 200

Total
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Realizou-se o teste “Qui-quadrado” entre a frequéncias alélicas abaixo e
acima da mediana, e apenas para o alelo €4 entre os grupos “CT abaixo da
mediana” e “CT acima da mediana”, foi verificada diferenca significativa, sendo a
frequéncia do alelo €4 maior no grupo acima da mediana (X2 =5,29, p=0,021).
Realizou-se ainda o “Teste G” para comparar as proporgdes genotipicas nesses

mesmos grupos, e a diferenca foi significativa (Teste-G=17,33 e p = 0,0039).

TABELA 11: Frequéncias alélicas e genotipicas para o gene APOE na amostra

estratificada pela mediana do LDL-C.

Acima da Mediana

Genbtipo N % Alelos N % + EP
8,74+1,97
€2g2 0 0 18
€2
€2¢4 5 4,85 63,1+3,36
€2¢3 13 12,62 130
€3
egded 11 10,68 28,16+3,13
£3e4 31 30,1 e 58
€3e3 43 41,75
103 100 206
Total

Abaixo da mediana

Genotipo N % Alelos N % + EP
9,79+2,13
€2€2 3 3,09 19
€2
€2e4 1 1,03 77,32+3,01
€2¢3 12 12,37 150

€3
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TABELA 11: Frequéncias alélicas e genotipicas para o gene APOE na amostra
estratificada pela mediana do LDL-C.

continuacéo e conclusao

€4
€3¢4 18 18,56
€3e3 60 61,86
97 100 194
Total

Realizou-se o teste “Qui-quadrado” para comparar as frequéncias alélicas dos
grupos acima e abaixo da mediana de LDL-C. Apenas para o alelo €4 foi verificada
diferenca significativa entre essas frequéncias, sendo a frequéncia do alelo €4 maior
no grupo acima da mediana (X2 =9,36, p=0,0022). Realizou-se ainda o “Teste G”
para comparar as propor¢des genotipicas nesses mesmos grupos, e a diferenca foi
significativa (Teste-G=18,09 e p = 0,0028).

TABELA 12: Frequéncias alélicas e genotipicas para o gene APOE na amostra

estratificada pela mediana do HDL-C.

Abaixo da mediana

Genotipo N % Alelos N % + EP
6+1,68
€2¢€2 0 0 12
€2
£2¢4 0 0 69,5+3,26
€2e3 12 12 139
€3
eded 10 10 24,5%3,04
£3e4 29 29 e 49
€3€3 49 49
100 100 200
Total
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TABELA 12: Frequéncias alélicas e genotipicas para o gene APOE na amostra

estratificada pela mediana do HDL-C.

continuacéo e conclusao

Acima da Mediana

% + EP
Genétipo | N % Alelos N
12,5+2,34
€2¢e2 3 3 €2 25
€2¢4 6 6 70,5+3,22
€3 141
€2e3 13 13
17+2,66
€4 34
€4€e4 4 4
€3¢e4 20 20
€3e3 54 54
100 100 200
Total

Realizou-se o teste “Qui-quadrado” para comparar as frequéncias alélicas

entre os grupos “HDL-C abaixo da mediana” e “HDL-C acima da mediana”, havendo

diferenca significativa entre essas frequéncias somente para o alelo €2, sendo a

frequéncia do alelo €2 maior no grupo acima da mediana (X2 =4,10, p=0,0429).

Realizou-se ainda o “Teste G” para comparar as proporgdes genotipicas nesses

mesmos grupos, e a diferenca foi significativa (Teste-G=17,08 e p = 0,0044).
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TABELA 13: Frequéncias alélicas e genotipicas para o gene APOE na amostra

estratificada pela mediana do TG.

Abaixo da mediana

Genébtipo N % Alelos N % + EP
8,85+2,05
€2€2 0 0 17
€2
€2¢4 5 5,21 72,4+3,23
€2e3 12 12,5 139
€3
gded 1 1,04 18,75+2,82
£3e4 29 | 30021 e 36
€3€3 49 51,04
96 100 192
Total
Acima da Mediana
Genobtipo N % Alelos N % + EP
9,61+2,04
€2g2 3 2,88 20
€2
£2¢4 1 0,96 67,79+3,24
€2e3 13 12,5 141
€3
€4e4 13 12,5 22,629
£3¢4 20 19,23 &4 47
€3€3 54 51,92
104 100 208
Total

Realizou-se o teste “Qui-quadrado” entre as frequéncias alélicas para os

grupos “TG abaixo da mediana” e “TG acima da mediana”, ndo havendo diferenga
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significativa entre essas frequéncias. Realizou-se ainda o “Teste G” para comparar
as propor¢cdes genotipicas nesses mesmos grupos, e a diferenca foi significativa
(Teste-G=20,90 e p = 0,0008).

As figuras a seguir ilustram as frequéncias genotipicas nos grupos acima e

abaixo da mediana para as variaveis do perfil lipidico.

Na tabela 14 é apresentada a estatistica descritiva da idade e das variaveis
do perfil lipidico para os individuos agrupados por genétipo do gene APOE.

FIGURA 1: Frequéncias genotipicas nos grupos “CT abaixo da mediana” e “CT

acima da mediana” para o gene APOE.
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FIGURA 2: Frequéncias genotipicas nos grupos “LDL-C abaixo da mediana” e “LDL-

C acima da mediana” para o gene APOE.
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FIGURA 3: Frequéncias genotipicas nos grupos “HDL-C abaixo da mediana” e “HDL-

C acima da mediana” para o gene APOE.
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FIGURA 4: Frequéncias genotipicas nos grupos “TG abaixo da mediana” e “TG

acima da mediana” para o gene APOE.
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TABELA 14: Estatistica descritiva (N, média, minimo, maximo e desvio padrédo) das

variaveis do estudo nos individuos agrupados por genétipo do gene APOE.

€2 €2 N MEDIA MINIMO MAXIMO DESVIO
PADRAO

IDADE 2 37,5 37 38 0,71

cT 3 240,67 227 251 12,34

HDL 3 55,67 55 57 1,16

LDL 3 155,13 138,4 166,2 14,74

TG 3 149,33 139 168 16,20

€2 €3 N MEDIA MINIMO MAXIMO DESVIO
PADRAO

IDADE 23 42,22 20 61 12,07

cT 25 201,56 133 248 31,70

HDL 25 51,2 35 78 11,50

LDL 25 120,2 66,2 167 26,28

TG 25 150,44 61 266 66,35

€2 €4 N MEDIA MINIMO MAXIMO DESVIO
PADRAO

IDADE 6 48,67 38 60 7,20

CT 6 182,67 143 217 26,46

HDL 6 63,83 56 82 9,52

LDL 6 98,9 75 133,2 21,18

TG 6 99,67 42 190 50,25

€3 €3 N MEDIA MINIMO MAXIMO DESVIO
PADRAO

IDADE 920 42,1 23 65 9,90

cT 103 208,01 127 345 40,94

HDL 103 51,77 26 96 13,26

LDL 103 128,96 46,4 256,8 36,68

TG 103 138,73 32 475 71,75

€3 €4 N MEDIA MINIMO MAXIMO DESVIO
PADRAO

IDADE 43 41,51 25 60 8,78

CT 49 186,90 135 264 30,36

HDL 49 50,86 31 102 14,37

LDL 49 111,82 72 182,2 25,40

TG 49 121 48 251 44,02




TABELA 14: Estatistica descritiva (N, média, minimo, maximo e desvio padrédo) das

variaveis do estudo nos individuos agrupados por genétipo do gene APOE.

continuacéo e conclusao

€4 €4 N MEDIA MINIMO MAXIMO DESVIO
PADRAO

IDADE 12 39,08 31 55 6,708

CT 14 202,5 122 293 54,88

HDL 14 48,64 30 91 14,65

LDL 13 115,97 60,2 198 45,44

TG 14 179,71 66 420 79,33

6.4 DISCUSSAO

E possivel notar que antes e apos a estratificacdo das amostras para o gene
APOB, os grupos total, CT e LDL-C acima da mediana e HDL-C abaixo da mediana
permaneceram fora do equilibrio de Hardy-Weinberg. Visto que em todas as placas
foram utilizados controles para ambos os homozigotos, heterozigotos e controles
negativos, além das genotipagens terem sido conferidas por duas pesquisadoras
independentemente, excluimos a possibilidade de erro técnico. Provavelmente a
amostra total e com niveis lipidicos mais altos estdo em desequilibrio devido a
mutagao estar associada a dislipidemias e a amostra total, assim como esses
estratos, possuir uma parte significativa de individuos dislipidémicos — e esse pode
ter sido o fator evolutivo a tirar a amostra do equilibrio. Ja nos grupos com niveis
lipidicos menores o equilibrio € restaurado, e o alelo mutante ndo se encontra em
um grupo favoravel a seu aparecimento, dessa forma os estratos permanecem em
equilibrio.

Em relagdo a mutacdo R3500Q do gene APOB, as frequéncias alélicas e de
portadores variam muito entre uma populacdo e outra, ndo havendo muitos dados
sobre a populacdo brasileira. Comparando-se as frequéncias alélicas do presente
trabalho com as de outros, constatou-se o seguinte: as frequéncias encontradas
(G=0,9554; A=0,0446) foram diferentes das frequéncias observadas por NELKEN et
al., 2008, que realizaram um pesquisa com pacientes do Canada (G=0,98855;
A=0,01145), sendo o X2=17,15882 e p<0,0001. As frequéncias também foram
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diferentes das do trabalho de FARD-ESFAHANI et al., 2005, e de AWAD e EL-
TARRAS, 2011, os quais analisaram, respectivamente, 130 pacientes iranianos e
200 individuos da Arabia Saudita, e ndo observaram a mutacdo (X2=20,93293 e
p<0,0001). As frequéncias entre portadores e usuais da pesquisa de HORVATH et
al., 2001, em individuos bulgaros, também diferiram estatisticamente das nossas,
sendo o valor de X?=9,6 e p=0,0019. SHEN et al., 2010, realizaram uma pesquisa
com individuos da “Older Order Amish” residentes da Pensilvania, os quais
apresentaram uma alta frequéncia de portadores da R3500Q condizente com a
cultura endogamica deles, no entanto as frequéncias foram novamente distintas das
nossas com X?=6,394 e p=0,0115.

Por meio da analise das frequéncias alélicas entre os grupos “CT abaixo da
mediana” e “CT acima da mediana”, observou-se uma diferenca estatisticamente
significativa, sendo a frequéncia da mutagdo maior no grupo acima da mediana.
Comparando-se as frequéncias de portadores e usuais nesses mesmos grupos foi
possivel observar uma tendéncia a haver mais portadores no grupo acima da
mediana. Tais resultados foram confirmados por regressao logistica mdultipla, a qual
demonstrou que o polimorfismo R3500Q & um fator de risco, independente de idade
e género, para altos niveis de Colesterol Total. A verificacdo da independéncia em
relacdo aos fatores analisados € relevante, pois sabe-se que a colesterolemia é
influenciada por fatores ligados a idade e ao género. A frequéncia do alelo mutante
foi significativamente maior no grupo CT acima da mediana, justamente por se
associar a dislipidemias e, dessa forma, seu estudo é de grande relevancia na area
de saude publica, ja que as dislipidemias estdo envolvidas com a principal causa de
morte no mundo, a DAC (HANSSON, 2005). O polimorfismo R3500Q interfere na
conformacdo do dominio de ligacdo da APOB 100 com o receptor B/E, de modo a
reduzir a afinidade da LDL-C (lipoproteina de baixa densidade) por esse receptor,
aumentando assim o0s niveis séricos de LDL-C e de colesterol total (MYANT, 1993;
GAFFNEY et al, 2002; PULLINGER et al, 1995; GAFFNEY et al,1995 ).

A andlise de regressao logistica ndo foi realizada para 0s outros grupos
devido as frequéncias alélicas, de portadores e usuais, nos diferentes grupos acima
e abaixo da mediana terem sido semelhantes.

Com relagdo ao gene APOE as frequéncias alélicas também variam muito
entre uma populacdo e outra. Comparando-se as frequéncias alélicas do presente

trabalho (€2=0,0925, £€3=0,705, €4=0,2025) com as de outras pesquisas constatou-se
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0 seguinte: nossas frequéncias alélicas diferem das frequéncias encontradas por
GUAN et al.,, 2012, em seu trabalho realizado com idosos na China (X2=8,56 e
p=0,0138). Diferem também das encontradas por ALVIM et al., 2010, em seu
trabalho realizado no Espirito Santo, Brasil (X2=7,55 e p=0,0229) e por SCHWANKE
et al.,, 2002, em seu trabalho realizado com idosos no Rio Grande do Sul, Brasil
(X2=9,55 e p=0,0084). Divergem ainda das frequéncias encontradas por ANUURAD,
2006, tanto dos pacientes afro-americanos (X2=7,06 e p=0,0293) quanto euro-
descendentes (X2=8,16 e p= 0,0169) que foram recrutados em Nova lorque, e por
MAHFOUZ, et al., 2013, em seu trabalho realizado com libaneses (X?=9,79 e
p=0,0075). Por dultimo nossas frequéncias alélicas diferem das frequéncias
encontradas por ZELJKO, et al., 2011, em seu trabalho realizado com uma
comunidade cigana de origem indiana e que reside na Croacia (X2=8,26 e
p=0,0161).

Embora na amostra total os gendtipos do gene APOE estivessem em
equilibrio de Hardy-Weinberg, observou-se que apos a estratificacdo das amostras
os grupos CT, LDL-C e TG acima da mediana se encontraram fora do equilibrio de
Hardy-Weinberg. Provavelmente houve um maior percentual de portadores do alelo
€4 nesses grupos, apos a estratificacéo, e esse pode ter sido o fator evolutivo a tirar
a amostra do equilibrio. A substituicdo de uma Timina por Citosina em duas
importantes posi¢cdes (112 e 158) do gene APOE, produz substituicdo de
aminoécidos e leva a polimorfismos genéticos nesse gene. As trés principais
isoformas E2, E3 e E4, geradas respectivamente pelos alelos €2, €3 e &4,
apresentam a seguinte composicao: E2 — Cys 112, Cys 158; E3 - Cys 112, Arg 158;
E4 — Arg 112, Arg 158 (FOHLEY, 2005; GREENOW et al., 2005; HEEREN et al.,
2006). Tais diferencas na composicao levam a diferentes afinidades de ligacdo aos
receptores especificos (ZHANG et al., 2007). A isoforma APOE4 possui uma
alteragéo conformacional na sua estrutura, resultando em uma elevada afinidade de
ligacdo aos receptores de LDL-C (SOUZA et al., 2007; ZHANG et al., 2007). Ocorre
uma rapida remocao plasmatica de VLDL (Lipoproteinas de Densidade Muito Baixa),
IDL (Lipoproteinas de Densidade Intermediaria) e quilomicrons, levando a um
mecanismo de feedback que gera uma resposta hepatica de reducdo de expressado
de receptores de LDL-C, culminando em niveis séricos elevados de LDL-C
(GREENOW et al., 2005; TOPIC et al.,, 2008). De fato, espera-se uma frequéncia

maior do alelo €é4 na maioria dos grupos acima da mediana, pois este € considerado
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um fator de risco para aumentos nos niveis de LDL-C e DAC, enquanto o alelo €2
esta relacionado a concentracdes mais baixas de LDL-C (FRIKKE-SCHMIDT et al,
2000; BENNET et al, 2007; WARD et al, 2009). A frequéncia do alelo €2 e €4 foram
significativamente diferentes nos grupos acima e abaixo da mediana para as
variaveis CT, LDL-C e HDL-C. A frequéncia de €4 foi maior nos estratos CT e LDL-C
acima da mediana, e a do alelo €2 foi maior em HDL acima da mediana,
corroborando, portanto, com o que é descrito nas literaturas (FRIKKE-SCHMIDT, et
al 2000; BENNET et al, 2007; WARD et al, 2009). Novamente o alelo €4 foi mais
frequente em individuos com niveis mais altos de CT e LDL-C por associar-se a
dislipidemias, enquanto que o alelo €2 foi mais frequente em individuos com
concentracfes mais elevadas de HDL-C, constituindo um efeito protetor, j& que uma
das funcbes dessa lipoproteina € a de remover o excesso de LDL-C da circulacao.
Assim, estudos envolvendo os alelos €2 e €4 apresentam uma grande importancia
nas areas de saude publica. Trés alelos do gene APOE ocorrem de maneira mais
comum, sendo eles €2, €3 e €4 e codificam as trés principais isoformas de APOE: E2
(cisteina/cisteina), E3 (cisteina/arginina) e E4 (arginina/arginina), respectivamente
(FERREIRA, 2010 e SCHWANKE et al., 2002). As isoformas de APOE séao
diferenciadas entre si pelo conteudo de cisteina e arginina nas posi¢cdes dos cédons
112 e 158 do éxon 4 (SOUZA et al., 1998).

Altos niveis de LDL-C e de CT foram observados, em ordem decrescente, nos
seguintes fenotipos: E2/3 < E3/3 <E4/3 < E4/4. A alta frequéncia do alelo €4 tem sido
associada a elevagdo na concentracao de triglicerideos e diminuicdo de HDL-C. No
entanto, o efeito dos polimorfismos da APOE sobre os niveis plasméaticos de lipideos

€ variavel nas diferentes populacdes e regides (SOUZA et al., 2007).

6.5 CONCLUSAO

Nenhum dos 72 individuos com dislipidemias apresentou a mutacdo C660X
do gene LDLR, dessa forma € possivel excluir uma das principais causas de
Hipercolesterolemia Familiar. No entanto, observou-se que a mutagdo R3500Q do
gene APOB constitui um importante fator de risco para altos niveis de Colesterol

Total. Ja o alelo ¢4 do gene APOE foi significativamente mais frequente em
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individuos com niveis mais altos de CT e LDL-C, enquanto que o alelo €2 foi
significativamente mais frequente em individuos com niveis mais altos de HDL-C. As
frequéncias alélicas dos genes APOB e APOE variam muito entre as diferentes

populagdes.
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7. DISCUSSAO GERAL

Este estudo investigou a associacdo entre as mutacbes C660X do gene
LDLR, R3500Q do gene APOB e das variantes €2, €3 e ¢4 do gene APOE a
dislipidemias.

Nenhum dos 72 individuos com dislipidemias apresentou a mutacdo C660X,
dessa forma foi possivel excluir a principal causa de Hipercolesterolemia Familiar.

Dados descritos nas literaturas demonstram que a mutacdo R3500Q leva a
um aumento sérico de colesterol total e LDL-C, assim, seu estudo tem grande
relevancia na area de saude publica, ja que as dislipidemias estdo fortemente
associadas a DAC, uma das principais causas de morte em todo o mundo (FORD,
MOKDAD e AJANI, 2004; MYANT, 1993; PULLINGER et al, 1995; GAFFNEY et
al,1995, HANSSON, 2005). Ha poucos dados dessa mutacdo na populacdo
brasileira, e nossos resultados demonstraram que tal alteracdo genética apresentou
uma associagao significativa com altos niveis de CT. Esse achado foi confirmado por
regressao logistica mdaltipla, demonstrando que a mutacdo € um fator de risco,
independente de idade e género, para altos niveis de Colesterol Total.

As frequéncias alélicas do gene APOB variam muito entre as populacdes, e
nossas frequéncias alélicas ou de portadores foram significativamente diferentes das
frequéncias encontradas por NELKEN et al., 2008 (X2=17,15882 e p<0,0001),
FARD-ESFAHANI et al., 2005 e AWAD e EL-TARRAS, 2011 (X2=20,93293 e
p<0,0001), HORVATH et al.,, 2001 (X2=9,6 e p=0,0019) e SHEN et al.,, 2010
(X2=6,394 e p=0,0115).

Com relacdo ao gene APOE, na maioria das populacbes o alelo €2 foi
associado com baixos niveis de LDL-C e o ¢4 a altos niveis de LDL-C (FRIKKE-
SCHMIDT, et al 2000; BENNET et al, 2007; WARD et al, 2009). Nossos dados
demonstraram uma associagao significativa entre o alelo ¢4 e niveis mais altos de
CT e LDL-C. J& o alelo €2 foi associado a altos niveis de HDL-C, e visto que tais

lipoproteinas removem o excesso de LDL-C da circulagdo, nossos dados
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corroboram com o que é descrito. Dessa forma, o alelo €4 e €2 também representam
um assunto importante na area de saude publica, o primeiro relacionado a aumentos
nos niveis de CT e LDL-C e o segundo como tendo um efeito protetor a tais
alteracgoOes.

As frequéncias alélicas dos alelos do gene APOE também diferiram
significativamente das literaturas abordadas: GUAN et al.,, 2012, (X?=8,56 e
p=0,0138), ALVIM et al., 2010 (X2=7,55 e p=0,0229), SCHWANKE et al., 2002,
(X2=9,55 e p=0,0084), ANUURAD, 2006 - pacientes afro-americanos (X?=7,06 e
p=0,0293) e caucasianos (X2=8,16 e p= 0,0169 -, MAHFOUZ, et al., 2013 (X2=9,79 e
p=0,0075), ZELJKO, et al., 2011(X2=8,26 e p=0,0161).

Como esperado, a média de idade foi significativamente maior no grupo CT
acima da mediana. No entanto, as médias de IMC foram significativamente maiores
para os grupos CT, LDL-C e HDL-C abaixo da mediana. Ja no grupo TG acima da
mediana, a média de IMC foi maior do que no grupo abaixo da mediana. Niveis mais
altos de TG podem estar associados a uma alimentacéo inadequada (rica em TG), o
gue, por conseguinte resultaria no aumento de IMC. No entanto, deve-se levar em
conta que além da alimentacdo, o IMC também é influenciado pela pratica de
atividades fisicas. Atualmente, ocorre o consumo de alimentos industrializados,
bastante palataveis e caldricos, os quais sdo considerados uma das causas da
obesidade. Além disso, a obesidade é influenciada por muitos fatores, como a falta
de atividades fisicas, fatores genéticos, entre outros (Sociedade Brasileira de

Cirurgia Bariatrica e Metabolica, 2014).
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8. CONCLUSOES

A mutacdo C660X do gene LDLR nao foi encontrada em nenhum dos 72
individuos com dislipidemias analisados. No entanto, encontrou-se uma associagao
significativa entre a mutacdo R3500Q do gene APOB e aumentos dos niveis de CT,
sendo tal alteracdo genética um fator de risco para niveis elevados de CT
independente de género e idade.

Ja o alelo ¢4 do gene APOE foi significativamente mais frequente em
individuos com niveis mais altos de CT e LDL-C, enquanto que o alelo €2 teve uma
frequéncia maior em individuos com niveis mais altos de HDL-C.

A média de idade foi significativamente maior em individuos com niveis de CT
mais altos. J& a média de IMC foi significativamente maior em individuos com niveis
mais baixos de CT, LDL-C e HDL-C e em individuos com niveis mais altos de TG.

As frequéncias alélicas dos genes APOB e APOE variam bastante entre as

diferentes populacdes.



55

9. REFERENCIAS

ALVIM R. O. et al. APOE polymorphism is associated with lipid profile, but not with
arterial stiffness in the general population. Lipids in Health and Disease. v. 9, p. 1-
7, 2010.

ANUURAD E. et al. Protective effect of apolipoprotein E2 on coronary artery disease
in African Americans is mediated through lipoprotein cholesterol. Journal of Lipid
Research. v. 47, p. 2475-2481, 2006.

ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Santaria) SAUDE E ECONOMIA Ano Il —
edicao n° 6 outubro, 2011.

AWAD N. S.; EL-TARRAS A. E. Analysis of the APO B R3500Q Mutation and APOE
Polymorphism in Taif Saudi Population using Polymerase Chain Reaction- Reveres
Hybridization Technique. J. Mol. Biomark. Diagn. v. 2, p. 1-4, 2011.

BAIGENT C. et al. Cholesterol Treatment Trialists’ (CTT) Collaboration. Efficacy and
safety of more intensive lowering of LDL cholesterol: a meta-analysis of data from
170,000 patrticipants in 26 randomised trials. Lancet. v. 376, p. 1670-1681, 2010.

BENNET A. M. et al. Association of apolipoprotein E genotypes with lipid levels and
coronary risk American Medical Association. JAMA. v. 298, n.11, p. 1300-1311,
2007.

BERTONI V. M.; ZANARDO V. P. S.; CENI G. C. Avaliacdo do perfil lipidico dos
pacientes com dislipidemia atendidos no ambulatorio de especialidades de nutricdo
da uricepp. PERSPECTIVA, Erechim. v.35, n.129, p. 177-188, 2011.

BLACKHART B. et al. Structure of the human apolipoprotein B gene. J. Biol. Chem.
V. 261, n. 33, p. 15364-15367, 1986.



56

BOURBON M. Factores genéticos e a doenca cardiovascular. Rev. Port. Cardiol. v.
27, p. 1559-1563, 2008.

BUDOWLE B. et al. Analysis of the VNTR locus dis80 by the pcr followed by high-
resolution page Am. J. Hum. Genet., Chicago, v. 48, p. 137-144, 1991.

BURTIS C. A.; ASHWOOD E. R.; BRUNS D. E. Tietz, fundamentos de quimica
clinica. Rio de Janeiro: Elsevier, 6 ed., p. 414, 2008

CACAO J. C. et al. Polimorfismo da apolipoproteina e nos familiares em primeiro
grau de pacientes com doenca de alzheimer familial ou esporadica. Arq.
Neuropsiquiatr. v. 65, p. 295-298, 2007.

CASTILLO S. et al. The apolipoprotein b r3500q gene mutation in spanish subjects
with a clinical diagnosis of familial hypercholesterolemia. Atherosclerosis. v. 165, p.
127-135, 2002.

CHACRA A. P. M.; SANTOS R. D.; MARTINEZ . L .R. Hipercolesterolemia Familiar.
Rev. Soc. Cardiol. Estado de S&o Paulo. v. 14, n.3, p. 462-475, 2004.

FARD-ESFAHANI P. et al. Familial defective apolipoprotein B 100: frequency of
R3500Q mutation of apoliprotein B gene in iranian hypercholesterolemic patients.
Acta Medica Iranica. v. 43, n. 3, p. 193-196, 2005.

FARROKHI E. et al. Molecular characterization of iranian patients with possible
Familial Hypercholesterolemia. Ind. J. Clin. Biochem. v. 26, n. 3, p. 244-248, 2011.



57

FERENCE B. A. et al. Effect of long-term exposure to lower low-density lipoprotein
cholesterol beginning early in life on the risk of coronary heart disease: a Mendelian
randomization analysis. J. Am. Coll. Cardiol. v. 60, n. 25, p. 2631-2639, 2012.

FERREIRA C. N. Polimorfismos dos Genes Apolipoproteinas E e A5 e Relacéo
Com Parametros Bioquimicos e Hemostaticos Em Dislipidémicos. Tese
(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas), Faculdade de Farmacia, Universidade

Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2010.

FIGUEIREDO M. S.; SANTOS J. E. D.; ALBERTO F. L.; ZAGO M. A. High frequency
of the lebanese allele of the LDLR gene among brazilian patients with familial
hypercholesterolaemia. J. Med. Genet. v. 29, p. 813-815, 1992.

FOLEY, S. M. Update on risk factors for atherosclerosis: the role of inflammation and

apolipoprotein E. Medsurg Nursing. v. 14, n. 1, p. 43-50, 2005.

FONTES R. Metabolismo do colesterol e &cidos biliares. Disponivel em:
<users.med.up.pt/ruifonte/PDFs/.../G16_colesterol_ac_biliares.pdf>. Acessado em:
13/08/2010.

FORD E. S.; MOKDAD A. H.; AJANI U. A. Trends in risk factors for cardiovascular
disease among children and adolescents in the United States. Pediatrics. v. 114, p.
1534-1544, 2004.

FORTI N. et al. AlteragBes genéticas e colesterolemia: recentes estudos. Arq. Bras.
Cardiol. v. 80, n. 5, p. 565-571, 2003.

FRIKKE-SCHMIDT R. et al. Context-dependent and invariant associations between
lipids, lipoproteins, and apolipoproteins and apolipoprotein E genotype. J. Lipid.
Res. v. 41, p. 1812-1822, 2000.



58

GAFFNEY D. et al. Independent mutations at codon 3500 of the apolipoprotein B
gene are associated with hyperlipidaemia. Arterioscle. Thromb. Vasc. Biol. v. 15,
p. 1025-1029, 1995.

GAFFENEY D, et al. Influence of an asparagine to lysine mutation at aminoacid 3516
of apolipoprotein B on low-density lipoprotein receptor binding. Clin. Chem. Acta. v.
321, p. 113-121, 2002.

GENETEST Hipercolesterolemia Familiar. Disponivel em:
<http://www.genetest.pt/index.php?id=4&testid=6>. Acessado em: 15/08/2010.

GOLDSTEIN J. L.; HOBBS H. H.; BROWN M. S. Familial hypercholesterolemia In:
Scriver CR ed. The metabolic and molecular bases of inherited disease. New York:
McGraw Hill. p. 2863-2913, 2001.

GREENOW K.; PEARCE N. J.; RAMJI D. P. The key role of apolipoprotein E in
atherosclerosis. J. Mol. Med. v. 83, p. 329-342, 2005.

GUAN S. et al. The relationship between apolipoprotein (apo) E polymorphism and
lipid changes: An 8-year cohort study in Beijing elderly persons. Archives of
Gerontology and Geriatrics. v. 55, p. 713-717, 2012.

HANSSON G. K. Mechanisms of disease inflammation, atherosclerosis, and
coronary artery disease. N. Engl. J. Med. v. 352, p. 1685-1695, 2005.

HEEREN J.; BEISIEGEL U.; GREWAL T. Apolipoprotein E recycling. Implications for
dyslipidemia and atherosclerosis. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. v. 26, p. 442-
448, 2006.

HOPKINS P. N.; WU L. L.; HUNT S. C.; BRINTON E. A. Plasma triglycerides and
type 1l hyperlipidemia are independetly associated with premature familial coronary
artery disease. J. Am. Coll. Cardiol. v. 45, n. 7, p. 1003-1012, 2005.


http://www.genetest.pt/index.php?id=4&testid=6

59

HORVATH A. et al. High frequency of the ApoB-100 R3500Q mutation in Bulgarian
hypercholesterolaemic subjects. J. Med. Genet. v. 38, p. 536-540, 2001.

INNERARITY T. et al. Familial defective apolipoprotein B-100: low density
lipoproteins with abnormal receptor binding. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. v. 84, p.
6919-6923, 1987.

KESANIEMI Y. A.; EHNHOLM C.; MIETTINEN T. A. Intestinal cholesterol absorption
efficiency in man is related to apoprotein E phenotype. J. Clin. Invest. v. 80, n. 2, p.
578-581, 1987.

LAHIRI D. K.; NURNBERGER J. R. A rapid non-ezymatic method for the preparation
of HMW DNA from blood for RFLP studies. Nucleic Acids Research. v. 19, n. 19, p.
5444, 1991.

LAMBERT M. et al. Determinants of lipid level variability in French-Canadian children
with familial hypercholesterolemia. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. v. 21, n. 6, p.
979-984, 2001.

LEWINGTON S. et al. Prospective Studies Collaboration. Blood cholesterol and
vascular mortality by age, sex, and blood pressure: a meta-analysis of individual data
from 61 prospective studies with 55,000 vascular deaths. Lancet. v. 370, n. 9602, p.
1829-1839, 2007.

LL A. A. et al. Hipercolesterolemia Familiar heterocigota: diagnéstico molecular y
terapia combinada. Caso clinico. Rev. Méd. Chile. v. 135, p. 216-220, 2007.

MACEDO A. Avaliagdo de paradmetros clinicos e nutricionais em pacientes com
Hipercolesterolemia Familiar heterozigotica. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)



60

— P6s-Graduacéo em Fisiopatologia Experimental. Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2006.

MAHFOUZ R. A. et al., Apolipoprotein E gene polymorphisms in Lebanese with
hypercholesterolemia. Gene. v. 522, p. 84-88, 2013.

MAHLEY R. W.; INNERARITY T. L.; RALL S. C. Jr.; WEISGRABER K. H. Plasma
lipoproteins: apolipoprotein structure and function. J. Lipid. Res. v. 25, n. 12, p.
1277-1294, 1984.

MAHLEY R. W. Apoliprotein E: cholesterol transport protein with expanding role
in cell biology. Science. v. 240, p. 622-630, 1988.

MURRAY R. K.; GRANNER D. K.; RODWELL V. W. Harper: Bioquimica llustrada
Sao Paulo: McGraw-Hill, 27 ed., p. 207, 2007.

MYANT N. B. Familial defective apolipoprotein B-100: a review, including some
comparison with familial hypercholesterolemia. Atherosclerosis. v. 104, p. 1-18,
1993.

NELKEN J. et al. Detection of familial defective apoB (FDB) mutations in
hypercholesterolemic children and adolescents by denaturing high performance
liquid chromatography (DHPLC). Clinical Biochemistry. v. 41, p. 395-399, 2008.

OLIVEIRA A. P. G.; CASTRO J. C. Dislipidemias em criancas e adolescentes,
abordagem, diagnostico e tratamento. Disponivel em:
<http://www.medicina.ufmg.br/edump/ped/dislipidemias.htm> Acessado em:
13/08/2010.


http://www.medicina.ufmg.br/edump/ped/dislipidemias.htm%3e%20acesso%20em%2013/08/2010
http://www.medicina.ufmg.br/edump/ped/dislipidemias.htm%3e%20acesso%20em%2013/08/2010

61

POIRIER J. Apolipoprotein E, cholesterol transport and synthesis in sporadic
Alzheimer’s disease. Neurobiol. Aging. v. 26, p. 355-361, 2005.

PULLINGER C. R. et al. Familial ligand-defective apolipoprotein B: identification of a
new mutation that decreases LDL receptor binding affinity. J. Clin. Invest. v. 95, p.
1225-1234, 1995.

RADER D. J.; COHEN J.; HOBS H. Monogenic Hypercholesterolemia: new insights
in pathogenesis and treatment. J. Clin. Invest. v. 111, n. 12, p. 1795-1803, 2003.

RALL S. C. Jr.; WEISGRABER K. H.; MAHLEY R. W. Human apolipoprotein E. The
complete amino acid sequence. J. Biol. Chem., v. 257, n. 8, p. 4171-8, 1982.

SANTOS, R. D et al. lll Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e Diretriz de
Prevencdo de Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade
Brasileira de Cardiologia. Arq. Bras. Cardiol. Suplemento IIl, 2001.

SCHWANKE C. H. A. et al., Andlise da Associacao entre Polimorfismo do Gene da
Apolipoproteina E e Fatores de Risco Cardiovasculares em Idosos Longevos. Arq.
Bras. Cardiol. v. 78, n. 6, p. 561-570, 2002.

SCOTT J.; KNOTT T. J.; SHAW D. J.; BROOK J. D. Localization of genes encoding
apolipoproteins ClI, CIl, and e to the p13----cen region of human chromosome 19.
Hum. Genet. v. 71, n. 2, p. 144-146, 1985.

SHEN H. et al. Familial Defective Apolipoprotein B-100 and Increased Low-Density
Lipoprotein Cholesterol and Coronary Artery Calcification in the Old Order Amish.
Arch. Intern. Med. v. 170, n. 20, p. 1850-1855, 2010.

SHAM P. C.; CURTIS D. Monte Carlo tests for associations between disease and
alleles at highly polymorphic loci. Ann. Hum. Genet. v. 59, p. 97-105. 1995.



62

SILVA S. C. P. Estudos funcionais para determinacdo da patogenicidade de
novas mutacdes no gene LDLR - diagndstico e caracterizacdo molecular da
Hipercolesterolemia Familiar. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Molecular e
Genética) — Departamento de Biologia Vegetal. Universidade de Lisboa, Lisboa,
2007.

Sociedade Brasileira de Cirurgia Bariatrica e Metabdlica. Disponivel em:
<http://'www.sbcbm.org.br/imagens/PressKit_SBCBM.pdf>. Acessado em:
21/03/2014.

SORIA L. F. et al. Association between a specific Apolipoprotein B mutation and
familial defective apolipoprotein B100. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. v. 86, p. 587-
591, 1989.

SOUZA G. M. A;; ROMANO N. L.; WHITTLE M. R. Efficient mispriming during
apolipoprotein E genotyping. J. Bras. Patol. Med. Lab. v. 41, n. 1, p. 25-28, 2005.

SOUZA D. R. S. et al. Relevance of apolipoprotein e4 for thelipid profile of brazilian

patients with coronary artery disease. Braz. J. Med. Biol. Res. v. 40, n. 2, 2007.

SOUZA D. R. S. et al. Polimorfismo da apolipoproteina E na doenca de Alzheimer
tipo tardio: resultados preliminares. Revista de Psiquiatria Clinica. v. 25, n. 2,
1998.

SPOSITO A. C. et al. IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e Prevengdo Da
Aterosclerose - Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira De

Cardiologia. Arquivos Brasileitos de Cardiologia. v. 88, Suplemento I, 2007.

TOPIC, A. et al., Genderrelated effect of apo E polymorphism on lipoprotein particle

sizes in the middle-aged subjects. Clinical Biochemistry. v. 41, p. 361-367, 2008.


http://www.sbcbm.org.br/imagens/PressKit_SBCBM.pdf%3e.%20Acessado%20em:%2021/03/2014
http://www.sbcbm.org.br/imagens/PressKit_SBCBM.pdf%3e.%20Acessado%20em:%2021/03/2014
http://www.hcnet.usp.br/ipq/revista/vol25/n2/arti252f.htm#Fa

63

TRAPANI L.; SEGATTO M.; PALLOTTINI V. Regulation and deregulation of
cholesterol homeostasis: the liver as a metabolic “power station”. World J. Hepatol.
V.4, n. 6, p. 184-190, 2012.

VIEIRA J. R. S. Hipercolesterolemia e risco genético para doenca arterial coronaria.
NewslLab. ed. 72, p. 116-130, 2005.

WALUS -MIARKA M. et al. A novel mutation (cys308phe) of the LDL receptor gene in
families from the south-eastern part of Poland. Mol. Biol. Rep. v. 39, n. 5, p. 5181-
5186, 2012.

WARD H. et al. APOE genotype, lipids, and coronary heart disease risk. Arch.
Intern. Med. v. 69, p. 1424-1429, 2009.

WEISGRABER K. H.; RALL S. C. Jr; MAHLEY R. W. Human E apoprotein
heterogeneity. Cysteine-arginine interchanges in the amino acid sequence of the
apo-E isoforms. J. Biol. Chem. v. 256, p. 9077-9083, 1981.

WERUTZKY C. A. As bases moleculares das hipercolesterolemias familiares no
Brasil: o Rio Grande do Sul. Tese (Doutorado em Clinica Médica) — Investigacéo
Clinica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo.
Ribeirdo Preto, 2006.

WILSON P. W.; SCHAEFER E. J.; LARSON M. G.; ORDOVAS J. M. Apolipoprotein
E alleles and risk of coronary disease. A meta-analysis. Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. v. 16, n. 10, p. 1250-1255, 1996.

YUSUF S. et al. INTERHEART Study Investigators. Effect of potentially modifiable
risk factors associated with myocardial infarction in 52 countries (the INTERHEART
study): case-control study. Lancet. v. 364, n. 9438, p. 937-952, 2004.



64

XAVIER H. T. ey al. V Diretriz Brasileira De Dislipidemias E Prevencdo Da
Aterosclerose. Sociedade Brasileira de Cardiologia. Arq. Bras. Cardiol. v. 101, n. 4,

suplemento 1, 2013.

ZELJKO H. M. et al. E2 allele of the Apolipoprotein E gene polymorphism is
predictive for obesity status in Roma minority population of Croatia. Lipids in Health
and Disease. v. 10, n. 9, p. 1-5, 2011.

ZHANG Y. et al., A monomeric, biologically active, full-length human apolipoprotein
E. Biochemistry. v. 46, p.10722-10732, 2007.



65

10. APENDICES

10.1 DESCRICAO DETALHADA DAS METODOLOGIAS E RESULTADOS

10.1.1 PCR-RFLP para a mutacéo C660X do gene LDLR

Para a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizaram-se os primers 5'-
GAACTGGTGTGAGAGGACCA-3' e 5-TGTGAGGCAGCTCCTCATGT-3',
destinados a amplificacédo seletiva de um fragmento de 148 pb do éxon 14 do gene
LDLR. O volume final da reagao foi de 11pL, sendo 1puL de DNA (100ng e 20ng),
0,52uL do primer LDL-R sense (10pM), 0,44uL do primer LDL-R antisense (10pM) e
9uL de supermix. O tubo branco apresentou a mesma composi¢cdo dos anteriores,
com excecado da presenga de DNA. Posteriormente a Reagdo em Cadeia da
Polimerase seguiu FIGUEIREDO, SANTOS, ALBERTO e ZAGO, 1992, com
alteracdo no passo 2, em que a amostra permaneceu por 30 segundos a 55°C, e
nao por 10 segundos nessa temperatura (FIGUEIREDO, SANTOS, ALBERTO e
ZAGO, 1992):

e Passo 1: 94° C por 3 minutos;

e Passo 2: 35 ciclos, sendo cada um constituido por 30 segundos a 94°C, 30

segundos a 55°C e 60 segundos a 72°C;
e Passo 3: 10 minutos a 72°C e 99 minutos e 59 segundos a 4°C.

Posteriormente realizou-se digestdo do material da PCR com a enzima de
restricdo Hinfl, a qual reconhece o sitio de restricio GANTC. Esse sitio é gerado em
individuos com a mutacdo C660X do gene LDLR, sendo reconhecido pela enzima
gque cliva o DNA e produz dois fragmentos, um de 51 e outro de 97 pb
(FIGUEIREDO, SANTOS, ALBERTO e ZAGO, 1992).

Apés a digestdo enzimética, prosseguiu-se com eletroforese em gel de
poliacrilamida a 9%. A corrida eletroforética se deu em 200V, 35mA e 60W por 130
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min. A coloracdo adotada para o Gel de Poliacrilamida sera a de Nitrato de Prata
segundo BUDOWLE, et al. 1991.

10.1.2 VALIDACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA Hinf |

A validacédo da atividade enzimatica da Hinf | foi realizada em um segmento
de DNA do gene BCHE, o qual codifica uma enzima denominada butirilcolinesterase.

Utilizando-se um par de primers (Bche 4) amplificou-se um fragmento de 258
pb e que inclui um sitio de restricdo para a enzima (GANTC). O sitio de
reconhecimento inicia-se em 2377pb e termina em 2381pb. Apds o reconhecimento
da sequéncia, o material amplificado foi clivado e gerou dois fragmentos: 137pb e
121pb.

Figura 1: Gel de Agarose a 0,5%, mostrando os fragmentos de DNA gerados apés a

digestao enzimatica com a Hinf I.

Gel de agarose: Nos 3 primeiros pocinhos (& esquerda)
observam-se bandas de 137 e 121pb, resultantes da digestéao
enzimatica pela Hinf 1. No 4° pocinho (da esquerda para a
direita) ha o marcador de peso molecular, DNA Ladder 100pb.
No ultimo pocinho (direita) também ha material digerido pela
enzima, sendo possivel observar as bandas de 137 e 121pb.
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10.1.3 RESULTADOS

e GENE LDLR

Foram analisadas 72 amostras com alteragBes no perfil lipidico (CT elou,
LDLc e/ou TG aumentados e/ou HDL baixo). Nenhuma apresentou a mutacao
C660X do gene LDLR. Dessa forma, é possivel excluir a principal causa de HF.

Na Figura 3 encontra-se a foto do Gel de Poliacrilamida a 9% colorido com
nitrato de prata. Todas as amostras apresentam uma banda de 148pb, ou seja,

todos sdo homozigotos para o alelo normal (C/C).

Figura 2: Gel de Poliacrilamida a 9% para analise do gene LDLR.

Gel de Poliacrilamida a 9%: No 1° pocinho (a esquerda) hd o marcador de peso
molecular, DNA Ladder 100pb. Os pocinhos seguintes correspondem a amostras
amplificadas do gene LDLR submetidas a digestdo pela Hinf I. Essas amostras
apresentam 148pb, ou seja, sdo homozigotos para o alelo normal (C/C).



11. ANEXO

11.1 APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Curitiba, 13 de setembro de 2011,

fimo (a) Sr. (a)
Neiva Leite

Raul Osiecki

Ana claudia Vecchi Osiecki
Luciana da Silva timossi
Jean Fuzetti Cavazza

Prezados Pesquisadores,

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagio da
namm.wm-mmmnmmnm~m
de acordo com as normas éticas estabelecidas pela Resolugo CNS 186/96, foi
analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da SaGde da
UFPR, em reuni@o realizada no dia 06 de julho de 2011 e apresentou pendéncia(s)
Pendéncia(s) apresentada(s). documento(s) analisado(s) e projets aprovado em 26
de agosto de 2011,

Registro CEP/SD: 1159.084.11.06 CAAE: 0082.0.091.000-11

Conforme a Resolugio CNS 196/86, solicitamos que sej apr tados a este CEP,
relatérios sobre o andamento da pesgquisa, bem como informagSes relativas as
modificagdes do prot lo, cancel nto, T s e destino dos
conhecimentos obtidos.

Data para entrega do 1° relatério parcial: 13/03/2012.

Atenciosamente

Prof*. Dr. Claudia Seely Rocco
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da SaGde
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