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RESUMO

AssociagGes entre a doenga arterial coronariana (DAC) e genes ou marcadores
genéticos foram investigadas em 116 coronariopatas (92 homens e 24 mulheres; DAC+)
segundo o diagnostico angiografico, comparados com 78 controles (26 homens e 52
mulheres) sem isquemia e sem lesdo pela angiografia (DAC-). A idade média foi 44 + 7 anos
(averiguados com idade inferior a 56 anos) nos dois grupos. Os niveis de Colesterol total,
Triglicérides, HDL-Colesterol (HDL-C), LDL-Colesterol, Lipoproteina (a), apoproteina B
(apo B), apoproteina Al (apo Al), apoproteina All, apoproteina E (apo E) e a relagdo apo B/
apo Al foram analisados por métodos enzimaticos (Roche Diagnostic Systems) e
nefelométricos (Behring Diagnostic). O DNA genomico foi extraido dos leucdcitos do sangue
total coletado com EDTA, e a metodologia da PCR foi utilizada para amplificar os segmentos
desejados. Ndo houve diferengas significativas entre os grupos DAC+ e DAC- nas
freqiiéncias alélicas dos locos estudados: apo B (Xbal; EcoRlI; ins/del peptideo sinal; 3’
VNTR ), apo E, enzima conversora da angiotensina I (ECA) e fator V da coagulagdo. Como
esperado, esses grupos apresentaram diferencas significativas quanto aos niveis das variaveis
bioquimicas que caracterizam o perfil lipidico. Ndo encontramos nenhuma associagio entre
gendtipo e nivel de CT com relagdo a cinco dos sitios investigados: apo B (Xbal, EcoRI e
peptideo sinal), apo E e ECA. O alelo 36 do 3°VNTR do gene da apo B foi menos freqiiente
em DAC+ (26,3%) do que em DAC- (38,4%; xz(l) = 6,38; p < 0,05), entretanto, apds a
corre¢éio de Bonferroni o valor de p foi igual a 0,17, perdendo a significancia. O haplétipo
X-+del (Xbal/peptideo sinal do gene da apo B) apresentou diferenga significativa (%% = 3,97;
p < 0,05) entre os dois grupos estudados, sendo mais freqiiente em DAC-. Considerando-se o
gendtipo X—X—/E+E+ (Xbal/EcoRI do gene da apo B) e uma outra classe, que englobou todos

os demais genétipos, houve diferenca significativa (%1 = 6,27; p < 0,02) entre os grupos
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DAC+ e DAC-. O genétipo X—X—/E+E+ foi mais freqiiente no grupo DAC+, apresentando
uma razéo de chance (odds ratio) de 3,2 (1,24 a 8,25, com intervalo de confianga de 95%) de
desenvolvimento de DAC em adultos jovens, quando comparado aos outros gendtipos
Xbal/EcoRI. Os individuos com o genodtipo X—X—/E+E+ (N=22) em relagdo aos demais
genétipos Xbal/EcoRI (N=87) do grupo DACH, apresentaram maior nivel médio de apo E (p
= 0,041). Nos individuos com o genétipo marcador (X-X-/E+E+), quando se comparou o
grupo DAC- (N = 6) com DAC+ (N = 22), a média de HDL-C apresentou diferenga
estatisticamente significativa: DAC+ = 37 + 14 mg/dL e DAC- = 53 + 18 mg/dL (t = 2,35; p
<0,05). O alto nivel relativo de HDL-C em DAC- parece ser um fator protetor, compensando
a presenga do genétipo marcador de DAC. Sugere-se, nesse caso, uma interagdo gene-gene ou
gene-ambiente. Como o alelo X— nfo implica em diferen¢a de aminoacido, o maior risco do
gendtipo X—X—/E+E+ ¢ considerado indicativo da atuagdo de outro gene na etiopatogenia da
DAC, cujas variagdes estejam em desequilibrio de ligagdo com aquelas de Xbal /EcoRI. Além
disso, € possivel que o desequilibrio de ligagdo seja com alguma variagdo desconhecida do
proprio gene da apo B. Enquanto a diferenga entre as freqiiéncias do gendtipo X—X—/E+E+ é
significativa entre DAC+ e DAC- (p = 0,012), a diferenga entre as freqiiéncias do haplétipo

X~-E+ entre esses dois grupos apenas se aproxima da significincia (p = 0,052).
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ABSTRACT

Associations between Coronary Artery Disease (CAD) and gene or genetic
markers were searched in 116 individuals (92 men and 24 women) with cardiovascular
disease (CAD+), according to the angiographic diagnosis, compared to 78 controls (26 men

and 52 women) without ischaemia and without lesion as diagnosed by angiography (CAD-).

The mean age was 44 + 7 years (ascertainment below to 56) for both groups. The levels of
Total Cholesterol, Triglicerides, HDL-cholesterol (HDL-C), LDL-cholesterol, Lipoprotein
(a), apoprotein B (apo B), apoprotein Al (apo Al), apoprotein All, apoprotein E (apo E) and
the ratio apoB/apoAl were analysed by enzymatic (Roche Diagnostic Systems) and
nephelometric (Behring Diagnostic) methods. The genomic DNA was extracted from
leucocytes of total blood collected with EDTA and the PCR methodology was used for the
amplification of the chosen segments. No significant differences were detected between the
CAD+ and CAD- groups on the allelic frequencies of the studied loci: apoB (Xbal; EcoRlI;
ins/del of the signal peptide; 3°VNTR), apo E, angiotensin converting enzyme (ACE) and
coagulation factor V. As expected, these groups showed significant differences on the levels
of the biochemical variables that characterize the lipid profile. No association was found
between genotype and TC level in relation to five of the investigated sites: apo B (Xbal,
EcoRI and signal peptide), apo E and ACE. The 3°VNTR 36 allele of the apo B gene was less
frequent in CAD+ (26.3%) than in CAD- (38.4%; x2 1y = 6.38; p< 0.05), changing to p = 0.17
with the Bonferroni’s correction. The X-+del haplotype (Xbal/signal peptide of the apo B
gene) showed significant difference (x> ) = 3.97; p< 0.05) between the two studied groups,
being more frequent in CAD-. Considering the X—X—/E+E+ genotype (Xbal/EcoRI of the

apo B gene) against another class that gathered all the other genotypes, there was a significant
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difference ()(2 1y = 6.27; p< 0.02) between the CAD+ and CAD- groups. The X-X-/E+E+
genotype was more frequent in the the CAD+ group, showing odds ratio of 3.2 (1.24 to 8.25,
with 95% of confidence interval) of developing CAD in young adults when compared to the
other Xbal/EcoRI genotypes. In the CAD+ group, the individuals with the X-X-/E+E+
genotype (N = 22) when compared to the other Xbal/EcoRI genotypes (N=87) showed higher
mean level of apo E (p = 0,041). In the individuals with the marker genotype (X—X-/E+E+),
when the CAD- (N = 6) was compared with the CAD+ group (N = 22), the mean of HDL-C
showed statistically significant difference: CAD+ = 37 = 14 mg/dL and CAD- = 53 + 18
mg/dL (t = 2.35; p< 0.05). The relative high level of HDL-C in CAD- seems to be a
protective factor, compensating the presence of the marker genotype of CAD. In this case, it
is suggested a gene-gene or gene-environment interaction. As the X— allele does not imply in
amino-acid change, the higher risk of the X-X-/E+E+ genotype is supposed to be an
indication of the action of another gene in the etiopathology of CAD+, whose variations are
in linkage disequilibrium with those of Xbal/EcoRI. It is also possible that the linkage
disequilibrium occurs with some unknown variation of the own apo B gene. While the
difference between the frequencies of the X—X—/E+E+ genotype is significant between CAD+
and CAD- (p = 0.012), the difference between the frequencies of the X—E+ haplotype

between these two groups is only close to significance (p = 0.052).
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1 INTRODUCAO

Ao descrever o achado de gordura nas corondrias em 1878, Adam Hammer
correlacionou-0 com a trombose € ndo imaginava que estava assentando a pedra fundamental
para a caracteriza¢do do deposito de lipides como um fator causal preponderante para doenga
cardiovascular (HAMMER, 1878; citado por MAJOR, 1978).

O primeiro relato de um caso de trombose corondria, diagnosticado em vida e
confirmado por achados de necropsia, foi publicado em 1896 por Georg Dock (DOCK, 1896;
citado por MAJOR, 1978). Desde entdo, a aterosclerose vem se destacando como uma das
maiores causas de morbidade e mortalidade, em toda a sociedade ocidental, fazendo com que
a elevada freqiiéncia de eventos cardiovasculares nos paises desenvolvidos direcione as
pesquisas no sentido de identificar e controlar seus fatores determinantes.

Dentre as doengas cardiovasculares, a doen¢a arterial coronariana (DAC),
representada pelo infarto agudo do miocardio (IAM) e angina, destaca-se como a maior
causadora da incapacidade e morte no nosso meio. E uma doenga da idade adulta, de etiologia
multifatorial, resultado de uma interagdo complexa de multiplos fatores, genéticos e
ambientais (VOGEL e MOTULSKY, 1997).

A prevaléncia da DAC varia amplamente no mundo e geralmente a maior freqii€ncia é
encontrada em paises ocidentais ou com estilo de vida ocidental. O papel importante do meio
ambiente é documentado pelo aumento de DAC quando migrantes de paises como o Japio,
onde a freqii€ncia de DAC ¢ baixa, deslocam-se para éreas de alta freqiiéncia como os EUA e
passam a ter maior risco de DAC (KAYS et al., 1958; MARMOT et al., 1975).

A freqiiéncia de DAC é cerca de 6 vezes maior nas familias de pacientes do que em

familias controle. Os fatos referentes a agregagio familiar na DAC sdo: a) um aumento com a



diminui¢go da idade do paciente afetado, sendo DAC prematura (<55 anos) um forte fator de
risco; b) a mulher apresenta menor freqiiéncia de DAC em relagdo ao homem; c)
consangiiineos de mulheres afetadas tém maior risco do que consangiiineos de homens
afetados; d) diabete melito, hiperlipidemia e hipertensdio sdo fatores de risco para DAC,
entretanto, a agregagdo familiar observada ndo pode ser explicada totalmente por esses fatores
(VOGEL e MOTULSKY, 1997).

Entretanto, a observagdo de agregagdo familiar ndo significa necessériamente
determinagdo genética. Membros da mesma familia compartilham ambientes semelhantes,
incluindo agentes de risco para DAC, tais como: estilo de vida, fumo e habitos dietarios
(VOGEL e MOTULSKY, 1997).

A aterosclerose, processo basico da DAC, consiste no espessamento e endurecimento
das artérias de médio e grande calibres através da formagéo da placa aterosclerdtica. Quadros
de isquemia crdnica sdo provocados pela obstrugdo progressiva da luz arterial ao longo de
décadas. Manifestagdes agudas, como a angina instavel e o infarto agudo do miocardio, séo
geralmente desencadeadas por desestabilizagdo da placa aterosclerética com redugdo
significativa e abrupta da luz do vaso, devida a formagéo local de trombo (ANDERSON e
KING, 1992).

A participag@o do colesterol no desenvolvimento da DAC vem sendo demonstrada
com base em varios estudos publicados na literatura mundial. O fascinio e a devogdo ao
estudo da molécula do colesterol, desde que foi isolada ha 204 anos, ja concedeu aos
cientistas das mais diversas areas da ciéncia uma recompensa de treze Prémios Nobel.

O colesterol € o principal esterdéide do homem, alcool monoidrico insaturado, derivado
do ciclo pentanoperidrofenantreno e esta presente em todas as células do corpo e na maioria

dos fluidos. O colesterol também serve como precursor para sintese de hormonios esterdides,



vitamina D e 4cidos biliares. A caracteristica mais importante do colesterol € a sua
insolubilidade em agua. Pode se apresentar na forma livre (componente estrutural das
membranas celulares e na superficie das lipoproteinas), ou esterificada (armazenado no
interior das células ou no interior das lipoproteinas). A esterificagéio do colesterol ocorre no
plasma sangiiineo pela a¢do da enzima LCAT (lecitina-colesterol acil transferase) que, ativada
pela apo Al, transfere uma molécula de 4cido graxo da lecitina para a posi¢do 3-beta-hidroxi
do colesterol. A esterificagio intracelular ocorre pela agéo da ACAT (acil-CoA-colesterol acil
transferase).

O colesterol estd presente nos alimentos e a maior parte encontrada no organismo €
proveniente da sintese de novo a partir de acetato ativado (AcetilCoA). A etapa que regula a
velocidade na via de sintese € a conversdo do 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A para
mevalonato, catalizada pela enzima hidroxi-metil-glutarilCoA redutase (HMG-CoA redutase).
O figado € o drgdo responsavel pela maior parte da sintese do colesterol endogeno.

O colesterol, assim como os outros lipides plasmaticos (triglicérides, fosfolipides e
acidos graxos), ¢ transportado na forma de particulas lipoprotéicas pelos fluidos do organismo
humano. As lipoproteinas sio macromoléculas que se organizam naturalmente na forma de
particulas, nas quais os lipides hidrof6ébicos ficam no centro e os hidrofilicos na parte externa,
permitindo que as lipoproteinas se tornem soluveis na corrente circulatdria.

A fungio das lipoproteinas plasmaticas é transportar os lipides obtidos por via exdgena
e endogena até os tecidos. Diferem quanto & origem, composi¢do quimica, tamanho e

mobilidade eletroforética, porém foi pelo método da ultracentrifugacdo, pela propriedade

fisica da densidade, que se baseou a atual classificaggo.



Existem quatro classes de lipoproteinas plasmaticas que se apresentam em maior
concentragdo no organismo humano, Quilomicron, VLDL, LDL e HDL, e duas classes em
menor concentragdo, IDL e Lp(a) (BACHORIK et al., 1995).

As apolipoproteinas permeiam a molécula de lipoproteina conferindo solubilidade ao
macrocomplexo. Desempenham diversas fungdes no metabolismo lipoprotéico: ligagdo com
receptor especifico, ativagdo ou inibi¢do de enzimas, determinagdo dos sitios de captagdo € da
velocidade de degradagdo dos constituintes lipoprotéicos. Foram isoladas e caracterizadas
(ALAUPOVIC, 1971), sendo reunidas em grupos, designadas pela ordem alfabética (A-I, A-
11, A-1V, B-48, B-100, C-1, C-II, C-1II, D e E).

A apolipoproteina B (apo B) pode ser encontrada em duas formas, a apo B-48 e a apo
B-100. A apo B-48 ¢ sintetizada no intestino, completamente homologa a regido amino-
terminal da apo B-100 e seu tamanho corresponde a 48% do peso molecular da apo B-100,
com 2152 aminoécidos de extensdo (BLACKHART et al., 1986; CHEN et al., 1986). Eo
principal constituinte protéico dos quilomicrons e exerce fung&o primordial na estrutura desta
lipoproteina (KANE e HAVEL, 1994). Como a apo B-48 nZo possui o dominio carboxi-
terminal da apo B-100, néo se liga aos receptores da LDL, e portanto os quilomicrons néo
podem ser removidos por essa via (CHEN et al, 1987).

A apolipoproteina B-100 é o principal constituinte protéico da lipoproteina LDL,
responsavel pela manutengio da integridade da LDL (YANG et al, 1986) e da sua ligagdo nos
receptores celulares (BROWN e GOLDSTEIN, 1983). Suas variagdes podem se refletir no
catabolismo do colesterol plasmatico, constituindo-se em fator de risco para DAC.

O desenvolvimento da doenga arterial coronariana (DAC) pode ser indicada pela
variabilidade do DNA nos genes candidatos, cujos produtos encontram-se envolvidos com o

metabolismo lipidico, estrutura e fungio das apolipoproteinas, aterogénese e trombogénese



(LUSIS, 1986). O estudo de associagdo entre doengas e variagdes polimorficas de genes ou de
marcadores (seqiiéncias de DNA ndo codificantes) é empregado para demonstrar o papel de

fatores genéticos na etiologia de doengas multifatoriais.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS

O estudo das variagdes do DNA nos genes envolvidos com os niveis dos lipides, a
hipertensdo e o processo trombolitico contribui para avaliar as diferengas funcionais na
express@o desses genes candidatos ao processo aterotrombético, diretamente envolvido com a
DAC. A variabilidade dos genes das apolipoproteinas B e E, da enzima conversora da
angiotensina (ECA) e do fator V da coagulagéo foi estudada por varios pesquisadores, que

relataram associagdes importantes com a DAC.

2.2 APOLIPOPROTEINA B

A estrutura completa da apolipoproteina B (apo B) foi elucidada pelo seqiienciamento
de DNACc clonado (CHEN et al , 1986; KNOTT et al , 1986a). A proteina precursora da apo B
contém um peptideo sinal de 27 aminoacidos (KNOTT et al , 1986a; PROTTER et al , 1986)
sendo que a proteina madura contém 4536 aminoicidos. E uma glicoproteina com
aproximadamente 513 kD (LAW et al., 1986a), com cinco dominios estruturais, sendo o
quarto dominio (aminoacidos 3070-4100) responsével pela interagio da apo B com os
receptores da LDL, processo que modula a remog&o das LDL do plasma e regula a biossintese

do colesterol (BROWN e GOLDSTEIN, 1979).



2.3 O GENE DA APOB

O gene da apo B possui aproximadamente 43 kb (BLACKHART et al., 1986),
localiza-se no brago curto do cromossomo 2p24 (KNOTT et al., 1985) e contém 29 exons e
28 introns (BLACKHART et al., 1986; LUDWIG et al., 1987).

A apo B-48 ¢ codificada pelo mesmo gene que codifica a apo B-100 (apo B),
resultando de um mecanismo de edicdo do RNA mensageiro. Ocorre a troca da base
nucleotidica citosina pela uracila, modificando o cédon CAA, que codifica o aminoacido

glutamina (posi¢do 2153), para um codon de terminagdo UAA (CHEN et al , 1987).

2.4 VARIABILIDADE DO GENE DA APO B

A clonagem e o seqiienciamento do gene da apo B permitiram a identificagdo de
varios polimorfismos: a) de restri¢do, devido a substitui¢do de um nucleotideo, destruindo ou
criando uma regido de reconhecimento por uma enzima de restrigdo (por exemplo, Xbal,
EcoRI); b) de inser¢do/dele¢do de um nimero variavel de nucleotideos referentes ao peptideo
sinal; c) da regido hipervaridvel (VNTR) ligada ao gene da apo B e que estd localizada a
menos de 100 bases da extremidade 3’desse gene. Os sitios polimérficos mais estudados do
gene da apo B sfo: Xbal, EcoRl, peptideo sinal ins/del e 3°’VNTR.

Posteriormente & identifica¢do destes polimorfismos, tem sido explorada a associagdo
dessas variagdes genéticas com fenétipos clinicos, como a hipercolesterolemia ¢ a DAC.
Devido a sua freqiiéncia relativamente alta, as mutagdes polimorficas podem contribuir de
maneira mais significativa do que as mutagdes raras para os estudos que relacionam a

variabilidade genética com os niveis dos lipides de uma populagZo.



2.4.1 Polimorfismo de Xbal da Apo B

O polimorfismo da apo B Xbal refere-se a uma substitui¢io de um nucleotidio no exon
26 do gene da apo B (Figura 1), da qual resulta uma mutagdio silenciosa, que ndo afeta a
seqiiéncia de aminoacidos da apo B (PRIESTLEY et al, 1985; BARNI et al, 1986). Ocorre a
troca de um nucleotideo na terceira posi¢do do codon 2488 (ACC—ACT), que codifica para o
mesmo aminoacido treonina. A timina cria um sitio de restricdo para a enzima Xbal,
originando o alelo X +, sendo sua auséncia a caracteristica do alelo X—. Essa variagéo
determina trés genotipos: X+X+, X+X- e X-X~-. O segmento de 710 pb, gerado pelo método
mais amplamente utilizado, é clivado em dois fragmentos de 433 e 277 pb no alelo X+ e néo €

clivado no X-.

ins/del Xbal EcoRl

m .
A
~ 1 kb 3

Figura 1 - Mapa do gene da apolipoproteina B indicando o tamanho dos exons e introns. Os
exons sdo mostrados em preto, a localizagdo das regides polimorficas € indicada:
ins/del no exon 1(aminoéacidos Leu-Ala-Leu: -16/-14), Xbal no exon 26 (aa: Thr y433) €
EcoRI no exon 29 (aa: Glug;s4 —>Lys).A Indica a localiza¢do aproximada no exon 26
do gene da apo B (KNOTT et al, 1986a; YANG et al, 1986) correspondente a ligagdo
da proteina com o receptor de LDL (aa: 3147-3157, 3345-3381). Adaptado de Renges
etal. (1991).



As freqiiéncias dos alelos X+ e X— em caucasdides e orientais, de acordo com a

literatura, nos grupos controle e com DAC, encontram-se na tabela 1.

Tabela 1 - Freqii€ncias (%) da presenca e auséncia do sitio de restrigdo Xbal em individuos
controle e com DAC, em caucasoides € orientais, de acordo com a literatura.

Grupo ¢tnico (Pais) Apo B Xbal
CAUCASOIDES X+ X - Grupo Referéncia
Estados Unidos 0,500 0,500 DAC+

0,529 0,471 DAC - Genest et al., 1990.
Suécia 0,550 0,450 DAC - Renges et al., 1991.
Europa 0,465 0,535 DAC+

0,454 0,546 DAC - Turner et al , 1995.
Inglaterra 0,460 0,540 DAC+

0,530 0,470 DAC - Myant et al., 1989.
Finlandia 0,420 0,580 DAC - Aalto-Setila ef al., 1988.
Finlandia 0,387 0,613 DAC +

0,457 0,543 DAC - Nieminen et al., 1992.
Franca 0,431 0,569 DAC +

0,470 0,530 DAC - Régis-Balilly et al , 1996.
Italia 0,311 0,689 DAC +

0,403 0,597 DAC - Corbo et al., 1997.
Italia 0,380 0,620 DAC - Benedictis et al , 1997.
Brasil 0,470 0,530 DAC +

0,390 0,610 DAC - Machado, 1997.
Brasil 0,414 0,586 DAC+

0,382 0,618 DAC - Mansur, 1998.
ORIENTAIS
China 0,088 0,912 DAC+

0,025 0,975 DAC - Yeetal., 1995.
China 0,076 0,924 DAC+

0,091 0,909 DAC — Saha et al., 1992b.

“India 0,200 0,800 DAC+

(descendentes) 0,290 0,710 DAC - | Rengesetal, 1991.
Japdo 0,020 0,980 DAC+

0,040 0,960 DAC - Aburatani et al , 1988.
China 0,010 0,990 DAC +

0,010 0,990 DAC - Pan et al , 1995.
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RENGES et al. (1991) encontraram diferenca significativa ao comparar a freqii€ncia
do alelo X+, em DAC-, que encontraram em descendentes de indianos (0,29) com a de
finlandeses (0,44; XU et al., 1990b), ingleses (0,53; MYANT et al., 1989) e austriacos (0,48;
PAULWEBER et al., 1990). Num trabalho seguinte (RENGES et al., 1992) a mesma amostra
de individuos se mostrou diferente daquela de caucasoides suecos (0,55).

Vérios pesquisadores investigaram associagdes entre as variagdes Xbal do gene da apo
B e a DAC. Estudos em caucaséides europeus (TURNER et al., 1995) e em chineses (PAN et
al., 1995) ndo verificaram associagdo significativa entre elas e a DAC. No entanto, BOHN e
BERG (1994) mostraram que em 5 (HEGELE et al., 1986; MONSALVE et al., 1988;
MYANT et al., 1989; TYBJAERG-HANSEN et al., 1991 ¢ BOHN et al., 1993a) de 12
estudos publicados na literatura (DEEB et al., 1986, citado por BOHN e BERG, 1994;
FERNS et al., 1988; WIKLUND e al., 1989; GENEST et al., 1990, PAULWEBER et al.,
1990; PEACOCK et al., 1992; NIEMINEM et al., 1992) ocorreu associagdo estatisticamente
significativa entre o alelo X~ e/ou o genotipo X—X— com DAC, quando o grupo DAC+ foi
comparado com o respectivo grupo controle.

BOHN et al (1993a), usando andlise de regressdo multivariada, concluiram que
individuos enfartados, portadores do genétipo X—X-, quando comparados com os de
genotipos X+X+ e X+X—, mostraram uma razio de chance de 2,16 (p<0,01) para apresentar a
doenga. Esses autores consideraram o gen6tipo X—X— como um fator de risco para o infarto
do miocardio e que o aumento do risco ndo € aparentemente conferido pelos niveis elevados

de CT, LDL-C ou apo B, mas através de outras varidveis ou mecanismos ndo relacionados

com os fatores de risco tradicionais.



11

HUMPHRIES ef al. (1992) e TIKKANEN e HELIO (1994) sugerem que pode estar
ocorrendo uma variagéo adicional na seqiiéncia do gene da apo B, em desequilibrio de ligagéo
com a variagdo de Xbal, que modifique os niveis de lipides no soro.

Os primeiros relatos de associago entre variagdo de Xbal e concentragdes séricas de
CT, LDL-C e apo B (BERG, 1986; LAW et al., 1986b) foram confirmados em seguida
(TALMUD e al., 1987, AALTO-SETALA et al., 1988; AALTO-SETALA et al., 1989).
Algumas discrepancias, com diferentes associagdes entre os genotipos € os niveis plasméaticos
dos lipides (HEGELE et al., 1986, ABURATANI et al., 1988; DARNFORS et al., 1989)
foram publicadas.

A regido da apo B que se liga ao receptor da LDL corresponde aquela no exon 26, o
mesmo onde se localiza o sitio Xbal. Por isso, as variagdes nesse exon ou préximas podem
estar relacionadas com a afinidade da apo B pelo receptor da LDL, refletindo-se nos niveis
dos lipides no plasma.

O alelo X+ foi associado com elevados niveis de CT e de LDL-C no plasma, em
adultos sadios da populagdo caucaséide (AALTO-SETALA et al., 1988) e em pacientes com
hipercolesterolemia familiar heterozigota (AALTO-SETALA et al., 1989), enquanto o alelo
X- foi. associado com diminui¢do no -plasma de CT, LDL-C, apo B e possivelmente
triglicérides (LAW et al., 1986b; BERG et al., 1986; PAULWEBER et al., 1990; PEACOCK
etal., 1992).

Individuos com o gendtipo X+X+ apresentaram redugdo no “clearance” de LDL,

significando um aumento de colesterol no plasma. Evidéncias a favor desse dado foram
observadas: a) dois estudos n vivo mostraram que o alelo X+ esta associado a uma redugéo
no catabolismo da lipoproteina LDL (DEMANT et al., 1988; HOULSTON et al., 1988); b)

estudo de ligagéio competitiva e ensaios de internalizagdo com LDL radioativa em fibroblasto
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normal (SERIES et al., 1989), onde LDL/X+ competiu fracamente comparada com LDL/X-,
indicando que a LDL de individuos com gendtipo X—X-— liga-se ao receptor da LDL com
maior afinidade, quando comparada com LDL de individuos com gendtipo X+X+. Essa
afinidade pelo receptor € traduzida em LDL internalizada com maior facilidade, diminuindo a
concentragdo dos niveis plasmaticos do LDL-C, com conseqiiente diminui¢éio de seu papel
aterogénico.

A hipétese de que a resposta dos lipides séricos a ingesta de gordura na dieta pode ser
geneticamente determinada foi testada (TIKKANEN et al., 1990) considerando-se as
variagdes Xbal, em individuos que haviam participado de um estudo de intervengéo dietaria
de seis meses, na Coréia do Norte. Os portadores do alelo X+ (X+X+ e X+X—) responderam a
dieta com pouca gordura e pouco colesterol, com redugéo mais significativa de CT, LDL-C e
apo B, quando comparados com os individuos X—X—. Em teoria, isto pode ser exemplificado
pelo conceito de variabilidade génica (BERG, 1989), considerando-se o gendtipo X+X+
associado com amplas respostas as mudangas da dieta, enquanto que o genétipo X—X— estaria
associado com resposta restrita.

TIKKANEN e HELIO (1994), tentando compatibilizar achados de maior risco de
DAC em X—X- e maior nivel de CT em X+X+, sugerem que exista um desequilibrio de
ligagdo do alelo X— com alguma alterag@io na seqii€éncia do DNA, que seja mais deletéria do
que a aterogenicidade do alelo X+. Sugerem que essa possivel alteragdo no DNA poderia
causar um aumento no risco para DAC pela alteragio qualitativa ao invés de quantitativa na
apo B, tal como suscetibilidade a modifica¢des oxidativas.

Por outro lado, em outros estudos o gendtipo X—X— foi associado com valores

elevados de CT e LDL-C (DUNNING et al., 1988; TYBJAERG-HANSEN et al.,1991;

GUZMAN, 1998). GUZMAN (1998), estudando uma amostra da populagdo caucaséide
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brasileira com 104 individuos de alto risco para DAC e 93 individuos controle, encontrou

associagdo positiva entre o genotipo X—X—/E+E+ e os niveis de CT.

2.4.2. Polimorfismo de EcoRI da Apo B.

O polimorfismo apo B EcoRI refere-se a uma mutag@io da base guanina em adenina
(GAA—>AAA) no exon 29 (PRIESTLEY et al., 1985; BARNI et al., 1986), resultando na
troca do amino acido (Glu—Lys) (SHOULDERS et al., 1985). Quando ocorre essa alteragéo,
a enzima EcoRI perde o sitio de restricio E+ que passa a ser E—. O segmento de 480 pb,
gerado pelo método mais amplamente utilizado, é clivado em dois fragmentos de 253 e 227
pb no alelo E+ e ndo é clivado no E—. As variagdes da apo B EcoRlI séo devidas aos alelos E+
e E—- e aos genotipos E+E+, E+E— e E-E-.

As freqiiéncias dos alelos E+ e E— da apo B EcoRI, em caucasdides e orientais, de
acordo com a literatura, em grupos controle e com DAC, encontram-se na tabela 2. RENGES
et al. (1991) ndo encontraram diferenga significativa ao comparar a distribui¢io da freqiiéncia
do alelo E—, que encontraram em descendentes de indianos (0,11) com a de finlandeses (0,15;
XU et al., 1990b), ingleses (0,15; MYANT et al., 1989) e austriacos (0,14; PAULWEBER et
al., 1990). Num trabalho seguinte (RENGES et al., 1992) a mesma amostra de individuos
mostrou diferenga significativa com a de caucasoides suecos (0,19).

Essa troca de aminoécido altera a carga da apo B, mas essa diferenga ndo chega a ser
detectada como variante isoelétrica pois o peso molecular dessa proteina é muito grande. Dois

estudos revelaram que essa mudanga de aminodcido altera o epitopo da proteina, que é

reconhecido por um dos anticorpos da série de Ag, descrito como antigeno t, associado com a
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presenga do sitio EcoRI (Glu), sendo o antigeno z associado com a sua auséncia (MA et al.,

1987, DUNNING et al., 1988).

Tabela 2 - Freqii€ncias (%) da presenga (E+) e auséncia (E—) do sitio de restrigdo EcoRI em
individuos controle € com DAC, em caucasodides e orientais, de acordo com a

literatura.

Grupo etnico (Pais) Apo B EcoRI
CAUCASOIDES E+ E- Grupo Referéncia
Estados Unidos 0,730 0,270 DAC +

0,793 0,207 DAC - Genest et al., 1990.
Succia 0,810 0,190 DAC - Renges et al., 1991.
Inglaterra 0,790 0,210 DAC+

0,850 0,150 DAC - Myant ef al., 1989.
Italia 0,745 0,255 DAC +

0,778 0,222 DAC - Corbo et al., 1997.
Italia 0,807 0,193 DAC - Benedictis et al., 1997.
Brasil 0,800 0,200 DCA +

0,840 0,160 DAC - Machado, 1997.
ORIENTAIS
China 0,890 0,110 DAC +

0,960 0,040 DAC - Yeetal., 1995.
China 0,917 0,083 DAC +

0,929 0,071 DAC - Saha et al., 1992b.
fndia 0,890 0,1T0 DAC+
(descendentes) 0,890 0,110 DAC - | Rengeset al., 1991.
China 0,960 0,040 DAC +

0,950 0,050 DAC - Pan et al., 1995.

HUMPHRIES (1988) relata que o significado funcional ainda é desconhecido, mas a

alta freqiiéncia de apo B (Lys), alelo E-, em pacientes com DAC sugere que essa substituigdo

de aminoécido possa alterar o metabolismo de lipoproteinas que contém apo B ou ser a causa

para a apo B ser mais aterogénica. Alternativamente, é possivel que essa variagdo esteja em

desequilibrio de ligag&o com outra mutagio dentro do gene da apo B ou nas suas vizinhangas

(MYANT, 1989).
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Os resultados de estudos de associagdo das variagdes EcoRI com fenotipos clinicos
sdo discordantes. Altas freqii€ncias do alelo E— em pacientes com DAC em relagdo ao
controle foram observadas em quatro estudos em amostras caucaséides, em diferentes partes
do mundo: Boston (HEGELE et al., 1986), Seattle (DEEB et al., 1986, citado por BOHN e
BERG, 1994), Salzburg ( PAULWEBER et al., 1990) e Londres (MYANT et al., 1989).

Estudos de associag@o do alelo E— com os niveis dos lipides também mostraram
resultados discordantes. Alguns autores (PAN et al., 1995; JUVONEN et al., 1995; GLISIC et
al., 1995) ndo encontraram rela¢Ges significativas entre esse alelo e os niveis dos lipides. No
entanto, PAULWEBER et al. (1990) e TYBJAERG-HANSEN et al (1991) observaram que
individuos portadores do alelo E— muitas vezes apresentavam taxas elevadas de lipides em

relagdo aos portadores do alelo E+, tanto em amostras de sadios como naquelas com DAC.

2.4.3 Polimorfismo de insergéo/dele¢do do peptideo sinal da Apo B.

Os peptideos sinais de eucariotos sdo elementos importantes na maioria das proteinas
secretoras, sendo necessarios para a passagem da cadeia peptidica nascente para o limen do
reticulo endoplasmatico rugoso (CHAN e BRADLEY, 1986, citado por VISVIKIS et al,
1990; RANDALL e HARDY, 1989). Qualquer modificagdo na seqiiéncia do peptideo sinal
pode provocar irregularidade na sintese protéica (ANGELE et al., 1989).

BOERWINKLE e CHAN (1989) publicaram um método rapido para detectar
inser¢do/dele¢do de 9 pares de base (bp) na regido que codifica o peptideo sinal do gene da
apo B. A regido do gene da apo B que codifica os aminoacidos — 14 a —16 (Leu-Ala-Leu) é
retirada no produto do alelo menor. Portanto, existem dois alelos na regido que codifica o

peptideo sinal, com diferentes comprimentos: o alelo, que codifica o peptideo maior de 27
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aminodcidos, é chamado de inser¢do (ins) e o alelo que codifica o peptideo menor de 24
aminodcidos, ¢ chamado de deleg¢do (del). Pelo método de amplificagfio mais utilizado, o
maior fragmento de DNA possui 93 pb e o menor 84 pb. A nomenclatura adotada neste
trabalho foi aquela utilizada por RENGES ef al. (1991) e SAHA et al. (1992b).

Utilizando-se a metodologia da PCR, essa diferenga de nucleotideos entre os dois
alelos ¢ detectada pela eletroforese do produto amplificado. Os gendtipos encontrados séo:
ins/ins, ins/del ou del/del . As freqii€ncias alélicas do peptideo sinal do gene da apo B, em

populagdes de diferentes grupos étnicos, de acordo com a literatura, encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 - Freqiiéncias (%) dos alelos do peptideo sinal do gene da apo B, em amostras de
diferentes grupos étnicos, com e sem DAC, de acordo com a literatura.

Grupo etnico (Pais) Peptideo sinal apo B
CAUCASOIDES ins del Grupo Reterencia
Franca 0,655 0,345 | DAC - | Visvikis et al., 1990.
Franca 0,650 0,350 [ DAC - | Boerwinkle et al., 1991.
Estados Unidos 0,660 0,340 | DAC — | Hixson et al., 1992.
Suécia 0,690 0,310 | DAC - | Renges et al, 1991.
Europa 0,680 0,320 | DAC+

0,680 0,320 | DAC - | Turner et al., 1995.
Ttalia 0,796 0,204 | DAC+

0,718 0,282 | DAC - | Corbo et al., 1997.
Franca 0,731 0,269 | DAC+ [ Régis-Bailly et al., 1996.

0,654 0,346 | DAC -
Finlandia 0,700 0,300 | DAC — | Pajukanta ef al., 1996.
Brasil 0,640 0,360 | DAC+

0,670 0,330 | DAC - | Machado, 1997.
Brasil 0,700 0,300 | DAC+

0,720 0,280 | DAC - | Mansur, 1998.
ASTATICOS
fndia 0,880 0,120 | DAC+
(descendentes) 0,800 0,200 | DAC — | Renges et al., 1991.
China 0,771 0,229 DAC +

0,793 0,207 | DAC - | Sahaet al., 1992a.
Malasia 0,900 0,100 | DAC - | Gajra et al., 1997.
NEGROIDES
Estados Unidos 0,800 0,200 | DAC — | Hixson ef al., 1992.
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RENGES et al. (1991) encontraram diferenga significativa ao comparar a distribuigéo
da freqiiéncia do alelo del que encontraram em descendentes de indianos (0,20) com a de
finlandeses (0,32; XU et al., 1990b). Num trabalho seguinte (RENGES et al., 1992) a mesma
amostra de individuos também mostrou diferenga significativa com a de caucasdides suecos
(0,31).

SAHA et al. (1992a) ndo encontraram associagdo significativa de variagdo do peptideo
sinal do gene da apo B, com a DAC nos chineses. Entretanto, em outro trabalho (SAHA et al.,
1992b) encontraram uma associagio positiva e significativa do alelo del, com os niveis séricos
de LDL-C nos chineses sadios.

Outros estudos populacionais pesquisaram associagdes entre variacdes do peptideo
sinal com niveis de lipides. HIXSON ef al. (1992) constataram que o alelo del apresentava
associa¢do com niveis elevados de CT e de LDL-C, e com lesGes arteriais aumentadas em
negros norte-americanos, porém nfo em brancos. Em familias de mexicanos residentes nos
EUA, KAMMERER et al. (1996) também encontraram associagdo do alelo del com niveis
altos de LDL-C.

HANSEN et al. (1993) encontraram influéncia do indice de massa corporal na
associag@o entre os polimorfismos apo Xbal e inser¢do/delegdo do peptideo sinal com a
variacdo dos niveis de CT e da apo B.

Viarios estudos relataram associa¢fes entre variagdes da apo B e os niveis de TG
(BERG, 1976, citado por BERG, 1986, LAW et al., 1986b). Nao é surpresa que variagdo no
loco da apo B possa influenciar os niveis de TG, uma vez que a apo B é um componente

estrutural da lipoproteina rica em TG (VLDL).
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Uma significante relagdio entre a variagéio no peptideo sinal e os niveis de TG foi
observada no estudo da Coréia do Norte (XU ef al., 1990b). Durante o periodo basal com alto
teor de gordura e colesterol, o maior nivel médio de TG foi observado nos portadores do
genotipo ins/ins € o menor, no del/del, enquanto que em ins/del o nivel foi intermediario. O
efeito da variagéio genética foi significativo e explicou 6,7% da variagdo nos niveis de TG.
Durante o periodo de ingestdo da dieta com diminui¢io de gordura e colesterol, o efeito
desapareceu, mas quando os participantes desse estudo voltaram a alimentag¢io original de
gordura e colesterol, o efeito reapareceu, explicando 7,2% da variagdo fenotipica (XU et al.,
1990a). Esse ¢ um bom exemplo do efeito da variabilidade génica, no qual um dado genétipo
permite uma resposta a ingesta de gordura na dieta (BERG, 1983, citado por BERG, 1986;

BERG, 1989), dependendo dos niveis desta. Fica clara, neste caso, a interagéio gene-ambiente.

2.4.4 Haplotipos do Gene da Apo B e Desequilibrio de Ligagio

O grau de informagdo da andlise individual de polimorfismos pode ser melhorado
consideravelmente pela da obtengdo de haplétipos. O haplétipo consiste em um padréio definido
de variagdes num determinado segmento de DNA de um dos cromossomos. Se dois marcadores
genéticos encontram-se distantes apenas alguns milhares de pares de base, algumas de suas
combinagdes podem ocorrer com freqiiéncia diferente da esperada pelo acaso, o que se constitui
em desequilibrio de ligag3o.

MYANT et al. (1989) sugerem que, devido ao provavel sitio de ligagdo da apo B com
o receptor da LDL ocorrer entre os aminoacido 3147 e 3381 (KNOTT et al., 1986a; YANG et
al , 1986), codificados pelos nucleotideos entre os sitios Xbal € EcoRI no gene da apo B,

possa aparecer associagéo entre DAC e esses marcadores tomados em conjunto em algumas
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populagdes, refletindo o desequilibrio de ligagdo entre esses sitios € uma mutagdo na
seqii€ncia de reconhecimento do receptor, que afetaria 0 metabolismo da lipoproteina LDL.

DUNNING et al. (1992) comentam que a determinagdo de haplétipos no gene da apo
B, com multiplos marcadores, possivelmente ajudaria a definir mais especificamente os
gendtipos associados com DAC.

A tabela 4 apresenta as freqiiéncias haplotipicas quanto a Xbal/EcoR1 e Xbal/ peptideo

sinal, em caucasodides e asiaticos, de acordo com a literatura.

Tabela 4 - Freqiiéncias haplotipicas quanto a Xbal/EcoRI e Xbal/peptideo sinal do gene da
apo B, em caucasoides e asiaticos, de acordo com a literatura.

Grupo etnico Haplotipos Xbal/EcoRI
(Pais)

CAUCASOIDES | X-E+ | X-E- | X#E+ [ X+E-| D Grupo Referéncia
EUA 0,340 | 0,140 | 0,510 | 0,000 - DAC — | Monsalveet al, 1988

Dinamarca 0,429 | 0,080 | 0,400 | 0,091 | 0,007 | DAC — | Hansenetal, 1993

Italia (Apulia) 0,359 | 0,208 | 0,370 | 0,027 | -0,066 | DAC —
Italia (Calabria) | 0,416 | 0,214 | 0,257 | 0,113 | -0,008 | DAC — | Benedictis et al, 1993

Ttalia 0,470 | 0,150 | 0,337 | 0,043 | -0,030 | DAC — | Benedictis et al , 1997
ASIATICOS
China 0,450 | 0,430 [ 0,000 [ 0,120 - | DAC+
0,540 | 0,360 | 0,000 | 0,090 | - | DAC— |Myantetal, 1989
China 0,855 | 0,059 | 0,079 | 0,006 | - | DAC — |Sahaeral, 1992a

Haplotipos Xbal/peptideo sinal

CAUCASOIDES [ X~/ins | X—/del | ¥/ins | X+/del| D Grupo

Dinamarca 0,191 | 0,319 | 0,429 | 0,061 | -0,I25 | DAC — | Hansenetal ., 1993

D : desequilibrio de ligacao

RENGES et al. (1991), em estudo com descendentes de indianos e europeus, sugerem
haver uma variagéo genética no gene da apo B, em desequilibrio de ligagdo com os sitios
Xbal/peptideo sinal, que contribui para a variag&o dos niveis de CT e HDL-C.

RENGES et al. (1992), analisando os haplétipos da amostragem pesquisada

anteriormente (RENGES et al., 1991), constituidos por variagSes no gene da apo B (Xbal,
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EcoRlI, peptideo sinal e 3°VNTR), encontraram forte desequilibrio de ligagéo entre 3°VNTR e
cada um dos outros sitios e entre o sitio do peptideo sinal e Xbal.
Os pesquisadores STEPANOV e PUZYREV (1994) também encontraram evidéncias
de desequilibrio de ligagéo entre Xbal e EcoRI.
PAJUKANTA et al. (1996) encontraram desequilibrio de ligagdo significativo
(p<0,0001) entre peptideo sinal /Xbal, com o alelo del associado ao X+ e o alelo ins associado

ao X—.

2.4.5 Polimorfismo Apo B 3’VNTR

WYMAN e WHITE (1980) foram os primeiros a demonstrar que o genoma humano
contém um grande nimero de segmentos polimdrficos, mais tarde conhecidos como “variable
number of tandem repeats” (VNTRs), porque os alelos nesses locos podem ser
convencionalmente definidos pelo mimero de unidades de repeticdo de uma seqiiéncia
determinada.

TAUTZ e RENZ (1984) descreveram VNTRs caracterizados por seqiiéncias com
pequeno nimero de pares de base como unidade de repeti¢éo, chamando-os de “short tandem
repeats” (STRs). Hoje, a variagdo na unidade de repeticdo in tandem das seqiiéncias variando
de 6 a 100 pares de base é geralmente caracterizada como VNTRs ou minissatélites, enquanto
que os STRs ou microssatélites apresentam unidades de repeti¢do variando de 2 a 5 pares de

bases.
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Figura 2 - Diagrama esquemaitico da estrutura do 3’VNTR proéximo ao gene da apo B
indicando o tamanho dos exons e introns. A escala superior mostra 13,5 kb de
fragmento Sall (S) e 7 sitios de restricdo EcoRI. A escala inferior indica uma parte
do exon 29, a regido hipervariavel (VNTR) e regides que a flanqueiam. Observam-
se os locos de dois sinais de interrup¢do de transcricio (AATAA) e 3
oligonucleotideos iniciadores de amplificagio (PCR 1, 2 e 3). Também séo
mostrados os sitios de restrigdo Mspl (M) e BamHI (B). Adaptado de Ludwig et al
(1989).

Um exemplo desse tipo de variabilidade é representada por um VNTR ligado ao gene
da apo B. A regifio hipervariavel estd localizada a menos de 100 bases da extremidade 3’do
gene da apo B, no cromossomo 2 (KNOTT e al., 1986b; HUANG ¢ BRESLOW, 1987,
LUDWIG et al., 1989). O 3’VNTR ligado ao gene da apo B compreende uma seqiiéncia de 14
a 16 pb que se repetem em nimero de 22 a 52 vezes, originando pelo menos 14 alelos
(FRIELD et al., 1990; LUDWIG et al., 1989; LUDWIG e McCARTHY, 1990).

As freqiiéncias alélicas quanto ao 3’VNTR ligado ao gene da apo B, nos grupos DAC

+ ¢ DAC—, em amostras de diferentes grupos étnicos, de acordo com a literatura, encontram-

se na tabela 5.
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Tabela 5 - Freqiiéncias alélicas* do 3°’VNTR ligado ao gene da apo B, nos grupos DAC + E
DAC™, em diferentes grupos étnicos, de acordo com a literatura.

Grupo étnico (Pais) Alelos
CAUCASOIDES 32 34 36 42 46 48 | GRUPO Referéncia
Europa - 0,20 | 0,37 - - 0,11 | DAC+

- 0,25 | 0,38 - - - DAC — |Frield et al., 1990.
Europa 0,25 | 0,38 - - - DAC +

0,23 | 0,39 - - - DAC — |Turner et al., 1995.

Brasil - 0,17 | 0,40 - - - DAC — |Zago et al., 1996.
NEGROIDES
Brasil | - [014] 028 [018] - | - | DAC~ |Zagoetal.,19%.
ASIATICOS
Brasil 10171058 015 | - | - | - | DAC~ |Zagoetal., 1996.
AMERINDIOS
Brasil | - | - 1047 ] - ]037] - | DAC~ |Zagoetal., 1996.

* registradas apenas as acima de 10%.

As distribuigdes dos alelos desse 3°VNTR em duas populagdes brasileiras, branca e de
descendentes de japoneses, relatadas por ZAGO ef al. (1996) mostraram diferengas entre as
ragas. A distribuigdo ¢ unimodal entre japoneses, com moda nos alelos 32-36, e bimodal nos
brancos, concordando com os relatos anteriores de HIXSON et al. (1993) e RENGES et al.
(1992).

Os diversos alelos desse minissatélite podem estar associados a variagdes de risco de

DAC, em conseqiiéncia de diferengas quantitativas ou qualitativas da apolipoproteina
produzida pelo gene que esta vizinho.

Os primeiros relatos baseados na digestdo do DNA gendmico por enzima de restrigdo,
seguida por “Southern blot”, sugeriam que fragmentos Mspl grandes eram levemente mais
comuns em pacientes com DAC, quando comparados com grupos controle (HEGELE et al.,
1986; GENEST et al., 1990). Usando a metodologia da PCR e eletroforese em gel de
poliacrilamida para genotipagem, FRIELD et al. (1990) relataram uma associagdo positiva
entre alelos do 3’VNTR grandes e DAC em individuos austriacos. Esses alelos também

mostraram alguma correlag&o com os niveis da apo B sérica e de CT.
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Esse VNTR tem sido relatado como fator determinante sobre os niveis plasmaticos de
lipides (HUMPHRIES, 1988) ¢ em DAC (HEGELE et al., 1986; MYANT et al., 1989;
RENGES et al., 1992). Alelos com grande niimero de repeti¢des foram encontrados com
maior freqii€ncia em pacientes com DAC em amostras de caucasdides europeus e americanos
(HEGELE et al., 1986; FRIELD et al., 1990).

Tentou-se confirmar esses dados em dois diferentes estudos populacionais. Um
examinou homens finlandeses dislipidémicos, participantes em levantamento de prevengéo
primaria, com 67 pacientes sobreviventes de IM (Infarto do Miocardio), 114 sem IM e 49
homens sadios (HELIO ef al., 1991). Entretanto, nio houve correlagdo entre alelos do
3’VNTR e IM. O outro estudo comparou 187 pacientes com cateterismo positivo (DAC+),
121 controles com cateterismo normal e 79 individuos aparentemente sadios (HELIO et al.,
1992). Novamente ndo houve diferenga significativa na distribui¢do de grandes alelos do
3’VNTR, ou qualquer outro alelo, entre o grupo de pacientes e os grupos controle, nem

correlagdo de alelos especificos com niveis séricos de lipides.

2.5 O GENE DA APOE

O gene da apo E foi seqiienciado (PAIK et al., 1985), sendo mapeado (DAS et al.
1985) no cromossomo 19q13.2. Sua estrutura consiste de quatro exons, com muitas das
seqii€ncias codificadoras da proteina contidas no exon 4. No homem, o gene da apo E tem 3
alelos polimérficos. Os trés alelos E2, E3 e E4 codificam as 3 isoformas da apo E: E2 , E3 e
E4 (UTERMANN et al., 1977, UTERMANN et al., 1979; ZANNIS ¢ BRESLOW, 1981),

responsaveis por seis genotipos (E 2/2, E 2/3, E 2/4, E 3/3, E 3/4 ¢ E 4/4). Os produtos
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protéicos desses trés alelos diferem em um ou dois aminoécidos, quando se consideram os
residuos 112 e 158 (WEISGRABER ef al., 1981), na molécula de apo E, que contém 299
aminoacidos. A apo E3 tem Cys no sitio 112 e Arg no sitio 158, enquanto que a apo E2 tem
Cys e a E4 tem Arg em ambos os sitios. Além dos alelos comuns, mutag¢des raras nesse gene
tém sido relatadas (ZANNIS, 1986; WARDELL et al., 1987). A apo E também apresenta
variacdes secundarias, resultantes de diferentes quantidades de acido sidlico, adquiridas pos-

traducdio (ZANNIS et al., 1981 ; JAIN e QUARFORDT, 1979).

2.6 VARIABILIDADE DO GENE DA APO E

Os alelos da apo E podem ser genotipados pela isoeletrofocalizagio (UTERMANN et
al., 1979; ZANNIS et al., 1981) ou pela metodologia da PCR com a utilizag@o de enzima de
restrigdo especifica (HIXSON e VERNIER, 1990). Esse procedimento se baseia na
amplificagdio de uma regidio do gene apo E, que compreende a seqiiéncia codificadora dos
aminoacidos 91 até 165 da proteina apo E madura. Um oligonucleotideo € utilizado como
iniciador para amplificar o DNA que contenha as posigdes 112 e 158, referentes aos
aminoacidos que caracterizam as variagdes. A clivagem do DNA ¢é realizada com Hhal e os
produtos s@o separados em gel de poliacrilamida sob condig¢des n@o desnaturantes. O
reconhecimento ou néo da seqiiéncia GCG’C pela Hhal proporciona diferentes tamanhos de
fragmentos, resultantes da digestdo, permitindo que os individuos sejam genotipados pelas

possiveis combinag¢des (comprimento dos fragmentos de restrigdo em pares de base - bp):

E4=16,18,19,35,38,48 ¢ 72;
E3=16,18,35,38,48¢91;
E2=16,18,38,83¢91.
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As freqiiéncias desses trés alelos, em individuos de grupos controle € com DAC, em

diferentes grupos étnicos, de acordo com a literatura, sdo mostradas na tabela 6.

Tabela 6 - Freqiiéncias (%) dos alelos da apo E em individuos controle € com DAC, em
diferentes grupos étnicos, de acordo com a literatura.

Apo E

CAUCASOIDES E2 E3 E4 Grupo Referéncia
Alemanha 0,089 | 0,790 | 0,121 | DAC+

0,077 | 0,773 | 0,150 | DAC - | Utermann et al., 1984.
Franga 0,130 | 0,742 | 0,128 | DAC - | Boerwinkle et al., 1987.
Finlandia 0,041 | 0,733 | 0,227 | DAC — | Ehnholm et al., 1986.
Finlandia 0,034 | 0,676 | 0,293 | DAC+

0,076 | 0,750 | 0,174 | DAC - | Nieminen et al., 1992.
Estados Unidos 0,060 | 0,780 | 0,160 | DAC +

0,070 | 0,760 | 0,170 | DAC - | Marshall et al., 1994.
Franga 0,064 | 0,767 | 0,169 | DAC+

0,070 | 0,823 | 0,107 | DAC - | Régis-Bailly et al., 1996.
Italia 0,056 | 0,898 | 0,046 | DAC+

0,059 | 0,836 | 0,105 | DAC - | Corbo et al., 1997.
Estados Unidos 0,083 | 0,779 | 0,138 | DAC - | Pasagian-Macaulay et al., 1997.
Canada 0,050 | 0,820 | 0,130 | DAC - | Hegele et al., 1997.
Nova Guiné 0,146 | 0,486 | 0,368 | DAC — | Kamboh et al., 1990.
Brasil 0,080 | 0,770 | 0,150 | DAC+

0,030 | 0,790 | 0,180 | DAC - | Mansur, 1998.
ORIENTAIS
China 0,074 | 0,844 | 0,082 | DAC - | Evansetal., 1993.
China 0,076 | 0,875 | 0,049 | DAC - | Kaoetal., 1995.
Japdo 0,081 | 0,849 | 0,067 | DAC - | Utermann, 1987.
NEGROIDES
Estados Unidos 0,034 | 0,706 | 0,260 | DAC - | Kamboh et al., 1990.
Africa do Sul 0,077 | 0,553 | 0,370 | DAC — | Sandholzer et al., 1995.
AMERINDIOS
Estados Unidos - 0,816 | 0,184 | DAC - | Asakawa et al., 1985.
Brasil - 0,831 | 0,169 | DAC - | Marin et al., 1998.
(Amazonia)
ESQUIMOS
Alasca 0,020 | 0,787 | 0,193 | DAC - | Scheer et al., 1995.

A apo E liga-se aos lipides, & heparina e aos receptores das lipoproteinas. Portanto, a

apo E deve estar ligada na superficie da particula de lipoproteina para ser capaz de entregar a



26

lipoproteina ao receptor, deve ligar-se as HSPG (heparan sulfate proteoglicans-moléculas
semelhantes a heparina) para que o receptor LRP exerga sua fungdo, e deve interagir com o
receptor para a lipoproteina ser capturada (MAHLEY er al., 1988; MAHLEYe JI, 1999;
MAHLEY e HUANG, 1999).

A apo E tem maior afinidade pelo receptor da LDL que a propria LDL através da apo
B (INNERARITY e MAHLEY, 1978). A importancia fisiologica da interagdo da apo E com o
receptor de LDL foi demonstrada pela doenga genética Hiperlipoproteinemia do tipo III
(classificagdo de Fredrickson), devido a sua associagdo com a isoforma E2 (MAHLEY e
RALL, 1995, citado por MAHLEY e HUANG, 1999). Ficou demonstrado que a substitui¢éo
de um aminoécido € a responsavel pela ligacéo eficiente ou ndo, no receptor especifico
(RALL et al., 1982).

Estudos da estrutura molecular e atividade biolégica da apo E forneceram subsidios
para o entendimento do papel funcional que distingue as isoformas. A apo E tem dois
dominios estruturais, 2/3 amino terminais da molécula e 1/3 carboxi terminal, que sdo unidos
por uma regido em dobradica (WEISGRABER, 1994, citado por MAHLEY e HUANG,
1999). O dominio amino terminal é composto por 4 feixes em hélices e contém os sitios de
ligagdo com o receptor e com a heparina. O dominio carboxi terminal contém a regido de
ligacéo com os lipides.

A regido critica que determina a ligagdo da apo E aos lipides e lipoproteinas localiza-
se entre os aminoacidos 244 e 272. Também ha uma interagdo entre a Arg-61 e a Glu-255. Os
residuos de aminoacidos bésicos (136, 140, 142, 143, 145, 146, 147 e 150) sdo importantes
para a interagdo com a heparina e com o receptor. Portanto, variantes com mutagdes, que

afetam essas regides, influenciarfio no modo de captagdo das particulas pelos dois tipos de

receptores, LDL e LRP.



27

A apo E3, considerada a isoforma normal, possui Arg-158 ¢ a apo E2 possui Cys-158.
Essa substituigdo prejudica a ligagdo com o receptor LDL e secundariamente altera a
conformagéo da regido de ligagdo ao receptor envolvendo os aminoéacidos 136-150. Na apo
E3, a Arg-158 forma uma ponte salina com Asp-154. Na apo E2, entretanto, Asp-154 forma
uma ponte salina com Arg-150. A lateral na cadeia da Arg-150, a qual é parte da regido de
ligagdo ao receptor, € realocada dentro de um plano diferente, alterando o tamanho e a
orientagdio da regido de ligago ao receptor, interrompendo a ligagéio ao receptor (LALAZAR
etal., 1988). Os 4 feixes em hélices, que caracterizam o dominio amino terminal, n3o
diferem significativamente entre as trés isoformas, exceto no ambiente local do residuo 112
(Figura 3). A apo E3 possui Cys-112 e a cadeia lateral da Arg-61 parece esconder-se entre as
hélices 2 e 3. Na apo E2, a qual também possui Cys-112, a Arg-61 ocorre em orientagdo
similar. No entanto, a apo E4 tem Arg-112 que forma ponte salina com Glu-109, que re-
orienta a cadeia lateral da Arg-61 e a expde mais na superficie da molécula (MAHLEY e
HUANG, 1999). Como resultado dessa modifica¢do na apo E4, a Arg-61 estd mais disponivel
para interagir com Glu-255 no dominio carboxi terminal e altera profundamente a
conformagdo da proteina, distinguindo-a das apos E2 e E3. A interagdo desses dominios é
influenciada por essas diferengas, distinguindo as isoformas com respeito ao metabolismo

dos lipides.
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Figura 3 - Modelo da estrutura tridimensional dos dominios aminoterminais das apos E3
e E4. por cristalografia com raio X. (publicado por Karl H. Weisgraber. Gladstone
Institute of Cardiovascular Disease, Sdo Francisco. USA: retirado de MAHLEY e
HUANG, 1999).

Numerosos estudos mostraram influéncia da variagdo do gene da apo E nos niveis
plasmaticos dos lipides. Embora a distribui¢do das freqiiéncias alélicas da apo E seja
heterogénea entre as populagdes, o efeito desse gene € relativamente consistente: em média o
efeito do alelo E2 ¢ diminuir os niveis de colesterol no plasma e do alelo E4 ¢ aumenta-lo
(UTERMANN et al., 1979).

Baseando-se nos resultados de vérios estudos epidemiologicos, uma associagdo entre
genotipos de apo E e prevaléncia de DAC foi relatada por MENZEL ef al. (1983). Em virios
estudos. pacientes com DAC (ETO et al., 1988: DAVIGNON er al., 1988: EICHNER ef al..
1993) apresentaram uma freqiiéncia do alelo E4 aumentada, em relag¢do ao grupo controle; em
contraste o alelo E2 era o menos freqiiente nesse mesmo grupo com DAC.

Comprovou-se que 95% dos pacientes com Hiperlipidemia tipo Il

(Disbetalipoproteinemia familiar) apresentavam fenétipo E 2/2. No entanto. somente 5% dos
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individuos E 2/2 na populagdo geral desenvolvem a Hiperlipidemia tipo III. Aparentemente a
manifesta¢éo dessa doenca requer outros fatores adicionais tais como: hiperlipidemia familiar
combinada, hipercolesterolemia familiar, diabete melito, hipotiroidismo, obesidade,
deficiéncia de estrogenos, dieta com alto teor em gordura ou uso de certas drogas
(FREDRICKSON, 1975; MAHLEY e RALL, 1995, citado por MAHLEY e HUANG, 1999).
As freqiiéncias de Hiperlipidemia tipo III encontradas na populaggo geral variou de 0,01% a
0,10%.

Estudando familias, BOERWINKLE e SING (1987) estimaram que a variagdo do
gene da apo E foi responsavel por 12,5 % do total da varidncia poligénica nos niveis de CT.
Em seguida, BOERWINKLE e UTERMANN (1988) verificaram que o efeito da variagéo
desse loco sobre os niveis plasmaticos da apo E foi o oposto do observado em relagdo aos
niveis do CT. Com base nesses € em outros resultados, formularam um modelo para explicar
o efeito do gene da apo E no metabolismo lipidico e prognosticaram que esse efeito difere
entre as populagdes, pela diferenca na ingesta de gordura na dieta. De acordo com esse
modelo, diferengas entre os alelos na ligagdo com o receptor, retirada de quilomicrons e
subseqiiente regulagdio do receptor da LDL, sio responsaveis pelos efeitos observados nos
niveis de CT e risco para DAC.

Um estudo de DALLONGEVILLE et al. (1992), que incluiu amostras de 45
populagdes de 17 paises, analisou a relagdo entre os gendtipos da apo E e os niveis
plasméticos de CT, TG e HDL-C. Os individuos com gendtipo E 4/3 e E 4/4 apresentaram os
niveis de CT aumentados em rela¢do aos individuos E 3/2 ¢ E 2/2. Um grande nimero de
pesquisadores encontrou dados similares, em relagdo ao efeito dos genétipos da apo E sobre o
CT e a LDL-C (SING e DAVIGNON, 1985; ETO et al., 1988; EICHNER et al., 1990;

XHIGNESSE et al., 1991; XU et al., 1991; HALLMAN et al., 1991).
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2.7 O GENE DA ECA

O gene da enzima conversora da angiotensina I (ECA) foi clonado (SOUBRIER et al.,
1988), esta localizado no brago longo do cromossomo 17 (17g23), e sua estrutura apresenta

dois dominios altamente homologos e funcionais, sugerindo que ele é resultante de uma

duplicagdo génica.

2.8 VARIABILIDADE DO GENE DA ECA

Estudos a respeito do gene da ECA (RIGAT et al., 1992; TIRET et al., 1992)
mostraram um polimorfismo no intron 16, relativo a uma inser¢do de 287 pares de bases de
uma seqiiéncia Alu, caracterizando dois alelos: o alelo I correspondendo & presenga da
insergdo e o alelo D, a sua auséncia, resultando em trés genotipos (DD, II e ID). As
freqiiéncias dos alelos, em individuos controle € com DAC, em caucasoides € orientais, de
acordo com a literatura, sdo mostradas na tabela 7.

Os niveis da enzima ECA na circulagdo estdo associados com a variagdo do gene da ECA
(RIGAT et al., 1990; LINDPAINTNER et al., 1995). Os individuos homozigotos para o alelo D
tém, em média, niveis séricos da ECA duas vezes maiores que os individuos homozigotos para o
alelo I, sendo que os heterozigotos (ID) tém niveis séricos intermediarios (RIGAT et al., 1990).

A ECA circula no plasma e estd presente na superficie das células endoteliais. Tem

papel fundamental na homeostase da pressdo sangiiinea, hidrolisando a angiotensina I em
angiotensina II. A angiotensina I é um peptideo inativo, liberado apds clivagem do

angiotensinogénio pela a¢do da renina.
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Tabela 7 - Freqiiéncias (%) dos alelos do gene da ECA, em amostras de caucasoides e

orientais, com € sem DAC, de acordo com a literatura.

Grupo étnico (Pais) ECA
CAUCASOIDES I D Grupo Referéncia
Franga 0,406 0,594 DAC - | Rigat et al., 1990.
Irlanda 0,470 0,530 DAC +

0,500 0,500 DAC - | Cambien et al., 1992.
Franga 0,460 0,540 DAC +

0,330 0,670 DAC — | Cambien et al., 1992.
Noruega 0,520 0,480 DAC +
(homens) 0,430 0,570 DAC - | Bohn et al., 1993b.
EUA 0,425 0,575 DAC +

0,445 0,555 DAC - | Lindpaintner et al., 1995.
Inglaterra 0,396 0,604 DAC +

0,422 0,578 DAC - | Mattu et al., 1995.
Brasil 0,420 0,580 DAC +

0,390 0,610 DAC - | Mansur, 1998.
ORIENTAIS
Japdo 0,580 0,420 DAC +

0,640 0,360 DAC - | Oike et al., 1995.
Coréia 0,660 0,440 DAC +

0,580 0,420 DAC - | Hong et al., 1997.

A angiotensina II é um potente vasoconstritor € pode aumentar o crescimento da

musculatura lisa nos vasos, particularmente apds lesdo endotelial (WIEMER et al., 1991;

KATO et al., 1991; DAEMAN et al., 1991). Inibidores da ECA impedem essa proliferagdo

apds dano vascular (POWELL et al., 1989). A ECA também inativa a bradicinina, portanto,

inibidores da ECA ao mesmo tempo diminuem os niveis de angiotensina II e aumentam os

niveis de bradicinina. A bradicinina é um vasodilatador, que inibe a prolifera¢do das células

musculares lisas, podendo estimular a liberag&io de vasodilatadores endoteliais, incluindo o

0xido nitrico e as prostaciclinas (FARHY et al., 1992; PELC et al., 1991). O tratamento da

hipertensdo com inibidores da ECA leva a uma maior regressdo da hipertrofia ventricular

esquerda do que se atribui a redugdo da pressdo arterial sozinha (DAHLOF e HANSSON,

1992).
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Niveis teciduais (JAN DANSER et al., 1995) e circulantes de atividade da ECA estéo
sob forte controle genético (TIRET et al., 1992). Variagdes na pressdo sangiiinea, como a
hipertensdo, séo influenciadas por fatores genéticos e ambientais. A hipertensdo tem sido
considerada um dos principais fatores de risco para DAC (TRUETT et al., 1967).

Em alguns estudos, as médias da pressdo sangiiinea ndo apresentaram diferencas entre
os genotipos da variagdo da ECA (SOUBRIER e al., 1990; JEUNEMAITRE et al., 1992,
AALTO-SETALA et al, 1998). Em recente trabalho, discordando dos anteriores,
O’DONNELL et al. (1998) encontraram evidéncias de associagdo do loco da ECA com a
hipertensdo e pressdo sangiiinea diastdlica em homens, mas ndo em mulheres. A associagdo
positiva da hipertensdo foi com o genétipo DD e ID e da presséo sangiiinea diastélica com o
genotipo DD. Defendem a hipédtese de que o gene da ECA ou outro gene a ele ligado, é um
gene sexo-especifico candidato ao condicionamento da hipertensdo.

A variabilidade no gene que codifica a ECA foi correlacionada com risco para DAC
por CAMBIEN et al. (1992), ao mostrarem que o gendtipo DD era mais freqiiente em
individuos com IAM, considerados de baixo risco pelos critérios comuns, do que em seus
controles. Vérios estudos surgiram com o mesmo interesse, sendo que alguns confirmaram a
associagdo do alelo D com DAC (MATTU et al., 1995; OIKE et al., 1995), e outros discordaram
(LINDPAINTNER et al., 1995; HONG et al., 1997).

Uma importante distorgdo, provocada pela metodologia antiga da genotipagem (RIGAT et
al., 1992; SCHMIDT et al., 1993), segundo a qual os gendtipos DD foram superestimados, pode
justificar algumas das correlag¢des do alelo D com DAC, conforme SINGER et al. (1996).

Mais tarde, essa metodologia foi modificada por SHANMUGAM et al., (1993), os quais
observaram que, ao repetir a amplificacdo pelo método da PCR, em condi¢Ses levemente

diferentes, alguns individuos antes caracterizados como de gené6tipo DD, amplificavam como
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ID. Chegaram a conclus?o de que ocorre uma amplificago preferencial do alelo D em relagio
ao alelo I, no heterozigoto. Sugeriu-se realizar uma nova amplifica¢do, incluindo dois novos
iniciadores, com insergio especifica (hace 5a e hace 5c), para cada genétipo DD encontrado.
A reagéo produz um produto amplificado de 335 bp, somente na presenga do alelo I (ID e II)

conforme descrito por LINDPAINTNER et al. (1995).

2.9 O GENE DO FATOR V.

O loco do gene do fator V da coagulagdo (FS) foi mapeado no cromossomo 1 (1g21-
25) por WANG et al. (1988), citado por BERTINA et al., (1994). Alguns pesquisadores
verificaram uma mutaggo de ponto no exon 10 desse gene (BERTINA et al., 1994). Ocorre
uma substituigdo do nucleotideo Guanina (G) pela Adenina (A) na posi¢do 1691 e,
conseqiientemente, a troca do aminoacido Arg da posi¢do 506 (CGA) pelo aminoacido Gln
(CAA). Essa mutagdo é denominada FV de Leiden (FVL) ou FV Q506. Essas variagdes no
exon 10 séo detectadas apos amplificagdo do DNA gendmico e digestdo com a enzima Mnll.
Obtém-se fragmentos de 37, 82 e 104 bp para o alelo 1691G e fragmentos de 82 e 141 bp para

o alelo 1691A (RIDKER et al., 1995).

2.10 VARIABILIDADE DO GENE DO FATOR V
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A variagdo polimorfica FVL foi associada com a resisténcia a proteina C ativada
(APC), por DAHLBACK et al. (1993) e BERTINA ef al. (1994), sendo considerada a mais
prevalente causa genética de trombose venosa (RIDKER et al., 1995), ocorrendo de 20 a 60
% dos pacientes com trombofilia. Recentemente foi descrita uma associagdo entre FVL e
predisposi¢do aumentada para DAC prematura em mulheres (ROSENDAAL et al., 1997).

As freqiiéncias alélicas do gene do fator V, em caucasdides e amerindios, de acordo
com a literatura, encontram-se na tabela 8.

Um trabalho desenvolvido no Brasil por FRANCO et al. (1999) avaliou a prevaléncia
da muta¢do FVL em 4 grupos étnicos: 152 caucasoides, 97 negros africanos, 40 asiaticos
(descendentes de japoneses) € 151 amerindios. Ndo foi observada variagdo nos africanos e
asiaticos.

A freqiiéncia do alelo A (FVL) ¢é heterogénea em diferentes populagdes humanas,
contribuindo para diferengas étnicas e geograficas na prevaléncia de doengas tromboticas e

cardiovasculares.

Tabela 8 - Freqiiéncias (%) dos alelos do gene do fator V, em caucaso6ides e amerindios, com
e sem DAC, de acordo com a literatura.

Grupo étnico (Pais) Alelos
CAUCASOIDES G A* Grupo Referéncia
EUA 0,970 0,030 DAC - | Ridker et al., 1995.
Alemanha 0,909 0,091 DAC +

0,905 0,095 DAC - | Prohaska et al., 1995.
Alemanha 0,890 0,110 DAC +

0,920 0,080 DAC - | Mirzet al., 1995.
Australia 0,950 0,050 DAC +

0,960 0,040 DAC - | Van Bockxmeer et al., 1995.
Brasil 0,987 0,013 DAC - | Franco et al., 1999.
AMERINDIOS
Brasil 0,997 0,003 DAC - | Franco et al., 1999.

* A=FVL.
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3 OBJETIVOS

3.1 Verificar se ha diferengas entre um grupo de individuos com a doenga arterial
coronariana (DAC+) e o grupo controle (DAC-), quanto aos pardmetros bioquimicos que

avaliam o metabolismo lipidico.

3.2 Verificar as freqiiéncias alélicas, haplotipicas e genotipicas dos genes ou
marcadores das apolipoproteinas B e E, da enzima conversora da angiotensina I (ECA) e do

fator V da coagulagdo, correlacionando-as com a DAC.

3.3 Procurar identificar haplotipos e gen6tipos que sirvam como marcadores positivos

ou negativos da probabilidade de desenvolvimento da DAC em adultos jovens.



36

4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE PACIENTES

Foram selecionados pacientes com doenga arterial coronariana (DAC+) pertencentes
ao banco de dados da disciplina de Cardiologia, diagnosticados no maximo ha dois anos antes
desse estudo e com idade inferior a 56 anos. O resultado do teste de cineangiocoronariografia
no Servico de Hemodinidmica do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da USP -
Ribeirdo Preto (SP) foi confirmado pelo cardiologista responsavel. O grupo DAC+ foi
constituido de 116 pacientes (92 homens e 24 mulheres) com sindromes isquémicas agudas:
infarto agudo do miocéardio com angina instavel e infarto com coronarias afetadas ou normais.

O grupo controle (DAC-) foi constituido de 78 pacientes (26 homens e 52 mulheres),
com idade inferior a 56 anos, que foram submetidos a cineangiocoronariografia por motivos
de cardiopatia congénita ndo cianogénica ou de valvulopatias, € que apresentaram coronérias

normais nestes exames.

4.2 METODOS LABORATORIAIS

4.2.1 Analise dos lipides, lipoproteinas e apolipoproteinas

Foram coletados 10 mL de sangue total sem anticoagulante, apés 12 h de jejum. O
soro foi separado do codgulo para a determinagdo dos lipides, lipoproteinas e
apolipoproteinas. Os niveis de Colesterol total (CT) e Triglicérides (TG) foram obtidos

utilizando-se reagGes enzimaticas (Roche) em aparelho automatizado Cobas Mira S (Roche
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Diagnostic Systems). O nivel d¢ HDL-Colesterol (HDL-C) foi dosado no sobrenadante, apos
precipitagdo do soro com fosfotungstato-MgCl2 (Roche), pela mesma reagéo utilizada na
determinagdo do colesterol total. O teor de LDL-C foi estimado pela formula de Friedewald:
LDL-C = CT- [HDL-C + (TG/5)], segundo FRIEDEWALD et al., 1972, desde que TG
inferior a 400 mg/dL. Todas as analises bioquimicas acima descritas foram realizadas no
Laboratorio de Nutricdo do Hospital de Clinicas da USP-RP. As quantificagdes séricas das
apolipoproteinas e da lipoproteina Lp(a) foram realizadas pelo método de imunonefelometria

(Nephelometer Behring), no Laboratdrio Behring de Ribeiréo Preto.

4.2.2 Extrag¢sio do DNA

O DNA gendmico foi extraido dos leucocitos com o kit “Super Quick Gene”
(Analytical Genetic Testing Center, Inc.). Foram coletados 10 mL de sangue total com o
anticoagulante EDTA (1 mg/dL ) pelo sistema de coleta a vacuo. As amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm durante 20 minutos, o plasma foi removido e a fragdo contendo os
leucocitos foi transferida para outro tubo plastico cOnico com tampa e esterilizado.
Inicialmente adicionou-se a solugdo de lise de eritrocitos (diluida ImL em 10mL de agua
esterilizada) e o tubo permaneceu sob agitagdo leve durante 15 minutos. Em seguida foi
centrifugado a 2500 rpm, durante 20 minutos, sendo o sobrenadante desprezado e acrescidos
mais 3 mL de solugfo de lise de eritrdcitos com posterior eliminagio total, escorrendo o tubo
em gaze. Adicionaram-se entdo 1,5 mL da solugfio tampéo de lise de leucocito, agitando-se
até desfazer o pellet, deixando 30 minutos em banho-maria (BM) a 55°C. Foram adicionados
100 PL de SDS (duodecil sulfato de sodio) e 500 ML de solugdo precipitante de proteina,

seguindo-se forte agita¢cdo de 30 segundos, permanecendo 15 minutos em BM a 55°C. Os
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tubos foram centrifugados durante 20 minutos a 2500 rpm e o sobrenadante foi transferido
para outro tubo limpo onde foram acrescidos de 2 volumes de élcool etilico P.A. Misturou-se
suavemente para que o DNA fosse precipitado e, com uma pipeta Pasteur de vidro
esterilizada, o DNA foi retirado e colocado em tubo tipo eppendorf limpo e numerado. O
excesso de alcool etilico foi retirado, sendo acrescida agua milliQ (Millipore), cerca de 200 a
500 ML, proporcional ao teor de DNA. O tubo permaneceu durante uma noite em geladeira e
no dia seguinte foi homogeneizado sob agitagdo.

Procedeu-se a quantificagio do DNA, diluindo-se 5 ML da solugdo homogeneizada em
1000 ML de 4gua milliQ, em espectrofotdmetro com um comprimento de onda UV de 260 nm,
usando-se cubeta de quartzo e zerando-se o aparelho com agua milliQ. A densidade ética,
obtida em cada leitura das amostras, foi anotada para calcular qual a dilui¢do a ser realizada

em cada amostra para atingir a concentragdo final de 0,1 Hg/ML.

4.2.3 Analise da variabilidade do DNA

As variagdes do DNA foram analisadas de acordo com procedimentos descritos na
literatura, seguindo-se os protocolos: Apo B-VNTR, Apo B-Xbal; Apo B-EcoRI e Apo B-
ins/del peptideo sinal (RENGES et al., 1992); Apo E (HIXSON et al., 1990); ECA-INS/DEL
(SCHMIDT et al., 1993) e ECA-INS (LINDPAINTNER et al., 1995); exon 10 do gene do

Fator V (RIDKER et al.,, 1995).

4.2.3.1 Preparo dos Reagentes
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O preparo dos reagentes e aqueles que foram adquiridos e utilizados serdo descritos a
seguir.
1) Preparo da solugéo tampéo TEB 10X:
Acido bérico 55 g/L
TRIS 108 g/L
EDTA dissédico 93g/L (pH=1.8)
Solugdo 1X: dilui¢do 1:10 (100ml de tampdo TEB 10X completa para 1000ml de agua).
2) Preparo da agarose 1,5%
1,5 g de agarose diluida em 100 mL de tampdo TEB 1X.
3) Preparo do gel de acrilamida
Prepara-se a solugdo concentrada de acrilamida (40%) para ser utilizada no preparo do gel,
de acordo com a concentragéo desejada (4%, 6% ou 8%).
Acrilamida 40%:
Acrilamida 38¢g
Bis-acrilamida 2g

Diluir em 100 ml de 4gua milliQ, filtrar e guardar em geladeira.

Poliacrilamida a 4% Poliacrilamida a 6% Poliacrilamida a 8%

Agua destilada 32mL | Agua destilada 30 mL | Agua destilada 28 mL
TEB 10X 4ml |TEB 10X 4mL |TEB 10X 4 mL
Acrilamida 40% 4 mL | Acrilamida 40% 6 mL | Acrilamida 40% 8 mL
Persulfato de aménio 220 ML | Persulfato de Aménio 220 ML | Persulfato de Amdnio 220 ML
TEMED 22 B | TEMED 22 4L | TEMED 22 ML

TEMED (N,N,N’,N’Tetrametiletilenodiamina; T-8133 Sigma).
Persulfato de amédnio 0,25%.
VNTR = Acrilamida 4%-uréia 7 M.

4) Preparo dos corantes
- Ficoll 15%: 15g Ficoll em 100 mL de 4gua milliQ.

- Azul de bromofenol (BF) 0,25% (250 mg de corante) + Ficoll 15%.
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- Xileno Cianol (XC) 0,25% (250 mg de corante) + Ficoll 15%.

Os corantes foram preparados fazendo-se primeiro a solu¢éio de Ficoll em agua (15g para
100 ml de agua). Em seguida pesam-se 250 mg do XC ou 250 mg de BF para 100 ml da
soluggo de Ficoll.

- Formamida: soluggio de Formamida 95% em agua milliQ + 20mM EDTA (pH 8,0)

+ 0,05 mg/mL de Xileno Cianol FF + 0,05 mg/mL de Azul de Bromofenol.

5) Preparo da revelagdo para os fragmentos de VNTR
a) Fixador — em agitador 25 minutos (100 mL de etanol + 5 mL de acido acético e 900 mL
de agua destilada).
b) Solucéio de prata — em agitador 25 minutos (0,2 g de prata para 150 ml de agua
destilada).
c¢) Agua destilada - em agitador 2 minutos.
d) Revelador - em agitador até aparecerem fragmentos (30g de hidréxido de sédio, 3 mL

de formaldeido em 1L de agua destilada).

6) Tampao 10X para reagdo da PCR: 100 mM Tris-HCI pH 8,5, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2,

Img/mL de Albumina bovina (BSA DNA free - Pharmacia Biotech 2781501).

7) Tampdo OPA 10X: 100 mM Tris-acetato (pH 7,5), 100 mM acetato de magnésio, 500 mM

acetato de potassio. Diluir 1X para utilizar no processo de digestgo.

8) Tampéo NE2: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT em pH 7,9,

acrescidos de 100 Mg/mL de albumina bovina (BSA, Biolabs).
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4.2.3.2 Amplificagdo do DNA

A metodologia da PCR foi utilizada para amplificar os segmentos desejados. Os
oligonucleotideos empregados como iniciadores foram produzidos em um sintetizador
(Applied Biosystems 391 DNA Synthesizer), ou foram adquiridos da GIBCO BRL, e as suas

seqiiéncias encontram-se na tabela 9.

Tabela 9 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na metodologia da PCR.

VARIAVEL INICIADORES Referéncia
Apo B-VNTR | 5° | 5’ATGGAAACGGAGAAATTATG 3’ Renges et al, 1992.
3’ | CCTTCTCACTTGGCAAATAC 3’
Apo B- Xbal 5’ | GGAGACTATTCAGAAGCTAA Y Renges et al , 1992
3’ | GAAGAGCCTGAAGACTGACT 3’
Apo B-EcoRI 5’ | CTGAGAGAAGTGTCTTCGAAG 3’ Renges et al , 1992.
3’ | CTCGAAAGGAAGTGTAATCAC ¥’
Apo B-ins/del | 5° | 5CAGCTGGCGATGGACCCGCCGA 3’ Renges et al , 1992
3’ | ’ACCGGCCCTGGCGCCCGCCAGCA 3
Apo E 5" | 5 ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC 3’ | Hixson e Vernier, 1990
3’ | TAAGCTT GGCACGGCTGTCCAAGGA 3’
ECA-INS/DEL | 5° | 55CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT 3’ Schmidt et al, 1993.
3’ | ’ATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT 3’
ECA-INS 5’ | TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC 3’ Lindpaintner et al , 1995.
3’ | TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA 3’
Fator V 5’ | ’ACCCACAGAAAATGATGCCCAG 3’
3’ | STGCCCCATTATTTAGCCAGGAG 3’ Ridker et al , 1995

Todas as amplificagdes do DNA genémico foram realizadas com base no método
descrito por SAIKI et al (1988), adaptado para uma mistura de reagdo com volume final de 25
HL. Para cada reago preparamos uma mistura contendo:
® 2,5MHL de Tampdo de PCR para 25uL de volume final de reagso.
® 5,0 ML de Iniciadores (2,5 MM de cada oligonucleotideo iniciador - tabela 9). O iniciador

liofilizado é diluido em 1000 ML de 4gua milliQ, homogeneizado, € retiram-se 10 ML para serem
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diluidos em 990 ML de 4gua milliQ. Em seguida faz-se a leitura no espectrofotdmetro em 260
nm, e a D. O. obtida ¢ multiplicada por 100 (dilui¢fio) e por 33 (concentragio de DNA em 1 ML),
obtendo-se a quantidade de DNA em Hg/ML. Esse resultado ¢ multiplicado por 1000 e dividido
pelo PM do oligonucleotidio, o que resulta em x M em 1000 PL. Como trabalhamos com 2,5
MM, retira-se o volume correspondente para essa concentrago.

® 2,0 HL de dNTP (10 ML de cada dNTP diluidos em 960 ML de 4gua milliQ, sendo a
concentragdo final do volume pipetado de 200 M de cada nucleotideo).

® 0,2 BL de Taq DNA polimerase (frasco com 5 U/ML - Pharmacia Biotech, e utilizamos 1U
para cada reagdo).

Agua milliQ para completar o volume final de 25 PL.

O DNA gendmico de cada paciente foi acrescido a essa mistura na concentragéo de 0,1
Mo/, de DNA e homogeneizado em tubo tipo eppendorf. As reagdes foram conduzidas em um
equipamento automatizado Perkin Elmer/GeneAmp PCR System 2400.

As amplificagdes foram realizadas em ciclos programados de acordo com os
protocolos descritos na tabela 10. Todos foram submetidos inicialmente a uma pré-PCR a 94°
C por 5 minutos, extensdo final a 72° C por 7 minutos e resfriamento a 4°C para interromper a
reacao.

Apds o término do processo de amplificaggo, a ocorréncia ou ndo de amplificagdo foi
avaliada em gel de agarose a 1%, em um sistema de eletroforese horizontal. O gel foi preparado
com 1 g de agarose em tamp&o TEB 1X, a agarose foi aquecida em um forno de microondas,
durante aproximadamente 1 minuto para solubilizagio. ApoOs resfriamento parcial do gel,
adicionaram-se 3 ML de brometo de etidio 1,5% (1,5 g de brometo de etidio em agua milliQ),

depositou-se o gel em um suporte de acrilico para eletroforese. Solidificado o gel, aplicaram-se
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as amostras: 5 ML de produto da PCR misturado com 3 ML do corante (15g de Ficoll; 100 ml de
dgua milliQ em 250 mg Xileno Cianol ou 250 mg de Azul de Bromofenol), 3 ML de um
marcador de tamanho de DNA. A separagdo eletroforética foi realizada a 100V, durante
aproximadamente 45 minutos. As bandas de DNA foram visualizadas sob luz UV confirmando a
presenca e intensidade da amplificagdo. Quando ndo houvesse produto da amplificagdo ou esse

fosse de baixa intensidade, repetia-se o procedimento da PCR.

Tabela 10 - Ciclos programados para a amplificagdo do DNA genomico.

GENE Temperatura (tempo) ciclos
Apo B Xbal 92" (1) 58" (5) 35
EcoRI 92° (1) 58° (5% 35
ins/del 94° (1) 66° (1°30”) 35
Apo E 94" (307 65 (2)) 40
Apo B VNTR 94" (257 587 (1) 72°(2) 35
ECA INS/DEL 94" (1) 58" (1) 727 (2°) 30
ECA INS 94" (307 67 (457 727 (2) 35

Fator V 93° (1) 50° (307) 72°(2) 35
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4.2.3.3 Identificagdo dos produtos da PCR

As identificagdes dos produtos da PCR foram realizadas por andlise direta ou apds

restri¢do enzimatica.

A) Anélise direta

Os produtos amplificados foram analisados diretamente em um sistema de eletroforese
horizontal ou vertical, de acordo com o tamanho de seus fragmentos.

O sistema de eletroforese horizontal utilizado foi produzido em acrilico na USP, € o
vertical foi o Protean II da BioRad. A fonte de energia utilizada foi da Pharmacia Biotech
(Electrophoresis Power Supplied EPS 600).

Utilizou-se um marcador de tamanho molecular de DNA, aproximado em pares de bases
ao fragmento a ser analisado e de acordo com o suporte da eletroforese. Para a agarose
aplicaram-se 3 pL. de um marcador ®X-174-RF DNA Hinc Digest (Pharmacia) com os seguintes
fragmentos em pares de base: 1057, 770, 612, 495, 392, 345, 341, 335, 297, 291, 210, 162, 79,
acrescidos de 4 puL do corante XC.

Quando o processo envolvia gel de acrilamida e os fragmentos diferenciavam-se por um
pequeno nimero de pares de bases, utilizivamos 3 pL. do marcador pBr 322 DNA (Biolabs) que
apresentava os seguintes fragmentos: 622, 527, 404, 307, 242, 238, 217, 201, 190, 180, 160, 147,
123, 110, 90, 76, 67, 34, 26, 15 e 9, acrescidos de 4 a 5 pL de corante BF. Na tabela 11,

encontramos um resumo do que foi realizado.
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Tabela 11 - Informagdes a respeito da identificagdo direta dos fragmentos em eletroforese.

Gene Fragmentos Gel Corante Voltagem Tempo
amplificados (pb) 2 (horas)
Apo B ins/del 93 ou 84 Acril.8% 4 uL BF 150 2
VNTR 450-800 Acril.4% e 12uL 250 12
Uréia 7TM Formamida
ECA INS/DEL 490 ou 190 Agarose 1,5% 4 uL XC 100 1
INS 335 Agarose 1,5% 4 uL XC 100 1

As variagles foram visualizadas apds corrida eletroforética em gel de agarose ou de
poliacrilamida (variando a concentragdo da agarose e da acrilamida, tamp&o, tempo e voltagem),
com brometo de etidio em luz U.V., sendo a placa fotografada em seguida.

A identifica¢do dos fragmentos do 3°’VNTR do gene da apo B foi diversa das demais
e a descrevemos a seguir: o gel de poliacrilamida foi preparado com uréia e as cavidades de
aplicagdo foram lavadas com agua imediatamente para nfo haver depésito, € novamente na
hora da aplicag&o.

Ap6s a aplicagdo, utilizou-se a solugdo corante de formamida na propor¢do de 12 ul e
5 pl do produto de PCR. Usaram-se quatro marcadores € um branco da reagdo, com corrida
eletroforética durante a noite, obedecendo-se um dos seguintes procedimentos: 250 V/12
horas; 230 V/13 horas; 214 V/14 horas; 200 V/15 horas.

As seqiiéncias ricas em A - T contém de 14 a 16 bp e a nomenclatura utilizada foi a
original de LUDWIG et al. (1989). Utilizaram-se controles cedidos pelo Dr. James E. Hixson
(Southwest Foundation for Biomedical Research, San Antonio, USA). Essa nomenclatura,

seguida do niimero de repeti¢des das seqiiéncias de pares de bases, € a seguinte:

5=20 9=28 13 =36 17=44 21=52
6=22 10=30 14 =38 18 =46 22=54
7=24 11=32 15=40 19=48 23 =56

8§=26 12=34 16 =42 20=50 24 =58
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As figuras de 4 a 7 mostram as placas de gel de agarose ou de poliacrilamida. referentes a

Apo B e ECA.

Figura 4 - Variagoes do peptideo sinal do gene da apo B. Separagéo eletroforética do produto
da PCR em gel de poliacrilamida 8%. Das posi¢des 1 a 8 sdo mostrados: del/del.
ins/del, ins/del, ins/ins, ins/ins, ins/ins, del/del e marcador de tamanho de DNA (pBr).

36 pb

| 2 3 1 5 6 7

Figura 5 - Variacdes do 3’VNTR do gene da apo B. Separagio eletroforética do produto da
PCR em gel de poliacrilamida, 4% - uréia 7M. Das posi¢des 1 a 7 sdo mostrados:
genotipos 48/46, 36/30, 36/32. 48/38. marcador de tamanho de DNA, 50/36 e 44/36.
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490 pb

190 pb

Figura 6 - Variagdes do gene da ECA (INS/DEL). Separacdo eletroforética do produto da PCR
em gel de agarose 1,5%. Das posigdes 1 a 8 sdo mostrados: marcador de tamanho de
DNA (X-174). D/D, D/D. V1, I/D, D/D. I/l e I/l

335 pb

Figura 7 - Variac¢des do gene da ECA (INS). Separagéo eletroforética do produto da PCR em
gel de agarose 1.5%. Sdo mostrados: 1- marcador de tamanho de DNA (X-174).2 ¢ 3
-INS/INS ou INS/DEL (fragmento de 355 pb) e 4 a 7 - DEL/DEL (auséncia).
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B) Analise por restrigdo enzimatica

As informagdes sobre os produtos amplificados, que foram submetidos ao processo de
digestdo, com as respectivas enzimas de restri¢do, encontram-se de maneira resumida na tabela
12.

Utilizando-se como exemplo o processo de digestdo para a apoB Xbal, preparou-se
um mistura de 5 U de Xbal e 8 pL de tampdo OPA (1X) em banho de gelo e foram acrescidos
10 pl do produto da PCR. Apés homogeneizagdo, essa mistura foi colocada em BM a 37°C
por 3 horas.

Decorrido o tempo de incubagdo, misturou-se todo o produto da digestdo com SuL de
corante XC e aplicou-se em uma placa de eletroforese horizontal com agarose € 3 ML de
brometo de etidio 1,5%. Aplicaram-se também 5 pL. de um marcador de tamanho molecular
X-174, ¢ 5 pL de um produto de amplificagdio sem digestdo, acrescidos de 5 pL do corante
XC.

Quando precisavamos diferenciar fragmentos com niimeros de pares de base proximos,
utilizivamos o marcador pBr 322 DNA (Biolabs), acrescido de 4 a 5 pL de corante BF. Na
tabela 13, encontramos um resumo dos procedimentos.

O sistema de eletroforese vertical foi o Protean II da BioRad e a fonte da Pharmacia

Biotech (Electrophoresis Power Supplied EPS 600).

Tabela 12 - Informagdes a respeito dos processos de digestdo enzimatica.

DIGESTAO
Enzimas Tamp3o Temperatura Tempo Fragmentos (pb)
Gene 5U 8 uL em BM Horas Inicial Resultantes
Apo B Xbal Xbal OPA 37C 3 710 433 +277
EcoRI  EcoRI ~ OPA 37°C 3 480 253 +227
Apo E Hhal OPA 37C 4 244 91+83+72
Fator V Mnll NE2 50 C 3 223 104+82+37
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Tabela 13 - Informagdes a respeito do processo de eletroforese.

Separagdo eletroforética

Gene Corante Gel Voltagem Tempo
(SuL) (V) (horas)
Apo B Xbal XC Agarose 1,5% 100 1:00
EcoRI BF Acril.6% 180 2:30
Apo E BF Acril.6% 250 2:00
Fator V BF Acril.8% 150 2:30

As variagdes foram visualizadas apos corrida eletroforética em gel de agarose ou de
poliacrilamida, com brometo de etidio em luz U.V., sendo a placa fotografada em seguida.

Os dados foram armazenados em planilha do EXCEL para analise posterior.

As figuras de 8 a 11 mostram as placas de gel de agarose ou de poliacrilamida, referentes

aos genes da Apo B (Xbal e EcoRI), da Apo E e do Fator V.

710 pb
433 pb

277 pb

Figura 8 - Variagdes Xbal do gene da apo B. Separagio eletroforética do produto da PCR e
fragmentos de restrigdo em gel de agarose 1,5%. Das posi¢des 1 a 7 sdo mostrados:
marcador de tamanho de DNA (X-174), X-X—-, X+X+, X+X+, X+X+, X+X- e
produto da PCR sem digestao.



480 pb

253 pb
227 pb

Figura 9 - Variagdes EcoRI do gene da apo B. Separagdo eletroforética do produto da PCR e
fragmentos de restrigdo em gel de poliacrilamida 6%. Das posi¢oes 1 a 6 sdo
mostrados: produto da PCR sem digestdo, E+E—, E+E+, E+E—, E+E—, marcador de
tamanho de DNA (pBr).

LT 11

91 pb
83 pb
72 pb

48 pb
38 pb

Figura 10 - Variacdes do gene da apo E. Separagdo eletroforética do produto da PCR e
fragmentos de restrigdo em gel de poliacrilamida 6%. Das posi¢des 1 a 8 sdo
mostrados: marcador de tamanho de DNA (pBr), 2/2. 2/3. 2/4. 3/3, 3/4, 4/4 ¢
produto da PCR sem digestao.



223 pb

104 pb

82 pb

37 pb

1 2 3 4 S 6 3 8

Figura 11 - Variagoes do gene do fator V. Separagio eletroforética do produto da PCR e
fragmentos de restricdo em gel de poliacrilamida 8%. Das posi¢oes 1 a 8 sdo
mostrados: marcador de tamanho de DNA (pBr), GG, GG. GG, AG, AG, GG ¢
produto da PCR sem digestéo.
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4.3 METODOS NUMERICOS

Para as comparag¢des de médias entre os grupos DAC+ e DAC- foram utilizados, de
acordo com as situagdes, o teste t de Student ou o teste Mann Whitney U (nfo paramétrico).

Os teste ANOVA MANOVA e Kruskal-Wallis ANOVA (ndo paramétrico) foram
utilizados para as analises de variancias.

As freqiiéncias alélicas foram estimadas pela contagem dos genes. O teste do x2 foi
utilizado para comparar freqiiéncias alélicas e genotipicas entre os grupos DAC+ e DAC—, e
verificar se as freqiiéncias genotipicas estavam de acordo com o esperado pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Os haplétipos e suas freqiiéncias, bem como o desequilibrio de ligagéo, foram
determinados pelo programa ARLEQUIN (versdo 1.1; EXCOFFIER et al., 1997).

A razdo de chance (odds ratio) foi calculada segundo HOSNER ¢ LEMESHOW,

(1989).
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S RESULTADOS

5 1 DESCRICAO GERAL DA AMOSTRA

A amostra estudada foi de 194 individuos As distribui¢des dos individuos por sexo,

cor e fatores de risco para doenga arterial coronariana (DAC) estdo descritas na tabela 14

Tabela 14 - Distribuigbes de frequéncias por sexo, cor e fatores de risco para DAC,
encontradas nos individuos diagnosticados com DAC (DAC+, N = 116) e sem
DAC (DAC-, N = 78) pela angiografia

Total DAC+ DAC -

VARIAVEIS N (%) (%)
SEXO Homens 118 78 22
Mulheres 76 32 68
COR brancos 154 59 41
Mulatos + negros 40 63 37
FATORES HA presente 116 62 38
DE ausente 78 38 62
RISCO DM presente 24 75 25
ausente 170 58 42
TAB presente 105 77 23
ausente 89 39 61
HF presente 55 65 35
ausente 139 58 42

N ( mimero de individuos); HA (hipertensdo arterial), DM (diabete melito),
TAB (tabagismo), HF (hipercolesterolemia familiar)

O teste x* indicou diferenga significativa apenas para as anilises de sexo oy =
41,38, p < 0,001) e dos fatores de risco HA (3% = 10,42, p< 0,01) e TAB (x*x) = 28,66, p <

0,001), quando se compararam os grupos DAC+ e DAC-
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Os individuos do grupo DAC+ apresentaram idade média de 43,7 + 6,7, variando de
19 a 56 anos, e os individuos do grupo DAC—, 44,5 + 7,0, variando de 19 a 56 anos. Os dois
grupos estudados ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa pelo teste t,
quando essas médias foram comparadas.

As distribuigdes de frequéncias de idade encontradas nos grupos DAC+ e DAC- estdo

ilustradas na figura 12.

EDAC +

Freqiiéncia (%)
cnon 3R YK

Figura 12 - Distribui¢Ges de frequéncias de idade, encontradas nos grupos DAC+ (N = 116) e
DAC- (N =178).

5.2 NIVEIS SERICOS DE LIPIDES, LIPOPROTEINAS E APOLIPOPROTEINAS NOS

GRUPOS ESTUDADOS

As médias (+ desvio padrdo) das concentragdes séricas dos lipides, lipoproteinas,
apolipoproteinas e relagdo apo B/apo A-I dos individuos dos grupos DAC+ e DAC- estéo

relacionadas na tabela 15. Os niveis de triglicérides (TG), Lipoproteina (a) [Lp(a)],
apolipoproteina E (apo E) e relagdo apo B/apo A-I ndo apresentaram distribui¢do normal de

acordo com o teste de Kolmogorov -Smirnov. Foi utilizado o teste t de Student e teste de
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Mann Whitney U (ndo paramétrico) sempre que indicados para comparar os valores das

médias das variaveis analisadas entre os grupos DAC+ e DAC-

Tabela 15 - Meédias (= DP) dos niveis séricos (mg/dL) de lipides, lipoproteinas,
apolipoproteinas e relagio apo B/apo A-I nos grupos DAC+ ( N =109 ) e

DAC- (N =178).
Média + DP p
Variavel DAC + DAC - GL Teste t Mann-Whitney U
Colesterol total 207 £52 177 £ 42 185 <0,001
Tnghcéndes 163 + 105 117 £ 69 185 <0,001
HDL-Colesterol * 39+ 13 44+ 15 184 <0,05
LDL-Colesterol ** 136 £ 41 108 + 34 182 <0,001
Lipoproteina (a) 52 + 48 34+31 185 <0,05
Apoproteina B 146 £41 109 + 32 185 <0,001
Apoproteina A-I 137+ 34 139 £ 35 185 = 0,700
Apoproteina A-II 32+9 27+8 185 <0,001
Apoproteina E 43+17 3,5+14 185 <0,01
Relagio apo B / apo A-I 1,1£05 0,82 +0,3 185 < 0,001

GL- graus de liberdade, * (N = 186); ** (N = 184).

As comparacdes das médias das variaveis Colesterol total (CT), TG, HDL-Colesterol

(HDL-C), LDL-Colesterol (LDL-C), Lp (a), apolipoproteina B (apo B), apolipoproteina A-II

(apo A-II) e a relagdo apo B/apo A-l, entre o grupo DAC+ e o grupo DAC-, apresentaram

diferencas estatisticamente significativas, enquanto que somente as médias da variavel apo

A-I nfio diferiram entre os dois grupos estudados.
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53 NIVEIS SERICOS DE LIPIDES, LIPOPROTEINAS E APOLIPOPROTEINAS DE

ACORDO COM O SEXO NOS GRUPOS ESTUDADOS

As médias (+ DP) de lipides, lipoproteinas, apolipoproteinas e relagio apo B/apo A-I

nos grupos, classificados por sexo, sdo apresentadas na tabela 16.

Tabela 16 - Médias (+ DP) dos niveis séricos dos lipides, lipoproteinas, apoproteinas e relagio
apo B/apo A-I em pacientes nos grupos DAC+ e DAC —, classificados por sexo.

DAC + DAC -

VARIAVEIS HOMENS MULHERES TOTAL HOMENS | MULHERES TOTAL
(mg/dL) (0=86) @=23) ©=109) | (@=26) (@=52) (0=78)
Colesterol total 206 + 53 210 £ 47 207+52 | 176 £57 177 £32 177 + 42
Trglicérides 167 £112 149 + 73 163 + 105 119+ 74 115 £ 66 117 £ 69

HDL-Colesterol * 38+13 41 +11 39+13 40+ 13 46 + 15 44+ 15
LDL-Colesterol ** 136 + 44 139 £ 32 136 + 41 108 +42 108 + 30 108 + 34

Lipoproteina (a) 51+48 52+44 52+£48 42 + 38 30+25 34+31
Apoproteina B 147 + 41 140 + 37 146 + 41 112 +40 108 + 28 109+ 32
Apoproteina A-I 136 £ 36 139+ 30 137+ 34 127 £ 40 145 +£32 139+ 35

Apoproteina A-II 32+9 2919 32+9 27+8 27+7 27+8

Apoproteina E 42+1,5 46+20 |43+17 3,114 3714 [35%14
Relag#io apo B/apo A-I 1,1+0,5 1,0+0,3 1,1+0,5 0,9+0,4 0,8+0,3 0,8+0,3

n - namero de individuos, * (N = 186), ** (N = 184).

Considerando-se como fontes de variagdo' grupo, sexo, € a interagdo entre grupo e
sexo, a analise de varidncia indicou, com relagio aos dados da tabela 16, que as médias
diferem apenas entre os grupos, para todas as variaveis, com excegdo do HDL-C e da apo A-1.

Assim, sexo e a interagdo entre grupo e sexo ndo influenciaram nesses dados.



57

54 ANALISE DA VARIABILIDADE DOS GENES DA APO B, DA APO E, DA ENZIMA
CONVERSORA DO ANGIOTENSINOGENIO-I E DO FATOR V EM RELACAO A

DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

As variagdes dos 4 genes estudados serdo apresentadas através de tabelas e figuras que

se referem aos gen6tipos e alelos obtidos com as metodologias empregadas

Tabela 17 - Frequiéncias dos gendtipos da apo B (Xbal, EcoRl; ins/del), da apo E, da ECA e
do fator V nos grupos DAC+ (N =114 ) e DAC- (N = 78), com comparagdes
entre os dois grupos por x>

Freqiiéncias (%)
Gendtipos | DAC + DAC — GL *(p)
+H+ 0,158 0,180
Xbal |  +- 0,456 0,564 2 | 3,54(0,17)
—/— 0,386 0,256
Apo B +H+ 0,620 0,600
EcoRI|  +- 0,345 0,360 2 0,07 (0,96)
—/— 0,035 0,040
del /del 0,060 0,110
ins/del | ns /del 0,440 0,490 2 3,01 (0,22)
ins /ins 0,500 0,400
2/2 0,000 0,013
2/3 0,090 0,064
Apo E 2/4 0,010 0,013
3/3 0,635 0,700 5 4.43 (0,49)
3/4 0,240 0,210
4/4 0,025 0,000
D/D 0,340 0,320
ECA I/D 0,470 0,526 2 0,72 (0,70)
11 0,190 0,154
Fator V (1691) G/G 0,950 0,970 1 0,82 (0,36)
A/G 0,050 0,030

Analisando os genétipos (tabela 17) da apo B (Xbal, EcoRI e mns/del do peptideo

sinal), da apo E, da ECA e do fator V, nd3o encontramos diferenca estatisticamente
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significativa nas frequiéncias dos dois grupos estudados (DAC+ e DAC-), quando comparadas
por testes x°.

Quando se compararam os genotipos dos grupos DAC+ e DAC-, para os 4 locos
mencionados nota-se que a diferenga mais proxima do nivel de significancia de 5% foi
observada para o loco da apo B, quando o polimorfismo Xbal ¢ analisado (tabela 17). Assim,
esses genotipos foram agrupados para testar se a presenga ou auséncia de um determinado
alelo poderia ser considerada como marcadora para a DAC. As frequéncias dos genotipos
Xbal, com presenga ou auséncia dos alelos X+ e X- nos grupos DAC+ e DAC- estdo
representadas na figura 13. Note-se que, comparamos Xbal —/— com os demais genotipos e,

também, Xbal +/+ é comparado com os demais.

Polimorfismo de Xba I da apo B

'DDAC+

- BDAC-
é |

8

2

<

g

w

X +/+ou +/- X /- X /- ou +/- X +/+
Gendtipos

Figura 13 - Frequéncias (%) de genotipos Xbal da apo B com presenga ou auséncia dos alelos
X+ e X- nos grupos DAC+ e DAC—.

As frequiéncias de genotipos com presenga do alelo X+, quando comparadas com sua
auséncia (x2(1,= 3,50; p = 0,061), ndo diferem entre os grupos DAC+ e DAC—, pelo teste )(2.
Da mesma forma, as freqiiéncias de genotipos com presenga do alelo X—, quando comparadas
com sua auséncia (x’)= 0,16, p = 0,693), também ndo diferem entre esses grupos. Nao foi

encontrada nenhuma diferenga significativa nessas comparagdes realizadas, entretanto o valor
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do x* na primeira comparagio (X~/~ com o0s demais) esta proximo do nivel de 5% de
significancia.

Analisando os genétipos da apo E sem o alelo E4 (2/2, 2/3, 3/3) e com o alelo E4 (2/4,
3/4, 4/4), ndo encontramos diferenga estatisticamente significativa nas frequéncias dos dois
grupos estudados (DAC+ e DAC-), quando comparadas por teste %> (1= 0,53, p = 0,468).

As frequéncias alélicas dos polimorfismos dos genes da apo B, apo E, ECA e fator V,
nos grupos DAC+ e DAC-, sdo mostradas na tabela 18 Em todos os casos, quando
comparamos as frequéncias nos dois grupos, pelo teste x>, ndo notamos diferenca

significativa.

Tabela 18 - Freqiiéncias (%) dos alelos dos genes da apo B (Xbal, EcoRl, ins/del peptideo
sinal), apo E, ECA (I/D) e fator V nos grupos DAC+ e DAC-, comparadas por %

GRUPOS

ALELOS DAC + DAC - GL pa()
Apo B X+ 0,386 0,462

X- 0,614 0,538 1 2.18 (0,14)

E+ 0,793 0,782

E- 0,207 0,218 1 0,07 (0,79)

del 0,280 0,359

ns 0,720 0,641 1 2,70 (0,10)
Apo E E2 0,048 0,052

E3 0,800 0,838

E4 0,152 0,110 2 1,38 (0,50)
ECA D 0,574 0,583

I 0,426 0,417 1 0,03 (0,85)
FV 1691G 0,974 0,987

1691A 0,026 0,013 1 0,80 (0,37)
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As frequéncias alélicas do 3’VNTR do gene da apo B, nos grupos DAC + e DAC-,

s30 mostradas na tabela 19.

Tabela 19 - Frequéncias alélicas do polimorfismo do 3°’VNTR do gene da apo B, nos grupos

DAC+ e DAC-
DAC + DAC -

Alelo N (%) N (%)
<ou=30 18 1,7 14 8,9
32 15 6,5 9 58
34 56 24,1 26 16,7
35 2 0,9 1 0,6
36 61 26,3 60 384
38 16 7,0 7 4,5
40 7 3,0 4 2,5
42 8 3,5 2 1,3
44 4 1,7 6 3,9
46 27 11,6 14 9,0
48 17 73 10 6,4
50 1 0,4 3 1,9

N- nimero de cromossomos

Nas comparagdes entre os dois grupos, pelo teste do 2, com relagiio aos alelos do

3’VNTR do gene da apo B, encontramos os maiores desvios no caso dos alelos 34 (DAC+ =

24,1%, DAC- = 16,7%, %1y = 3,17 ) e 36 (DAC+ = 26,3%, DAC- = 38,4%, 3= 6,38),

com os respectivos valores de p igual a 0,076 e 0,012 Porém, com a corregio de Bonferroni,

o valor de p passa para 0,17 para o alelo 36, perdendo assim, a significincia Quando

analisamos pelo teste do x? todos os alelos juntos (xz(lo) = 14,19, p = 0,165), concluimos ndo

haver diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos com relagdo a esses alelos

Os gendtipos do 3’VNTR foram agrupados em trés classes genotipicas (<42/<42;

>=42/ <42, >=42/>=42), com base na aparente bimodalidade mostrada na tabela 19 As

frequéncias encontradas nos dois grupos estudados encontram-se na figura 14
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Genotipos de 3'VNTR do gene da apo B
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Figura 14 - Frequéncias dos genotipos do 3’VNTR do gene da apo B, nos grupos DAC+
e DAC-.

Comparando-se os dois grupos estudados, com relagdo aos trés genotipos do 3’VNTR
apresentados na Figura 14, ndo encontramos diferenga estatisticamente significativa pelo teste
1 (1% = 0,364; p = 0,834), entre DAC+ e DAC—.

Na tabela 20 estdo os resultados das comparagdes por 7’ para testar se os genotipos da
apo B, da apo E e da ECA, nos grupos DAC+ e DAC-, distribuem-se de acordo com o

teorema de Hardy-Weinberg,

Tabela 20 - Resultados de x* para verificagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg, referentes
aos locos da apo B, apo E e ECA, nos grupos DAC+ e DAC-.

: 1 (p)
GENOTIPOS DAC + DAC -
Apo B Xbal 0,16 (p>0,50) 1,40 (p>0,20)
FcoR1 0,31 (p>0,50) 0,21 (p>0,50)
ins/del 0,93 (p>0,30) 0,27 (p>0,50)
Apo E 0,75 (p>0,80) 4,63 (p>0,50)
ECA 0,19 (p>0,50) 0,49 (p>0,20)

GL = 1, com excegdo de apo E que foi 3.
As distribui¢des das freqiiéncias observadas desses genotipos, nos grupos DAC+ e

DAC- ndo mostraram diferenga estatisticamente significativa quando comparadas com

aquelas esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg.
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55 ANALISE DE ASSOCIACAO ENTRE OS HAPLOTIPOS E GENOTIPOS DO GENE

DA APO B E DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

Apresentamos na tabela 21 as frequéncias dos gendtipos do gene da apo B (Xbal,
EcoR], e ins/del do peptideo sinal) encontradas nos grupos DAC+ e DAC- Analisando pelo
teste do x* todas as classes genotipicas observadas (x*us)= 22,54; p = 0,258), concluimos niio
ter encontrado diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos DAC+ e DAC-,
quanto a essas distribuigdes

As frequéncias dos genotipos do gene da apo B (Xbal e EcoRI), quando analisadas
pelo teste do %> (x2(7) = 7,87, p = 0,344), também nio mostraram diferenga estatisticamente
significativa entre os dois grupos DAC+ e DAC-

Para obtermos as frequéncias dos haplétipos (tabela 22) do gene da apo B,
empregamos 0 método da verossimilhanga maxima (programa ARLEQUIN) com base nos
gendtipos observados, referentes a Xbal, EcoRl, e mns/del do peptideo sinal, nos grupos

DAC+ e DAC-.
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Tabela 21 - Distribui¢des de frequéncias de genétipos do gene da apo B (Xbal, EcoRI e
ns/del do peptideo sinal) nos grupos DAC+ ¢ DAC-

Genotipos DAC+ DAC-
Xbal EcoRI ns/del N (%) N (%)
++ +/+ del/del 4 3,5 4 5,1
++ +/+ ins/del 6 53 3 3,8
+/+ +/+ ns/ins 4 3,5 4 5,1
++ +/~ del/del 0 0,0 1 1,3
++ +/— ins/del 2 1,8 2 2,6
++ +/~ ns/ins 1 0,8 0 0,0
++ —/— del/del 0 0,0 0 0,0
+/+ —/— ns/del 1 0,8 0 0,0
++ /- ms/ins 0 0,0 0 0,0
+/- ++ del/del 0 0,0 1 1,3
+- ++ ins/del 22 19,4 23 29,5
+/- ++ 1ns/ins 11 9,6 6 1,7
+- +/- del/del 0 0,0 0 0,0
+/- +/~ ns/del 12 10,5 9 11,5
+/— +/— ns/ins 7 6,1 5 6,4
+- —/- del/del 0 0,0 0 0,0
+/— —/- ins/del 0 0,0 0 0,0
+/- —/- ins/ins 0 0,0 0 0,0
—/- ++ del/del 3 2,6 1 1,3
—/- +/+ ins/del 6 53 0 0,0
—/- ++ ns/ins 15 13,2 5 6,4
-/~ +/- del/del 0 0,0 2 2,6
—/- +/- ins/del 0 0,0 1 1,3
—/- +/- ns/ins 17 15,0 8 10,3
—/- —/- del/del 0 0,0 0 0,0
—/- —/— ins/del 2 1.8 0 0,0
—/- -/~ ns/ins 1 0,8 3 3,8
Total 114 100 78 100

N = nimero de mdividuos.



Tabela 22 - Distribuigdes de freqiiéncias haplotipicas*, referentes ao gene da apo B (Xbal,
EcoRl e ins/del do peptideo sinal) nos grupos DAC+ e DAC—.

HAPLOTIPOS DAC+ DAC-
Xbal/EcoRVins/del N % N % ¥ (p)
X- E+ ins 87 38,3 47 29.9 2,63 (0,11)
X+ E+ ins 35 15,2 25 16,3 0,03 (0,86)
X— E- ins 35 15,4 27 17,1 0,26 (0,61)
X+ E+ del 44 19,3 42 27,0 3,09 (0,08)
X- E+ del 15 6,6 8 5,0 0,35 (0,56)
X-E—del; X+E—del, X+E—-ins 12 5,2 7 4,7 0,12 (0,73)

N = mimero de individuos; * inclui observadas mais inferidas.

Na comparagdo das freqiiéncias dos haplotipos (6 classes da Figura 15) do gene da apo
B (Xbal~£coRl~ins/del), ndo encontramos diferenga significativa (%) = 4,80, p = 0,441)

entre os dois grupos (DAC+ e DAC-).

Haplétipos do gene da apo B (Xba I-Eco Rl-ins/del)

Frequiéncia (%)

X-E+ins X+E+ins  X-E+ins  X+E+del X-E+del X-E-del
X+E-del
X+E-ins

Figura 15 - Freqiiéncias dos diferentes haplotipos observados e inferidos, nos grupos DAC+ e
DAC-.

Dos haplotipos do gene da apo B analisados, os que apresentaram diferenga mais

proxima da significincia foram o X+E+del e o X-E+ins (tabela 22), com respectivas

frequiéncias de 19% e 38% no grupo DAC+ e de 27% e 30% no grupo DAC— (x%q)= 3,09, p =
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0,08; %%1)= 2,63, p = 0,11, respectivamente). Considerando os homozigotos quanto a esses
haplotipos, o genotipo X—X—/E+E+/ ins/ins, mostrou a maior diferenga entre DAC+ e DAC-
(tabela 21), além de ser o que apresentou maior numero de observagdes.

Assim, resolvemos verificar se poderia existir associagio de DAC com os
polimorfismos Xbal, EcoRlI e ins/del do peptideo sinal do gene da apo B, comparando-se duas
classes de genotipos ( X—X— / E+E+/ ins/ins e outros) em DAC+ (0,13 + 0,03) e DAC- (0,06
+0,03). Aplicando-se o teste x* verificamos que a frequéncia desse genotipo X—X-/E+E+/
ins/ins ndo ¢ estatisticamente diferente (x’1)= 2,26, p>0,05) nos dois grupos testados.

Apresentamos na figura 16 as freqiiéncias dos genotipos do gene da apo B (Xbal,
EcoRl, e ins/del do peptideo sinal), classificados como X-X-/E+E+/ ins/ins e outros,

encontradas nos grupos DAC+ e DAC-.

Distribuigdo dos gendtipos do genedaapo B [gpacy
BDAC - |

Freqiiéncia (%)
038888838

X -X -[E+ E+/ins/ins outros
Genotipos

Figura 16 - Freqiiéncias de genotipos (Xbal, EcoRl e ins/del) da apo B encontradas nos
grupos DAC+ e DAC—, classificados como X-X~/E+E+/ ins/ins e outros.

Em outras analises, verificamos se existia associagdo de DAC com os haplotipos do
gene da apo B, referentes a Xbal/EcoRl, Xbal/ins/del ou EcoRVins/del. Os resultados de

testes x° sd0 mostrados na tabela 23.
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Tabela 23 - Frequéncias* absolutas e relativas dos diferentes haplotipos do gene da apo B
(Xbal/EcoR1, Xbalins/del e EcoRVins/del) nos grupos DAC+ e DAC-.

DAC+ DAC-
Apo B Haplotipo N % N % x* (p)
X+ E+ 78 34,2 67 43,0 3,00 (0,08)
Xbal/EcoR1 X+ E- 10 44 5 3,2 0,34 (0,56)
X- E+ 103 452 55 35,2 3,76 (0,052)
. B 37 16,2 29 18,6 0,36 (0,55)
Total 228 100 156 100
X+ del 47 20,7 46 292 3,97 (0,046)
Xballins/del X+ ins 41 17,9 26 16,9 0,11 (0,74)
X- del 18 7.8 10 6,7 0,30 (0,58)
X— ins 122 53,6 74 472 1,37 (0,24)
Total 228 100 156 100
E+ del 59 25,9 50 32,0 1,74 (0,19)
LcoRV/ins/del E+ ins 122 53,5 72 46,2 2,04 (0,16)
E— del 6 2,6 6 3.9 0,43 (0,50)
E— ins 41 18,0 28 17,9 =
Total 228 100 156 100 )

*Foram incluidos os haplotipos inferidos a partir dos duplos heterozigotos.

Cis e Trans nas analises de desequilibrio de ligagdo.

Com base nos dados da tabela 23 também foram feitas analises a respeito de

desequilibrio de ligagdo. A tabela 24 mostra os valores de desequilibrio de liga¢do (D), o D

maximo esperado (Dmix), 0 D observado em relagdo ao D maximo (D/Dpix). Os testes de y

foram feitos da comparagdo dos 4 haplotipos com os esperados com base em segregagdo

independente.

Tabela 24 - Valores relacionados com desequilibrio de ligagdo, levando-se em conta os

haplotipos do gene da apo B.

Haplotipos Amostra ¥ (p) D Dini D/ Dimix
Xbal/EcoRI DAC- | 17,29 (<0,001) | +0,071 0,101 0,70
DAC+ | 17,50 (<0,01) +0,036 0,080 0,45
Xbal/ins/del DAC- | 43,61(<0,001) | +0,126 0,193 0,65
DAC+ | 43,76 (<0,001) + 0,097 0,172 0,56
EcoRVins/del DAC- 6,30 (<0,02) + 0,042 0,078 0,54
DAC+ 5,87 (<0,02) + 0,030 0,058 0,52
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Na comparagdo das frequéncias dos haplotipos do gene da apo B (Xbal~ins/del;

tabela 23), mostradas na figura 17, encontramos quanto ao haplotipo X+de/ diferencga

significativa (xzm = 3,97, p = 0,046) entre os grupos DAC+ e DAC—, que se mostrou mais

freqiiénte em DAC—.
Haplotipos Xba I/peptidio sinal do gene da apo B
= gg ] 'ODAC +
@ 40 | EDAC-
Qo
§ 30
3- 20 7 .
3 10 A
0 - : 1_1::- -
X+del X+ins X- del X-ins
Haplétipos

Figura 17 - Frequéncias dos haplétipos Xbal peptideo sinal observados nos grupos DAC+ e
DAC-.

Investigamos associagdo de DAC com Xbal e peptideo sinal, comparando-se duas
classes genotipicas: genotipos que geram a maior parte do haplotipo X+del (X+X+/del del,
X+X+/del ins, X+X—/del ins) e demais genotipos. Essa comparagdo ndo mostrou diferenca
significativa entre DAC+ e DAC- (xz(l)= 3,59, p = 0,058).

De todos os haplotipos Xbal/FcoRI mostrados na tabela 23, foi o haplétipo X-E+ que
apresentou diferenga mais proxima da significancia (%) = 3,76, p = 0,052). Procuramos,
entdo uma possivel associagdo de DAC com Xbal e EcoRI, comparando-se a propor¢do dos

genotipos X—X—/E+E+ e outros, em DAC+ e DAC— (Tabela 25).
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Tabela 25 - Distribuigdes das frequéncias (%) dos genotipos da apo B (Xbal'EcoRl),
X-X-/E+E+ e outros, nos grupos DAC+ e DAC-.

DAC + DAC-

N (%) N %

X-X-/E+E+ 24 21,1 6 7.7
Outros 90 78.9 72 923
Total 114 100 78 100

N = nimero de individuos; 3’y = 6,27, p = 0,012.

As distribuigdes desses genotipos em DAC+ e DAC- sdo estatisticamente diferentes

(x*1)= 6,27, p = 0,012). Como mostra a figura 18 o maior desvio relativo ¢ dado pela falta de

X-X~/E+E+ no grupo DAC- em relagédo ao grupo DAC+.

Distribuigdo de Gendtipos do gene da apo B
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Figura 18 - Freqiiéncias de genotipos (Xbal e EcoRI) da apo B, classificados como X-X-/
E+E+ e outros, encontradas nos grupos DAC+ e DAC-.

A razdo de chance (odds ratio) de DAC estimada para o genotipo X-X—/E+E+ em

relagdo aos outros genotipos Xbal/EcoRI € de 3,2 (intervalo de confianga de 95%: 1,2 a 8,3),

calculada segundo HOSNER e LEMESHOW (1989).
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56 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE COLESTEROL TOTAL COM O

POLIMORFISMO DE Xbal DO GENE DA APO B

Através de analise de varidncia, verificamos a relagdo entre os genétipos Xbal apo B e
os niveis de Colesterol total Os valores das médias e os respectivos desvios padrdes

encontram-se na tabela 26.

Tabela 26 - Valores de médias + desvio padrdo (N) de colesterol total para os gendtipos Xbal
da apo B, nos grupos DAC + e DAC-

Colesterol total (mg/dL)
Genotipo DAC + DAC - Total
X ++ 206+41(17) | 162+44(14) 186 + 47 (31)
X +- 203 £44(51) | 184 +45 (44) 194 + 46 (95)
X —/— 213 + 64 (40) | 170 + 29 (20) 198 + 59 (60)

N = nimero de individuos

As distribui¢bes de frequéncias dos niveis de CT, para os genotipos Xbal da apo B,
nos individuos dos grupos DAC+ e DAC-, estdo representadas nas figuras 19, 20 e 21,
respectivamente.

A analise de varidncia dos valores de CT considerando-se como fonte de variagdo os
genétipos de Xbal, os grupos e a sua interagdo, nos indica que existe diferenca significativa
apenas entre os grupos DAC+ e DAC- Entretanto, as médias do CT ndo diferem entre os
genétipos de Xbal do loco da apo B Também nfo ha interagdio significativa entre grupo e

genotipo.
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Genotipo Xbal +/+do gene da apo B

CIDAC+(+H+)

Freqiiéncia (%)
N
S

90 140 190 240 290 340 390
Colesterol total (mg/dL)

Figura 19 - Frequéncias do genotipo Xbal +/+ com relagdo aos niveis de CT, nos grupos
DAC+ e DAC-.

Genotipo Xbal +/- do gene da apo B

€0 - D DACH(+/-)
= BDAC(+1)
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0 e

Colesterol total (mg/dL)

Figura 20 - Freqiiéncias do genotipo Xbal +/— com relagdo aos niveis de CT, nos grupos

DAC + e DAC -
Genotipo Xbal - /- do gene da apo B
w 1 —
T il TDACH--)
= B DAC~(-/-)
2 4 —
g
-
0- —m__n

90 140 190 240 290 340 390
Colesterol total (mg/dL)

Figura 21 - Frequéncias do genotipo Xbal —/— com relagdo aos niveis de CT, nos grupos
DAC+ e DAC-.
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O genotipo Xbal —/—, quando comparado com os demais, apontou para uma tendéncia
de maior frequéncia nos individuos com DAC+ (figura 13). Para observar a relagdo entre o
alelo X- e os niveis de CT, mostramos a frequéncia dos genotipos de Xbal com a presenga ou

auséncia de X +, em relagdo aos niveis de CT (figura 22).

Genotipos Xba I do gene da apo B classificados em Xbal -/- e outros

'mDAC+ (¢I+ e +I-) :
HDAC+ (-/-) :
HDAC- (+/+ e +/-) !
HDAC- (-/)

Freqiiéncia (%)
co83888838

— } + 4 h } . 4

20 140 190 240 290 340 390
Colesterol total (mg/dL)

Figura 22 - Freqiiéncias de genotipos Xbal da apo B, levando-se em conta presenga ou
auséncia do alelo X+, em relagdo com os niveis de CT, considerando-se os
grupos DAC+ e DAC-,

A anélise de variancia dos valores de CT considerando-se como fonte de variagdo os
genotipos de Xbal, os grupos e a sua interagdo, nos indica que existe diferenga significativa
apenas entre os grupos DAC+ e DAC-. Entretanto, ndo ha diferenga quanto a média do CT
entre os gendtipos considerando-se a presenga ou auséncia do alelo X+ Também ndo ha

interac¢do significativa entre grupo e genotipo.



72

57 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE COLESTEROL TOTAL COM O

POLIMORFISMO DE EcoRl DO GENE DA APO B

Através de analise de varidncia, verificamos a relagdo entre os genotipos FcoRI apo B

e os niveis de Colesterol total. Os valores das médias e os respectivos desvios padrdes

encontram-se na tabela 27.

Tabela 27 - Valores de médias + desvio padrdo (N) de colesterol total para os genotipos
EcoRlI da apo B, nos grupos DAC+ e DAC—.

Colesterol Total (mg/dL)
Genotipo DAC + DAC - Total
E +/+ 210 + 52 (68) 178 + 47 (47) 197 + 52 (115)
E +/- 202 + 55 (37) 173 +£35(28) | 189 +49 (65)
E - 204 + 14 (4) 176 + 14 (3) 192 + 19 (7)

N = mamero de individuos.

As distribuigdes de freqiiéncias dos niveis de CT, para os genotipos £coRI da apo B,

nos individuos dos grupos DAC+ e DAC-, estédo representadas nas figuras 23 e 24.

Genotipo F£co RI + /+ do gene da apo B

B DACH (+/+) ‘
BDAC- (+/+) |

Freqiiéncia (%)

4

290 340 390
Colesterol Total (mg/dL)

Figura 23 - Freqiiéncias do gendtipo EcoR1 +/+ da apo B, com relagdo aos niveis de CT, nos
grupos DAC+ e DAC-.
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Genotipo Eco RI +/- do gene da apo B

pll [BDACH (+/-)
~1 [BDAC- (+/-)

8 8

Freqiiéncia (%)
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+———t
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4 @R . Em
240 290 340 390

Colesterol Total (mg/dL)

B
=

Figura 24 - Frequéncias do genotipo LcoRI +/- da apo B, com relagdo aos niveis de CT, nos
grupos DAC+ e DAC-.

Em vista da baixa frequéncia do genotipo EcoRl —/—, ndo foi apresentada a figura
respectiva, com relagdo aos niveis de CT.

A analise de variancia dos valores de CT considerando-se como fonte de variagdo os
genotipos de £coRlI, os grupos e a sua interagdo, nos indica que existe diferenga significativa
apenas entre os grupos DAC+ e DAC-. Entretanto, as médias do CT ndo diferem entre os
genotipos de EcoRI do loco da apo B e também ndo ha interagdo significativa entre grupo e

genotipo.

5.8 GENOTIPOS Xbal/EcoRl E NiVEIS SERICOS DE LIPIDES, LIPOPROTEINAS E

APOLIPOPROTEINAS

Para verificar como o genotipo X—X—/E+E+, mais freqiiente no grupo DAC+ (tabela
25), comporta-se em relagdo aos demais genotipos Xbal’EcoRlI, analisamos e comparamos 0s

niveis dos lipides, lipoproteinas e apolipoproteinas, nos grupos DAC+ e DAC-.
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Considerando-se o genétipo X—X—/E+E+ e comparando-se as médias das variaveis ja
citadas (tabela 28), entre os grupos DAC+ (N = 22) e DAC- (N = 6), somente as médias do
HDL-C apresentaram diferenca estatisticamente significativaz DAC+ = 37 + 14 mg/dL e
DAC-=53 + 18 mg/dL (t = 2,35; p = 0,027). Nota-se que a diferenga entre as médias da apo

B esta proxima da significancia (p = 0,07)

Tabela 28 - Médias (= DP) dos niveis séricos (mg/dL) de lipides, lipoproteinas,
apolipoproteinas e relagdo apo B/apo A-I, do genotipo X-X-/E+E+ nos
grupos DAC+ (N = 22) e DAC- (N = 6), coinparadas por teste t

X-X-/E+E+

Variavel DAC+ DAC- P

Colesterol total 215+ 71 183 £26 > 0,20
Triglicérides 171 £ 131 89 + 34 > 0,10
HDL-Colesterol 37+ 14 53+18 = 0,027
LDL-Colesterol* 139 + 52 112+ 30 > 0,20
Lipoproteina (a) 47 £ 45 47+ 29 > 0,90
Apoproteina B 154 £ 57 109 + 25 > 0,05
Apoproteina A-I 135+ 36 147 + 25 > 0,40
Apoproteina A-II 31+9 30+3 > 0,80
Apoproteina E 5,0+22 3,612 >0,10
Relagdo apo B / apo A-I 1,2+£0,6 0,8+0,3 > 0,10

*N =21.

Quando foram comparadas as médias dessas varidveis considerando-se outros
genotipos Xbal/EcoRl, excluindo-se X—-X—/E+E+, entre DAC+ (N = 86 ou 87, dependendo
do exame) e DAC- (N = 71 ou 72), somente as médias da apo A-I e do HDL-C ndo
apresentaram diferengas estatisticamente significativas, reproduzindo-se praticamente o
mesmo resultado do teste t entre os grupos estudados, conforme ja mostrado na tabela 15.

Para verificar como os individuos com o genétipo X—X —/E+E+ comportam-se em
relagdo aos dos demais gen6tipos Xbal/EcoRI dentro do grupo DAC+, analisamos os niveis

dos lipides, lipoproteinas e apolipoproteinas (tabela 29)
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Tabela 29 - Médias (+ DP) dos niveis séricos (mg/dL) de lipides, lipoproteinas,
apolipoproteinas e relagdo apo B/apo A-I, comparadas entre o gen6tipo
X-X-/E+E+ (N = 22) e outros gendtipos Xbal/EcoRI (N = 87) do grupo

DAC+.
Média = DP

Variavel Outros Xbdal/EcoR1 X-X-/E+E+ p
Colesterol total 205 + 46 215+ 71 >0,10
Triglicérides 161 + 98 170 + 131 > 0,50
HDL-Colesterol 39+13 37+ 14 >0,50
LDL-Colesterol * 135+ 38 139 + 52 > (0,50
Lipoproteina (a) 53 +49 47 £ 45 > 0,50
Apoproteina B 143 + 35 154 + 57 > (0,50
Apoproteina A-I 137+ 34 134+ 36 >0,10
Apoproteina A-I1 32+ 9 31+9 > 0,50
Apoproteina E 41+15 50+22 =0,041
Relagdo apo B / apo A-I 1,1£04 1,2+0,6 > 0,10
*N=86 eN=21.

Quando as variaveis da tabela 29 foram comparadas entre esses dois grupos de genotipos,
houve apenas uma diferenga estatisticamente significativa (p = 0,041), no que se refere as médias
da apo E.

Quando as comparagdes foram realizadas no grupo DAC-, ndo houve diferenca
significativa entre o genétipo X—X—/E+E+ (N = 6) e os outros gen6tipos Xbal/EcoRI (N =71 ou
72) Entretanto, é interessante notar as médias de HDL-C do genétipo X-X—/E+E+ (53 + 18
mg/dL) e dos outros gendtipos Xbal/EcoRI (43 + 14 mg/dL) do grupo DAC-, apesar de ndo

diferirem significativamente (t=1,7, p = 0,09)



76
59 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE COLESTEROL TOTAL COM O
POLIMORFISMO DE INSERCAQ/DELECAO DO PEPTIDEO SINAL DO GENE DA

APO B

Através de analise de varidncia, verificamos a relagdo entre os genotipos, ins/del do

peptideo sinal apo B e os niveis de Colesterol total. Os valores das médias e os respectivos

desvios padrdes encontram-se na tabela 30.

Tabela 30 - Valores de médias + desvio padrdo (N) de colesterol total para os genotipos do
peptideo sinal da apo B, nos grupos DAC+ e DAC-.

Colesterol Total (mg/dL)
Genotipo DAC + DAC - Total
del/del 199 + 60 (5) 163 + 40 (9) 175 + 50 (14)
ins/del 208 + 54 (50) 184 + 49 (38) 198 + 53 (88)
ins/ins 207 + 50 (54) 171 +£32 (31) 194 + 47 (85)

N = numero de individuos.

As distribuig¢des de freqiiéncias dos niveis de CT, para os genotipos do peptideo sinal

da apo B, nos individuos dos grupos DAC+ e DAC—, encontram-se nas figuras 25-27.

Genotipo del/'del do peptideo sinal do gene da apo B

BDAC+ (d/d)
BDAC- (d/d) |

1a (%)
8

reqiiéncia
88
il -

F

Colesterol Total (mg/dL)

Figura 25 - Frequéncias do genotipo del/del do peptideo sinal da apo B, com relagdo aos
niveis de CT, nos grupos DAC + e DAC -
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Genotipo ins/del do peptideo sinal do gene da apo B

{m DAC+ (i/d)

BDAC- (id)

8

——

Freqiiéncia (%)
o888
-

i

o

Colesterol Total (mg/dL)

Figura 26 - Frequéncias do genotipo ins/del do peptideo sinal da apo B, com relagdo aos
niveis de CT, nos grupos DAC + e DAC —.

Genotipo ins/ins do peptideo sinal do gene da apo B
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240 290 340 390
Colesterol Total (mg/dL)

Figura 27 - Frequéncias do genotipo ins/ins do peptideo sinal da apo B, com relagdo aos
niveis de CT, nos grupos DAC + e DAC —.

A analise de varidncia dos valores de CT considerando-se como fonte de variagdao os

genotipos ins/del do peptideo sinal do gene da apo B, os grupos e a sua intera¢@o, nos indica
que existe diferenca significativa apenas entre os grupos DAC+ e DAC-. Entretanto, as

médias do CT ndo diferem entre os genotipos e também nao ha interagdo significativa entre

grupo e genotipo.
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510 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE COLESTEROL TOTAL COM A

VARIABILIDADE DO GENE DA APO E

Através de analise de varidncia, verificamos a relagéo entre os genotipos apo E e os
niveis de Colesterol total Os valores das médias e os respectivos desvios padrdes encontram-

se na tabela 31.

Tabela 31 - Valores de médias + desvio padrdo (N) de colesterol total para os genodtipos da
apo E, nos grupos DAC+ ¢ DAC-.

Colesterol Total (mg/dL)
Genotipos DAC+ DAC- Total
E2/2 — 156 €)) 156 ¢}
E2/3 178 £49 (10) | 153+45 (5) 170 £48 (15)
E2/4 110 (1) 181 (1) 145+50 (2)
E3/3 210+49 (69) | 177+44 (54) | 196+49 (123)
E3/4 214+57 (25) | 178 +35 (16) | 200+52 (41)
E4/4 221+ 38 (3) e 221+£38 (3)

N = nimero de individuos

A analise de varidncia dos valores de CT, considerando-se como fonte de variagdo os
genotipos do gene da apo E, os grupos e a sua interagdo, nos indica que existe diferenca
significativa apenas entre os grupos DAC+ e DAC-. Entretanto, as médias do CT ndo diferem
entre os genétipos do gene da apo E e também ndo ha interagdo significativa entre grupo e
genotipo

Os valores médios de CT dos gen6tipos do gene da apo E sem o alelo E4 (2/2, 2/3,
3/3), e com o alelo E4 (2/4, 3/4, 4/4), nos grupos DAC+ e DAC-, sdo apresentados na tabela
32 As respectivas frequéncias desses genotipos, de acordo com os niveis de CT sdo

mostradas na figura 28
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Tabela 32 - Valores de médias + desvio padrdo (N) de colesterol total (mg/dL) dos genoétipos
do gene da apo E sem o alelo E4 (2/2, 2/3, 3/3) e com o alelo E4 (2/4, 3/4, 4/4),

nos grupos DAC+ e DAC-.
Colesterol total (mg/dL
Genotipos DAC + DAC - Total
Sem E4 206 +50 (79) | 175 + 44 (60) 193 + 50 (139)
Com E4 211 +60(29) | 178 +34(17) 199 + 53 (46)

N = nimero de individuos.

A analise de variancia dos valores de CT, considerando-se como fonte de variagdo os

genotipos do gene da apo E sem o alelo E4 e com o alelo E4, os grupos ¢ a sua interagdo, nos

indica que existe diferenga significativa apenas entre os grupos DAC+ e DAC-. Entretanto, as

médias do CT ndo diferem entre os genotipos do gene da apo E sem e com o alelo E4 e

também ndo ha interagdo significativa entre grupo e genotipo.

Freqiiéncia (%)
co 888883

20 140 190

240 290 340

Colesterol total (mg/dL)

Polimorfismo da apo E
DDAC+semE4
= BDAC+ com E4
% ODAC- sem E4
& ODAC-com E4
-
, 4 o 1] s oW

Figura 28 - Freqiiéncias dos gen6tipos da apo E sem o alelo E4 (2/2, 2/3, 3/3) e com o alelo E4
(2/4, 3/4, 4/4), de acordo com os diferentes niveis de CT, nos grupos DAC+ e
DAC-.
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511 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE COLESTEROL TOTAL COM O

POLIMORFISMO DE INSERCAO/DELECAO DO GENE DA ECA

Através de analise de variancia, verificamos a relagdo entre os genotipos do gene da
ECA e os niveis de Colesterol total. Os valores das médias e os respectivos desvios padroes

encontram-se na tabela 33.

Tabela 33 - Valores de médias + desvio padrdo (N) de colesterol total para os genétipos D/D,
I/D, 1/1 do gene da ECA, nos grupos DAC+ e DAC-.

Colesterol Total (mg/dL)
Genotipo DAC + DAC - TOTAL
D/D 212 +49 (39) 166 + 39 (25) 193 + 50 (64)
/D 203 + 52 (49) 186 +42 (41) 195 + 47 (90)
n 210£61(20) 167+44(12)  194+58(332)

N = numero de individuos.

As distribuigdes de freqiéncias dos niveis de CT, para os gendtipos da ECA, nos

individuos dos grupos DAC+ e DAC-, encontram-se nas figuras 26-28.

Genoétipo D/D do gene da ECA

9 501 ‘ummecwﬂ
s © |WDAC- ECA DD |
g 201 &
g 20+
g- 10 L 'K
= 0 —t- + e )

90 140 190 240 290 340 390

Colesterol total (mg/dL)

Figura 29 - Freqiiéncias do genotipo D/D da ECA, com relagdo aos niveis de CT, nos grupos
DAC + e DAC -
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Genotipo 1/D do gene da ECA

'@DAC+ECAID
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Figura 30 - Freqiéncias do genotipo I/D da ECA, com relag@o aos niveis de CT, nos grupos

DAC + e DAC -
Genotipo I/l do gene da ECA
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Figura 31 - Frequiéncias do genotipo I/1 da ECA, com relagdo aos niveis de CT, nos grupos
DAC + e DAC -

A analise de variancia dos valores de CT considerando-se como fonte de variagdo os

genotipos D/D, I/D, I/I da ECA, os grupos e a sua interagdo, nos indica que existe diferenga

significativa apenas entre os grupos DAC+ e DAC- . Entretanto, as médias do CT ndo diferem

entre esses genotipos e também ndo ha interagdo significativa entre grupo e genotipo.
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6 DISCUSSAO

A tentativa de elucidar quais os genes envolvidos com a predisposi¢do 8 DAC e com
as variagdes das concentra¢des lipidicas no plasma tem sido motivo de vérios estudos clinicos
e epidemiolégicos. A andlise das variagbes genéticas de diferentes apolipoproteinas,
especialmente da apo B, tem sido indicada como ferramenta indispensédvel nessas

investigacdes.

6.1 CARACTERIZACAO GERAL, LIPIDES, LIPOPROTEINAS E APOLIPOPROTEINAS

Analisamos as variaveis sexo, cor e fatores de risco, como hipertenséo arterial (HAS),
diabete melito (DM), tabagismo (TAB), e historia familiar (HF), dos pacientes com a doenga
arterial coronariana diagnosticada pelo cateterismo (DAC+), e no grupo controle também
diagnosticado sem essa doenga, pelo cateterismo (DAC-).

Verificamos uma maior prevaléncia do sexo masculino no grupo DAC+ e do sexo
feminino no grupo DAC-. As ocorréncias dos fatores de risco, HAS e TAB, foram
estatisticamente mais altas no grupo DAC+, quando comparadas ao DAC- (tabela 14). Esses
resultados estéio de acordo com a literatura mundial.

A idade nos dois grupos foi em média muito préxima, em torno de 44 anos, pois 0s
individuos foram selecionados com idade inferior a 56 anos.

Com excecéo da apo A-I, as médias dos niveis séricos de lipides, lipoproteinas e
apolipoproteinas foram estatisticamente mais altas em DAC+ do que em DAC-,

caracterizando diferengas entre os grupos (tabela 15). Ndo ha diferenca entre as médias dos
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lipides entre os sexos, quando sdo considerados os grupos estudados separadamente (tabela
16).

Os trabalhos publicados na literatura, que estudaram a associagdo entre os niveis dos
lipides no soro e DAC, sdo concordantes em sua totalidade, confirmando o aumento médio
dos niveis dos lipides com a presenca da doenga. As diferencas, quando se comparam os
sexos, sdo observadas geralmente quando o nimero de individuos é maior € as amostras s&o

retiradas ao acaso da populaggo.

6.2 VARIABILIDADE GENETICA E DAC

A analise da variabilidade genética dos genes da apo B, da apo E, da enzima
conversora do angiotensinogénio-I (ECA) e do fator V em relagdo a DAC, foi verificada pela

andlise direta do DNA com a metodologia da PCR.

6.2.1 Variagdes relacionadas com a apo B

As variagGes do gene da apo B foram identificadas pela enzimas de restrigdo Xbal e
EcoR], presenga de inser¢do/dele¢do no exon do peptideo sinal e pelo nimero de unidades de
repeti¢do do fragmento do 3°VNTR.

De acordo com RENGES et al. (1991), RENGES et al. (1992) e outros autores, as
freqiiéncias dos alelos determinantes da presenga e auséncia dos sitios de restricdo Xbal e
EcoRl, com ou sem DAC, diferem em populagdes caucasianas e orientais (tabelas 1 e 2). Por

esse motivo, em nossas comparagdes utilizamos somente individuos de origem caucasdide.
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Os dados da tabela 1, pela revisdo da literatura, mostraram que o alelo X- em
controles varia de 0,45 a 0,62 ¢ em DAC+ de 0,50 a 0,69. Nossos dados (DAC- = 0,54,
DAC+ = 0,61) estdo dentro desta faixa de variagdo.

Comparando os nossos dados de freqiiéncias alélicas de X+ e X—, com os dados de
MACHADO, 1997 (tabela 1) de 67 pacientes com DAC+, ndo encontramos diferenca
significativa (%) = 2,46, p > 0,10). O mesmo aconteceu quando comparamos as freqiiéncias
encontradas nos seus 93 controles com as dos controles do presente estudo (x) = 1,93, p >
0,15).

Quando nossos dados de controles e DAC+ foram comparados com os de MANSUR,
1998 (tabela 1) referentes a 136 controles e 249 pacientes ndo encontramos diferengas
significativas ( respectivamente: xzm =2,57,p>0,10; xz(l) = 0,50, p> 0,40).

Baseando-se nos pesquisadores que encontraram associagdo positiva do alelo X- e do
gendtipo X—X- com DAC (HEGELE et al., 1986; MONSALVE et al., 1988; MYANT et al.,
1989; TYBJAERG-HANSEN et al., 1991 ¢ BOHN et al, 1993a), agrupamos os gendtipos
com a presenga do alelo X+ (X+X+ e X+X-) que foram comparados com sua auséncia, X—
(X-X-), entre os dois grupos estudados. Nosso resultado foi proximo da significancia (p =
0,061). Verificamos uma tendéncia ndo significativa do gendtipo Xbal X—X- da apo B estar
em maior prevaléncia no grupo DAC+, em relagdo ao DAC- (figural3).

Os dados da literatura, na tabela 2, mostram que o alelo E- em controles varia de 0,15

a 0,22 e em DAC+ de 0,20 a 0,27. Nossos dados (DAC- = 0,22; DAC+ = 0,21) estdo dentro
dos limites encontrados na literatura.
Comparando os nossos dados de freqiiéncias alélicas de E+ ¢ E- com os dados de

MACHADO, 1997 (tabela 2) de 67 pacientes com DAC+, ndo encontramos diferenca
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significativa (xz(,) = 0,08 p > 0,78). O mesmo aconteceu quando comparamos as freqii€ncias
encontradas nos seus 93 controles com as dos controles do presente estudo (sz =217,p>
0,14).

Os dados da tabela 3 em populagdes caucasianas, mostraram que o alelo ins em
controles varia de 0,65 a 0,72 ¢ em DAC+ de 0,64 a 0,80. Nossos dados (DAC- = 0,64;
DAC+ =0,72) estio dentro dos limites encontrados na literatura.

Comparando os nossos dados de freqiiéncias alélicas de ins e del com os dados de
MACHADO, 1997 (tabela 3) de 67 pacientes com DAC+, ndo encontramos diferenca
significativa (xz(l) = 2,18, p> 0,14). O mesmo aconteceu quando comparamos as freqii€ncias
encontradas nos seus 93 controles com as encontradas nos controles do presente estudo (xzu)
= 0,50, p > 0,47). Quando comparamos nossos dados com os de MANSUR (1998) de 251
pacientes com DAC+, néo encontramos diferenca significativa (xz(l) =0,17, p > 0,68). Porém
ao compararmos as freqii€éncias encontradas nos seus 137 controles, com as encontradas nos
controles do presente estudo (xz(l) =3,11, p> 0,08), o resultado foi proximo da significancia.

Os dados da tabela 4, mostraram que o haplétipo X-E+ em controles caucasodides
varia de 0,34 a 0,47. Nosso resultado (DAC- = 0,35) esta dentro dos limites encontrados na
literatura.

As freqii€ncias dos haplétipos de Xbal/EcoRI analisados no presente estudo néo
apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre DAC+ e DAC-. Apenas o
haplétipo X-E+ mostrou uma diferenga préxima da significincia (xz(l) = 3,76, p = 0,052;
tabela 23).

As comparagdes das freqiiéncias haplotipicas de Xbal/peptideo sinal entre nossas
amostras DAC+ e DAC-, apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05)

somente quanto ao haplétipo X+del, que foi mais freqiiente em DAC-, como se fosse um
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marcador protetor de DAC. Observamos que esses nossos resultados nfio sdo semelhantes
aqueles obtidos por RENGES et al. (1991) e PAJUKANTA et al. (1996), que indicaram
X+del como marcador de DAC.

Encontramos associagdo significativa positiva (p<0,05) de DAC com o genotipo
X-X~-/E+E+, quando este foi comparado com os demais genétipos em DAC+ e DAC- (tabela
25).

Quando os individuos X-X—/E+E+ do grupo DAC- (N = 6) foram comparados com
os do grupo DAC+ (N = 22), o HDL-C apresentou média estatisticamente menor em DAC+
(37 £ 14 mg/dL) do que em DAC- (53 + 18 mg/dL; t = 2,35; p < 0,05; tabela 28). Esse dado
sugere que os individuos com esse gendtipo marcador, no grupo DAC—, estdo possivelmente
sendo protegidos da DAC, pelo alto nivel de HDL-C no plasma. Quando comparamos o grupo
composto por outros genétipos Xbal/EcoRI, em DAC+ e DAC—-, com relagéio as mesmas
variaveis relacionadas com o metabolismo lipidico, somente apo A-I e HDL-C ndo
apresentaram diferenga estatisticamente significativa, reproduzindo-se praticamente 0 mesmo
resultado do teste t, verificado anteriormente entre os grupos estudados, no inicio desse estudo
(tabela 15).

As freqiiéncias dos alelos de 3°’VNTR da apo B, em grupos com ou sem DAC, em
populagdes caucasianas também sdo diferentes das orientais, de acordo com ZAGO et al.,
1996. Por esse motivo nossa amostra foi comparada somente com as de grupos caucaséides.

As freqiiéncias dos alelos 34 e 36 do polimorfismo de 3°’VNTR do gene da apo B da
tabela 5, foram 0,17 ¢ 0,38 em DAC-, respectivamente, ¢ 0,20 ¢ 0,37, em DAC+. Esses

resultados (DAC-=10,17 e 0,38; DAC+ = 0,24 e 0,26) para os alelos 34 e 36 respectivamente,

estdo dentro dos limites encontrados na literatura.
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Comparando os nossos dados de freqiiéncias dos alelos 34 ¢ 36 de 3’VNTR (tabela
19) com os dados de FRIELD et al., 1990 (tabela 5) de 126 pacientes com DACH,
encontramos diferenca significativa (x> = 4,74, p<0,05). O mesmo ndio aconteceu quando
comparamos as freqii€éncias encontradas nos seus 117 controles com as encontradas nos
controles do presente estudo (x* = 2,54, p> 0,10).

Quando os nossos dados de freqiiéncias dos alelos 34 e 36 de 3’VNTR (tabela 19)
foram comparados com os dados de TURNER et al., 1995 (tabela 5) de 682 pacientes com
DAC+, ndo encontramos diferenga significativa (x> = 2,54, p>0,10). O mesmo aconteceu
comparando as freqiiéncias encontradas nos seus 1312 controles com as encontradas nos

controles do presente estudo (x> = 1,53, p> 0,20).

6.2.2 Variagoes da apo E

As freqii€ncias dos alelos da apo E (E2, E3 e E4), em grupos com ou sem DAC, de
acordo com a literatura pesquisada (tabela 6) também apresentam algumas diferengas raciais.
Por esse motivo, novamente nossa amostra foi comparada apenas com as amostras
caucasdides.

Analisando a revisdo da literatura (tabela 6), verificamos que os alelos E2, E3 e E4 em
controles apresentaram, respectivamente, os valores variando de 0,03; 0,49; 0,11 a 0,15; 0,84;
0,37. Em DAC+ de 0,03; 0,68; 0,05 a 0,09; 0,90; 0,29. Nossos dados (DAC- = 0,05; 0,84 ¢
0,11; DAC+=0,05; 0,80 e 0,15) estdo dentro dos limites encontrados na literatura.

Comparando os nossos dados de freqiiéncias alélicas de E2, E3 ¢ E4 com os dados de

MANSUR, 1998 (tabela 6) de 251 pacientes com DAC+, ndo encontramos diferenga

significativa (xz(z) = 2,75, p > 0,20). O mesmo aconteceu quando comparamos as freqiiéncias
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encontradas nos seus 137 controles com as dos controles do presente estudo (x* )= 4,93, p >
0,05).

N&o encontramos nenhuma associagdo entre DAC e a variagdo da apo E, ao contrario
do que foi relatado por outros autores (ETO et al., 1988; DAVIGNON et al., 1988; EICHNER
et al., 1993). De acordo com esses autores, os pacientes com DAC apresentaram uma
freqiiéncia do alelo E4 aumentada, em relagéio ao grupo controle; em contraste, o alelo E2 era o

menos freqiiente no mesmo grupo com DAC.

6.2.3 Variagdes da ECA

Os dados de caucasdides da tabela 7, pela revisdo da literatura, mostraram que o alelo
I em controles varia de 0,33 a 0,50 e em DAC+ de 0,40 a 0,52. Nossos dados (DAC- = 0,42;
DAC+ = 0,43) estdo dentro dos limites encontrados na literatura.

Comparando os nossos dados de freqiiéncias alélicas de I ¢ D com os dados de
MANSUR, 1998 (tabela 7) de 251 pacientes com DAC+, ndo encontramos diferenga
significativa (sz = 2,20, p > 0,10). O mesmo aconteceu quando comparamos as freqiiéncias
encontradas nos seus 137 controles com as dos controles do presente estudo (xz(l) =0,28,p>
0,50).

Néo encontramos nenhuma associaggo entre DAC e a variagéo da ECA. Nossos dados
concordam com os de LINDPAINTNER et al. (1995) e HONG et al. (1997) e discordam dos

de CAMBIEN, et al. (1992); MATTU et al. (1995) e OIKE et al. (1995).
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6.2.4 Variagdes do fator V

Os dados de caucasoides da tabela 8, pela revisdo da literatura, mostraram que o alelo
A em controles varia de 0,01 a 0,10 e em DAC+ de 0,05 a 0,11. Nosso dado de DAC- (0,01)
estd dentro dos limites encontrados na literatura e 0 de DAC+ (0,03) est4 um pouco abaixo do
limite minimo.

Comparando os nossos dados de freqiiéncias alélicas do fator V com os dados de
FRANCO et al, 1999 (tabela 8) de 152 individuos sem DAC, ndo encontramos diferenga
significativa (x> = 0,34, p > 0,70).

Néo encontramos nenhuma associagéo entre DAC e a variagdo do fator V. Nossos
dados estdo de acordo com o de outros autores (RIDKER et al., 1995; PROHASKA, ef al.,
1995; MARZ, et al., 1995; VAN BOCKXMEER, et al., 1995), discordando dos de

ROSENDAAL et al., 1997.

6.2.5 Variagdo genética e nivel de colesterol total

No presente trabalho, investigamos associaggo entre nivel de CT e as variagdes da apo
B (Xbal, EcoRI e peptideo sinal), apo E e da ECA. Ndo fizemos andlise semelhante, com
relagdo a variagdo do fator V, uma vez que o ntimero de heterozigotos ¢ muito reduzido.

Néao encontramos nenhuma associa¢ido entre genétipo e nivel de CT com relagéo aos

cinco sitios de variagdo investigados. Em todos os casos, as analises mostraram apenas maior
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nivel de CT no grupo com DAC+, quando comparado a0 DAC—, nfo aparecendo nenhuma
associagdo com gendtipo ou com a interagio entre gendtipo e grupo.

Ao contrario do que sugerem os pesquisadores que encontraram associa¢do positiva do
gen6tipo X+X+ da apo B com o CT e LDL-C (AALTO-SETALA et al., 1988; DEMANT et
al., 1988; HOULSTON et al., 1988), o nosso resultado, dado pela andlise de variincia,
mostrou diferenga somente entre os grupos DAC+ e DAC—, porem ndo entre os gendtipos.
Observamos, entretanto, uma tendéncia do gen6tipo X—X— apresentar-se com os niveis de CT
mais elevados em relagio aos outros genétipos X+X+ e X+X—, no grupo DAC+, o que esta
em discordancia com os dados desses autores, mas em concordancia com outros (DUNNING
et al., 1988; TYBJAERG-HANSEN et al.,1991; GUZMAN, 1998).

A comparag¢do quanto ao nivel de CT entre os gendtipos com a presenca do alelo X+
(X+X+ e X+X-) e 0 gendtipo com sua auséncia, X— (X—X-), entre os dois grupos estudados,
também ndo mostrou interago entre grupo e genotipo.

Com relagdo a associagdo entre CT e o polimorfismo de EcoRI da apo B, ha
discordincia na literatura. Como no presente estudo, alguns autores (PAN et al., 1995;
JUVONEN et al., 1995; GLISIC et al., 1995) ndo encontraram correlagdes significativas,
enquanto PAULWEBER et al. (1990) e TYBJAERG-HANSEN et al. (1991) verificaram
diferenca entre as variagdes desse sitio com os niveis dos lipides.

A associagdo entre o gendtipo X-X—/E+E+ com os niveis de CT, na populagéo
caucaséide brasileira de alto risco para DAC, encontrada por GUZMAN (1998) no est4 de
acordo com os nossos resultados (tabela 29) quando comparamos esse gen6tipo com os
demais, no grupo DAC+ ( p>0,10).

HIXSON et al. (1992) encontraram associagg@o do alelo del do peptideo sinal da apo B,

com niveis elevados de CT e de LDL-C. No presente estudo houve uma tendéncia de aumento
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do nivel de CT, com a presenga do alelo ins, porém como o nimero de individuos portadores
do genétipo del/del é muito pequeno (N = 5), nossos dados ndo sdo suficientes para uma boa
comparag#o nesse sentido.

Os valores médios de CT em relagdo aos gendtipos da apo E apresentaram uma
tendéncia de aumento com a presen¢a do alelo E4 (tabela 31 e figura 28), conforme tem
indicado os dados da literatura (UTERMANN, et al., 1979; SING e DAVIGNON, 1985; ETO
et al., 1988; EICHNER et al., 1990; XHIGNESSE et al., 1991; XU et al., 1991; HALLMAN
et al., 1991; DALLONGEVILLE et al., 1992; EGGERTSEN et al., 1993).

Com relagéo as variagdes da ECA e os valores médios de CT, em nosso trabalho nio
foi encontrada nenhuma correlagio positiva, concordando com CAMBIEN et al. (1992). Na
literatura poucos investigaram a esse respeito, muito provavelmente pelo fato da ECA néo
participar do metabolismo lipidico, interferindo em DAC através de sua influéncia na

hipertenséo.
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7 CONCLUSOES

1. Os dois grupos estudados apresentaram diferengas significativas, quanto aos niveis das
varidveis bioquimicas que avaliam o metabolismo lipidico, caracterizando-se muito bem a
diferenga do perfil lipidico entre os individuos com e sem a doenca arterial coronariana,

respectivamente DAC+ e DAC-.

2. O alelo 36 do 3’VNTR do gene da apo B foi menos freqiiente em DAC+ (26,3%) do que
em DAC- (38,4%); xz(l) = 6,38; p < 0,05), entretanto, com a corre¢do de Bonferroni, o valor

de p ficou igual a 0,17, perdendo a significéncia.

3. Néo houve diferengas significativas entre as demais freqii€éncias alélicas dos locos
estudados, relacionados a: apolipoproteina B (Xbal; EcoRl; ins/del peptideo sinal; 3° VNTR),
apolipoproteina E, enzima conversora da angiotensina I (ECA) e fator V da coagulagéo,

quando se compararam os grupos DAC+ e DAC-.

4. A freqii€ncia do haplotipo X+del (Xbal/peptideo sinal do gene da apo B) apresentou
diferenga significativa (xz(;) = 3,97; p < 0,05) entre os dois grupos estudados, sendo mais

freqiiente em DAC-.

5. Considerando-se o gendtipo X—X—/E+E+ (Xbal/EcoRI da apo B) e uma outra classe
genotipica que englobou todos os demais gendtipos, houve diferenga significativa (xz(l) =
6,27; p < 0,02) entre os grupos DAC+ e DAC-. O genétipo X—X—/E+E+ foi mais freqiiente

no grupo DAC+.
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6. A diferenca entre as freqiiéncias do haplétipo X—E+ em DAC+ e DAC- apenas se
aproxima da significancia (p = 0,052), enquanto a diferenca entre as freqiiéncias do genétipo

X-X-/E+E+ ¢ significativa entre esses dois grupos (p = 0,012).

7. ldentificamos como marcador positivo da probabilidade de desenvolvimento de doenga
coronariana em adultos jovens, o genétipo X—X-/E+E+, em relagdo aos outros gendtipos

Xbal/EcoR], com uma razdo de chance (odds ratio) estimada em 3,2 (1,24 a 8,25, com

intervalo de confianga de 95%).

8. Nos individuos com o gendtipo marcador (X—X—/E+E+), quando se comparou o grupo
DAC- (N = 6) com o DAC+ (N = 22), a média de HDL-C apresentou diferenca
estatisticamente significativa: DAC+ = 37 £ 14 mg/dL e DAC- =53 £ 18 mg/dL (t = 2,35; p
<0,05). O alto nivel relativo de HDL-C em DAC—, mostra-se como um fator protetor, talvez

compensando a presenga do marcador de DAC. Sugere-se, nesse caso, um tipo de intera¢do

gene-gene ou gene-ambiente.

9. Como o alelo X- ndo implica diferenga de aminodcido, supomos que o maior risco
associado ao gendtipo X-X-/E+E+ poderia ser indicativo da agdo de outro gene na
etiopatogenia da DAC, cujas variagdes estejam em desequilibrio de ligagdio com aquelas de

Xbal /EcoRI. Além disso, é possivel que o desequilibrio de ligaggo seja com alguma variagdo

desconhecida do préprio gene da apo B.
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