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RESUMO

Associações entre a doença arterial coronariana (DAC) e genes ou marcadores 

genéticos foram investigadas em 116 coronariopatas (92 homens e 24 mulheres; DAC+) 

segundo o diagnóstico angiográfico, comparados com 78 controles (26 homens e 52 

mulheres) sem isquemia e sem lesão pela angiografia (DAC-). A idade média foi 44 ± 7 anos 

(averiguados com idade inferior a 56 anos) nos dois grupos. Os níveis de Colesterol total, 

Triglicérides, HDL-Colesterol (HDL-C), LDL-Colesterol, Lipoproteína (a), apoproteína B 

(apo B), apoproteína AI (apo AI), apoproteína AII, apoproteína E (apo E) e a relação apo B/ 

apo AI foram analisados por métodos enzimáticos (Roche Diagnostic Systems) e 

nefelométricos (Behring Diagnostic). O DNA genômico foi extraído dos leucócitos do sangue 

total coletado com EDTA, e a metodologia da PCR foi utilizada para amplificar os segmentos 

desejados. Não houve diferenças significativas entre os grupos DAC+ e DAC- nas 

freqüências alélicas dos locos estudados: apo B (Xbal; £coRI; ins/del peptídeo sinal; 3’ 

VNTR), apo E, enzima conversora da angiotensina I (ECA) e fator V da coagulação. Como 

esperado, esses grupos apresentaram diferenças significativas quanto aos níveis das variáveis 

bioquímicas que caracterizam o perfil lipídico. Não encontramos nenhuma associação entre 

genótipo e nível de CT com relação a cinco dos sítios investigados: apo B (Xbal, EcoRi e 

peptídeo sinal), apo E e ECA. O alelo 36 do 3’VNTR do gene da apo B foi menos freqüente 

em DAC+ (26,3%) do que em DAC- (38,4%; x2(i) = 6,38; p < 0,05), entretanto, após a 

correção de Bonferroni o valor de p foi igual a 0,17, perdendo a significância. O haplótipo 

X+del (ATral/peptídeo sinal do gene da apo B) apresentou diferença significativa (x2(i) =3,97; 

p < 0,05) entre os dois grupos estudados, sendo mais freqüente em DAC-. Considerando-se o 

genótipo X-X-/E+E+ (Xbal/EcoRI do gene da apo B) e uma outra classe, que englobou todos 

os demais genótipos, houve diferença significativa (x2(i) = 6,27; p < 0,02) entre os grupos
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DAC+ e DAC-. O genótipo X-X-/E+E+ foi mais freqüente no grupo DAC+, apresentando 

uma razão de chance (odds ratió) de 3,2 (1,24 a 8,25, com intervalo de confiança de 95%) de 

desenvolvimento de DAC em adultos jovens, quando comparado aos outros genótipos 

Xbal/EcoRl. Os indivíduos com o genótipo X-X-/E+E+ (N=22) em relação aos demais 

genótipos Xbal/EcoRÍ (N=87) do grupo DAC+, apresentaram maior nível médio de apo E (p 

= 0,041). Nos indivíduos com o genótipo marcador (X-X-/E+E+), quando se comparou o 

grupo DAC- (N = 6) com DAC+ (N = 22), a média de HDL-C apresentou diferença 

estatisticamente significativa: DAC+ = 37 + 14 mg/dL e DAC- = 53 ± 18 mg/dL (t = 2,35; p 

< 0,05). O alto nível relativo de HDL-C em DAC- parece ser um fator protetor, compensando 

a presença do genótipo marcador de DAC. Sugere-se, nesse caso, uma interação gene-gene ou 

gene-ambiente. Como o alelo X - não implica em diferença de aminoácido, o maior risco do 

genótipo X-X-/E+E+ é considerado indicativo da atuação de outro gene na etiopatogenia da 

DAC, cujas variações estejam em desequilíbrio de ligação com aquelas àtXbal /EcoRI. Além 

disso, é possível que o desequilíbrio de ligação seja com alguma variação desconhecida do 

próprio gene da apo B. Enquanto a diferença entre as freqüências do genótipo X-X-/E+E+ é 

significativa entre DAC+ e DAC- (p = 0,012), a diferença entre as freqüências do haplótipo 

X-E+ entre esses dois grupos apenas se aproxima da significância (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 AI (apo AI), apoprotein All, apoprotein E (apo E) and 

the ratio apoB/apoAI 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; EcoRl; 

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, 

EcoKL 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%; %2 (i) = 6.38; p< 0.05), changing to p = 0.17 

with the Bonferroni’s correction. The X+del haplotype (Aftal/signal peptide of the apo B 

gene) showed significant difference (%2 (i> = 3.97; p< 0.05) between the two studied groups, 

being more frequent in CAD-. Considering the X-X-/E+E+ genotype (Xbal/EcoKL of the 

apo B gene) against another class that gathered all the other genotypes, there was a significant

xvii



difference (x2 (i> = 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 XballEcoRl genotypes. In the CAD+ group, the individuals with the X-X-/E+E+ 

genotype (N = 22) when compared to the other XballEcoRl 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/EcoKl. 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 INTRODUÇÃO

Ao descrever o achado de gordura nas coronárias em 1878, Adam Hammer 

correlacionou-o com a trombose e não imaginava que estava assentando a pedra fundamental 

para a caracterização do depósito de lípides como um fator causal preponderante para doença 

cardiovascular (HAMMER, 1878; citado por MAJOR, 1978).

O primeiro relato de um caso de trombose coronária, diagnosticado em vida e 

confirmado por achados de necropsia, foi publicado em 1896 por Georg Dock (DOCK, 1896; 

citado por MAJOR, 1978). Desde então, a aterosclerose vem se destacando como uma das 

maiores causas de morbidade e mortalidade, em toda a sociedade ocidental, fazendo com que 

a elevada freqüência de eventos cardiovasculares nos países desenvolvidos direcione as 

pesquisas no sentido de identificar e controlar seus fatores determinantes.

Dentre as doenças cardiovasculares, a doença arterial coronariana (DAC), 

representada pelo infarto agudo do miocárdio (IAM) e angina, destaca-se como a maior 

causadora da incapacidade e morte no nosso meio. É uma doença da idade adulta, de etiologia 

multifatorial, resultado de uma interação complexa de múltiplos fatores, genéticos e 

ambientais (VOGEL e MOTULSKY, 1997).

A prevalência da DAC varia amplamente no mundo e geralmente a maior freqüência é 

encontrada em países ocidentais ou com estilo de vida ocidental. O papel importante do meio 

ambiente é documentado pelo aumento de DAC quando migrantes de países como o Japão, 

onde a freqüência de DAC é baixa, deslocam-se para áreas de alta freqüência como os EUA e 

passam a ter maior risco de DAC (KAYS et al., 1958; MARMOT et al., 1975).

A freqüência de DAC é cerca de 6 vezes maior nas famílias de pacientes do que em 

famílias controle. Os fatos referentes à agregação familiar na DAC são: a) um aumento com a



diminuição da idade do paciente afetado, sendo DAC prematura (<55 anos) um forte fator de 

risco; b) a mulher apresenta menor freqüência de DAC em relação ao homem; c) 

consangüíneos de mulheres afetadas têm maior risco do que consangüíneos de homens 

afetados; d) diabete melito, hiperlipidemia e hipertensão são fatores de risco para DAC, 

entretanto, a agregação familiar observada não pode ser explicada totalmente por esses fatores 

(VOGEL e MOTULSKY, 1997).

Entretanto, a observação de agregação familiar não significa necessáriamente 

determinação genética. Membros da mesma família compartilham ambientes semelhantes, 

incluindo agentes de risco para DAC, tais como: estilo de vida, fumo e hábitos dietários 

(VOGEL e MOTULSKY, 1997).

A aterosclerose, processo básico da DAC, consiste no espessamento e endurecimento 

das artérias de médio e grande calibres através da formação da placa aterosclerótica. Quadros 

de isquemia crônica são provocados pela obstrução progressiva da luz arterial ao longo de 

décadas. Manifestações agudas, como a angina instável e o infarto agudo do miocárdio, são 

geralmente desencadeadas por desestabilização da placa aterosclerótica com redução 

significativa e abrupta da luz do vaso, devida à formação local de trombo (ANDERSON e 

KING, 1992).

A participação do colesterol no desenvolvimento da DAC vem sendo demonstrada 

com base em vários estudos publicados na literatura mundial. O fascínio e a devoção ao 

estudo da molécula do colesterol, desde que foi isolada há 204 anos, já  concedeu aos 

cientistas das mais diversas áreas da ciência uma recompensa de treze Prêmios Nobel.

O colesterol é o principal esteróide do homem, álcool monoídrico insaturado, derivado 

do ciclo pentanoperidrofenantreno e está presente em todas as células do corpo e na maioria 

dos fluidos. O colesterol também serve como precursor para síntese de hormônios esteróides,
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vitamina D e ácidos biliares. A característica mais importante do colesterol é a sua 

insolubilidade em água. Pode se apresentar na forma livre (componente estrutural das 

membranas celulares e na superfície das lipoproteínas), ou esterificada (armazenado no 

interior das células ou no interior das lipoproteínas). A esterificação do colesterol ocorre no 

plasma sangüíneo pela ação da enzima LCAT (lecitina-colesterol acil transferase) que, ativada 

pela apo AI, transfere uma molécula de ácido graxo da lecitina para a posição 3-beta-hidróxi 

do colesterol. A esterificação intracelular ocorre pela ação da ACAT (acil-CoA-colesterol acil 

transferase).

O colesterol está presente nos alimentos e a maior parte encontrada no organismo é 

proveniente da síntese de novo a partir de acetato ativado (AcetilCoA). A etapa que regula a 

velocidade na via de síntese é a conversão do 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A para 

mevalonato, catalizada pela enzima hidroxi-metil-glutarilCoA redutase (HMG-CoA redutase). 

O fígado é o órgão responsável pela maior parte da síntese do colesterol endógeno.

O colesterol, assim como os outros lípides plasmáticos (triglicérides, fosfolípides e 

ácidos graxos), é transportado na forma de partículas lipoprotéicas pelos fluidos do organismo 

humano. As lipoproteínas são macromoléculas que se organizam naturalmente na forma de 

partículas, nas quais os lípides hidrofóbicos ficam no centro e os hidrofílicos na parte externa, 

permitindo que as lipoproteínas se tomem solúveis na corrente circulatória.

A função das lipoproteínas plasmáticas é transportar os lípides obtidos por via exógena 

e endógena até os tecidos. Diferem quanto à origem, composição química, tamanho e 

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

física da densidade, que se baseou a atual classificação.
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Existem quatro classes de lipoproteínas plasmáticas que se apresentam em maior 

concentração no organismo humano, Quilomícron, VLDL, LDL e HDL, e duas classes em 

menor concentração, IDL e Lp(a) (BACHORIK et al., 1995).

As apolipoproteínas permeiam a molécula de lipoproteína conferindo solubilidade ao 

macrocomplexo. Desempenham diversas funções no metabolismo lipoprotéico: ligação com 

receptor específico, ativação ou inibição de enzimas, determinação dos sítios de captação e da 

velocidade de degradação dos constituintes lipoprotéicos. Foram isoladas e caracterizadas 

(ALAUPOVIC, 1971), sendo reunidas em grupos, designadas pela ordem alfabética (A-I, A- 

II, A-IV, B-48, B-100, C-I, C-II, C-III, D e E).

A apolipoproteína B (apo B) pode ser encontrada em duas formas, a apo B-48 e a apo 

B-100. A apo B-48 é sintetizada no intestino, completamente homóloga à região amino- 

terminal da apo B-100 e seu tamanho corresponde a 48% do peso molecular da apo B-100, 

com 2152 aminoácidos de extensão (BLACKHART et al., 1986; CHEN et al., 1986). É o 

principal constituinte protéico dos quilomícrons e exerce função primordial na estrutura desta 

lipoproteína (KANE e HAVEL, 1994). Como a apo B-48 não possui o domínio carboxi­

terminal da apo B-100, não se liga aos receptores da LDL, e portanto os quilomícrons não 

podem ser removidos por essa via (CHEN et al, 1987).

A apolipoproteína B-100 é o principal constituinte protéico da lipoproteína LDL, 

responsável pela manutenção da integridade da LDL (YANG et al, 1986) e da sua ligação nos 

receptores celulares (BROWN e GOLDSTEIN, 1983). Suas variações podem se refletir no 

catabolismo do colesterol plasmático, constituindo-se em fator de risco para DAC.

O desenvolvimento da doença arterial coronariana (DAC) pode ser indicada pela 

variabilidade do DNA nos genes candidatos, cujos produtos encontram-se envolvidos com o 

metabolismo lipídico, estrutura e função das apolipoproteínas, aterogênese e trombogênese
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(LUSIS, 1986). 0  estudo de associação entre doenças e variações polimórficas de genes ou de 

marcadores (seqüências de DNA não codificantes) é empregado para demonstrar o papel de 

fatores genéticos na etiologia de doenças multifatoriais.
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2 REVISÃO DA LITERATURA

2.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS

O estudo das variações do DNA nos genes envolvidos com os níveis dos lípides, a 

hipertensão e o processo trombolítico contribui para avaliar as diferenças funcionais na 

expressão desses genes candidatos ao processo aterotrombótico, diretamente envolvido com a 

DAC. A variabilidade dos genes das apolipoproteínas B e E, da enzima conversora da 

angiotensina (ECA) e do fator V da coagulação foi estudada por vários pesquisadores, que 

relataram associações importantes com a DAC.

2.2 APOLIPOPROTEÍNA B

A estrutura completa da apolipoproteína B (apo B) foi elucidada pelo seqüenciamento 

de DNAc clonado (CHEN et a l , 1986; KNOTT et a l , 1986a). A proteína precursora da apo B 

contém um peptídeo sinal de 27 aminoácidos (KNOTT et a l , 1986a; PROTTER et a l , 1986) 

sendo que a proteína madura contém 4536 aminoácidos. É uma glicoproteína com 

aproximadamente 513 kD (LAW et al., 1986a), com cinco domínios estruturais, sendo o 

quarto domínio (aminoácidos 3070-4100) responsável pela interação da apo B com os 

receptores da LDL, processo que modula a remoção das LDL do plasma e regula a biossíntese 

do colesterol ( BROWN e GOLDSTEIN, 1979).
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2.3 O GENE DA APO B

0  gene da apo B possui aproximadamente 43 kb (BLACKHART et a l, 1986), 

localiza-se no braço 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 é codificada pelo mesmo gene que codifica a apo B-100 (apo B), 

resultando de um mecanismo de edição do RNA mensageiro. Ocorre a troca da base 

nucleotídica citosina pela uracila, modificando o códon CAA, que codifica o aminoácido 

glutamina (posição 2153), para um códon de terminação UAA (CHEN et a l , 1987).

2.4 VARIABILIDADE DO GENE DA APO B

A clonagem e o seqüenciamento do gene da apo B permitiram a identificação de 

vários polimorfismos: a) de restrição, devido à substituição de um nucleotídeo, destruindo ou 

criando uma região de reconhecimento por uma enzima de restrição (por exemplo, Xbal, 

£coRI); b) de inserção/deleção de um número variável de nucleotídeos referentes ao peptídeo 

sinal; c) da região hipervariável (VNTR) ligada ao gene da apo B e que está localizada a 

menos de 100 bases da extremidade 3’desse gene. Os sítios polimórficos mais estudados do 

gene da apo B são: Xbal, EcoRl, peptídeo sinal ins/del e 3’VNTR.

Posteriormente à identificação destes polimorfismos, tem sido explorada a associação 

dessas variações genéticas com fenótipos clínicos, como a hipercolesterolemia e a DAC. 

Devido à sua freqüência relativamente alta, as mutações polimórficas podem contribuir de 

maneira mais significativa do que as mutações raras para os estudos que relacionam a 

variabilidade genética com os níveis dos lípides de uma população.
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2.4.1 Polimorfismo de Xbal da Apo B

O polimorfismo da apo B Xbal refere-se a uma substituição de um nucleotídio no exon 

26 do gene da apo B (Figura 1), da qual resulta uma mutação silenciosa, que não afeta a 

seqüência de aminoácidos da apo B (PRIESTLEY et al, 1985; BARNI et al, 1986). Ocorre a 

troca de um nucleotídeo na terceira posição do codon 2488 (ACC-»ACT), que codifica para o 

mesmo aminoácido treonina. A timina cria um sítio de restrição para a enzima Xbal, 

originando o alelo X +, sendo sua ausência a característica do alelo X-. Essa variação 

determina três genótipos: 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 não é 

clivado no X-.

Figura 1 - Mapa do gene da apolipoproteína B indicando o tamanho dos exons e introns. Os
exons são mostrados em preto, a localização das regiões polimórficas é indicada: 
ins/del no exon l(aminoácidos Leu-Ala-Leu: -16/-14), Xbal no exon 26 (aa: Thr 2488) e 
EcoRl no exon 29 (aa: GIU4154 ->Lys).A Indica a localização aproximada no exon 26 
do gene da apo B (KNOTT et al, 1986a; YANG et al, 1986) correspondente à ligação 
da proteína com 0 receptor de LDL (aa: 3147-3157,3345-3381). Adaptado de Renges 
et al. (1991).
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As freqüências dos alelos X+ e X - em caucasóides e orientais, de acordo com a 

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

Tabela 1 - Freqüências (%) da presença e ausência do sítio de restrição Xbal em indivíduos 
controle e com DAC, em caucasóides e orientais, de acordo com a literatura.



RENGES et al. (1991) encontraram diferença significativa ao comparar a freqüência 

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 austríacos (0,48; 

PAULWEBER et al., 1990). Num trabalho seguinte (RENGES et al., 1992) a mesma amostra 

de indivíduos se mostrou diferente daquela de caucasóides suecos (0,55).

Vários pesquisadores investigaram associações entre as variações Xba\ do gene da apo 

B e a DAC. Estudos em caucasóides europeus (TURNER et al., 1995) e em chineses (PAN et 

al., 1995) não verificaram associação 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 e 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 et al., 1989; GENEST et al., 1990; PAULWEBER et al., 

1990; PEACOCK et al., 1992; NIEMINEM et al., 1992) ocorreu associação estatisticamente 

significativa entre o alelo X - e/ou o genótipo X -X - com DAC, quando o grupo DAC+ foi 

comparado com o respectivo grupo controle.

BOHN et al (1993a), usando análise de regressão multivariada, concluiram que 

indivíduos enfartados, portadores do genótipo X-X -, quando comparados com os de 

genótipos X+X+ e X+X-, mostraram uma razão de chance de 2,16 (p<0,01) para apresentar a 

doença. Esses autores consideraram o genótipo X -X - como um fator de risco para o infarto 

do miocárdio e que o aumento do risco não é aparentemente conferido pelos níveis elevados 

de CT, LDL-C ou apo B, mas através de outras variáveis ou mecanismos não relacionados 

com os fatores de risco tradicionais.
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HUMPHR1ES et a l (1992) e TIKKANEN e HELIÕ (1994) sugerem que pode estar 

ocorrendo uma variação adicional na seqüência do gene da apo B, em desequilíbrio de ligação 

com a variação de Xbal, que modifique os níveis de lípides no soro.

Os primeiros relatos de associação entre variação de Xbal e concentrações séricas de 

CT, LDL-C e apo B (BERG, 1986; LAW et al., 1986b) foram confirmados em seguida 

(TALMUD et al., 1987; AALTO-SETÀLÀ et al., 1988; AALTO-SETÀLÀ et al., 1989). 

Algumas discrepâncias, com diferentes associações entre os genótipos e os níveis plasmáticos 

dos lípides (HEGELE et al., 1986; ABURATANI et al., 1988; DARNFORS et al., 1989) 

foram publicadas.

A região da apo B que se liga ao receptor da LDL corresponde àquela no exon 26, o 

mesmo onde se localiza o sítio Xbal. Por isso, as variações nesse exon ou próximas podem 

estar relacionadas com a afinidade da apo B pelo receptor da LDL, refletindo-se nos níveis 

dos lípides no plasma.

O alelo X+ foi associado com elevados níveis de CT e de LDL-C no plasma, em 

adultos sadios da população caucasóide (AALTO-SETÀLÀ et al., 1988) e em pacientes com 

hipercolesterolemia familiar heterozigota (AALTO-SETÀLÀ et al., 1989), enquanto o alelo 

X - foi, associado com diminuição 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).

Indivíduos com o genótipo X+X+ apresentaram redução no “clearance” de LDL, 

significando um aumento de colesterol no plasma. Evidências a favor desse dado foram 

observadas: a) dois estudos in vivo mostraram que o alelo X+ está associado a uma redução 

no catabolismo da lipoproteína LDL (DEMANT et al., 1988; HOULSTON et al., 1988); b) 

estudo de ligação competitiva e ensaios de intemalização 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 indivíduos com genótipo X -X - liga-se ao receptor da LDL com 

maior afinidade, quando comparada com LDL de indivíduos com genótipo X+X+. Essa 

afinidade pelo receptor é traduzida em LDL internalizada com maior facilidade, diminuindo a 

concentração dos níveis plasmáticos do LDL-C, com conseqüente diminuição de seu papel 

aterogênico.

A hipótese de que a resposta dos lípides séricos à ingesta de gordura na dieta pode ser 

geneticamente determinada foi testada (TIKKANEN et al., 1990) considerando-se as 

variações Xbal, em indivíduos que haviam participado de um estudo de intervenção dietária 

de seis meses, na Coréia do Norte. Os portadores do alelo X+ (X+X+ e X+X-) responderam à 

dieta com pouca gordura e pouco colesterol, com redução mais significativa de CT, LDL-C e 

apo B, quando comparados com os indivíduos X-X-. Em teoria, isto pode ser exemplificado 

pelo conceito de variabilidade gênica (BERG, 1989), considerando-se o genótipo X+X+ 

associado com amplas respostas às mudanças da dieta, enquanto que o genótipo X -X - estaria 

associado com resposta restrita.

TIKKANEN e HELIÕ (1994), tentando compatibilizar achados de maior risco de 

DAC em X -X - e maior nível de CT em X+X+, sugerem que exista um desequilíbrio de 

ligação do alelo X - com alguma alteração na seqüência do DNA, que seja mais deletéria do 

que a aterogenicidade do alelo X+. Sugerem que essa possível alteração no DNA poderia 

causar um aumento no risco para DAC pela alteração qualitativa ao invés de quantitativa na 

apo B, tal como suscetibilidade a modificações oxidativas.

Por outro lado, em outros estudos o genótipo X -X - foi associado com valores 

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

GUZMÁN, 1998). GUZMÁN (1998), estudando uma amostra da população caucasóide
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brasileira com 104 indivíduos de alto risco para DAC e 93 indivíduos controle, encontrou 

associação positiva entre o genótipo X-X-/E+E+ e os níveis de CT.

2.4.2. Polimorfismo de EcoRI da Apo B.

O polimorfismo apo B £coRI refere-se a uma mutação da base guanina em adenina 

(GAA->AAA) no exon 29 (PRIESTLEY et al., 1985; BARNI et al., 1986), resultando na 

troca do amino ácido (Glu-»Lys) (SHOULDERS et al., 1985). Quando ocorre essa alteração, 

a enzima £coRI perde o sítio de restrição 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 não é clivado no E-. As variações da apo B EcoUU. são devidas aos alelos E+ 

e E - e aos genótipos E+E+, E+E- e E-E-.

As freqüências dos alelos E+ e E - da apo B EcóRl, em caucasóides e orientais, de 

acordo com a literatura, em grupos controle e com DAC, encontram-se na tabela 2. RENGES 

et al. (1991) não encontraram diferença significativa ao comparar a distribuição da freqüência 

do alelo E-, que encontraram em descendentes de indianos (0,11) com a de finlandeses (0,15; 

XU ei a l, 1990b), ingleses (0,15; MYANT et al., 1989) e austríacos (0,14; PAULWEBER et 

al., 1990). Num trabalho seguinte (RENGES et al., 1992) a mesma amostra de indivíduos 

mostrou diferença significativa com a de caucasóides suecos (0,19).

Essa troca de aminoácido altera a carga da apo B, mas essa diferença não chega a ser 

detectada como variante isoelétrica pois o peso molecular dessa proteína é muito grande. Dois 

estudos revelaram que essa mudança de aminoácido altera o epítopo da proteína, que é 

reconhecido por um dos anticorpos da série de Ag, descrito como antígeno t, associado com a
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presença do sítio £coRI (Glu), sendo o antígeno z associado com a sua ausência (MA et al., 

1987; DUNNING et al., 1988).
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Tabela 2 - Freqüências (%) da presença (E+) e ausência (E-) do sítio de restrição Eco\U  em 
indivíduos controle e com DAC, em caucasóides e orientais, de acordo com a 
literatura.

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

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

de aminoácido possa alterar o metabolismo de lipoproteínas que contêm apo B ou ser a causa 

para a apo B ser mais aterogênica. Alternativamente, é possível que essa variação esteja em 

desequilíbrio de ligação com outra mutação dentro do gene da apo B ou nas suas vizinhanças 

(MYANT, 1989).



Os resultados de estudos de associação das variações EcoRl com fenótipos clínicos 

são discordantes. Altas freqüências do alelo E - em pacientes com DAC em relação ao 

controle foram observadas em quatro estudos em amostras caucasóides, em diferentes partes 

do mundo: Boston (HEGELE et al., 1986), Seattle (DEEB et al., 1986, citado por BOHN e 

BERG, 1994), Salzburg ( PAULWEBER et a l , 1990) e Londres (MYANT et a l , 1989).

Estudos de associação do alelo E - com os níveis dos lípides também mostraram 

resultados discordantes. Alguns autores (PAN et a l, 1995; JUVONEN et a l, 1995; GLISIC et 

al, 1995) não encontraram relações significativas entre esse alelo e os níveis dos lípides. No 

entanto, PAULWEBER et a l  (1990) e TYBJAERG-HANSEN et al (1991) observaram que 

indivíduos portadores do alelo E - muitas vezes apresentavam taxas elevadas de lípides em 

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

2.4.3 Polimorfismo de inserção/deleção do peptídeo sinal da Apo B.

Os peptídeos sinais de eucariotos são elementos importantes na maioria das proteínas 

secretoras, sendo necessários para a passagem da cadeia peptídica nascente para o lúmen do 

retículo endoplasmático rugoso (CHAN e BRADLEY, 1986, citado por VISVIKIS et a l , 

1990; RANDALL e HARDY, 1989). Qualquer modificação na seqüência do peptídeo sinal 

pode provocar irregularidade na síntese protéica (ANGELE et a l, 1989).

BOERWINKLE e CHAN (1989) publicaram um método rápido para detectar 

inserção/deleção de 9 pares de base (bp) na região que codifica o peptídeo sinal do gene da 

apo B. A região 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 região que codifica o 

peptídeo sinal, com diferentes comprimentos: o alelo, que codifica o peptídeo maior de 27
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aminoácidos, é chamado de inserção (íns) e o alelo que codifica o peptídeo menor de 24 

aminoácidos, é chamado de deleção (dei). Pelo método de amplificação 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 et al. (1991) e SAHA et al. (1992b).

Utilizando-se a metodologia da PCR, essa diferença de nucleotídeos entre os dois 

alelos é detectada pela eletroforese do produto amplificado. Os genótipos encontrados são: 

ins/ins, ins/del ou del/del. As freqüências alélicas do peptídeo sinal do gene da apo B, em 

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

Tabela 3 - Freqüências (%) dos alelos do peptídeo sinal do gene da apo B, em amostras de 
diferentes grupos étnicos, com e sem DAC, de acordo com a literatura.
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RENGES et al. (1991) encontraram diferença significativa ao comparar a distribuição 

da freqüência do alelo dei 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 indivíduos também mostrou diferença significativa com a de caucasóides suecos 

(0,31).

SAH A et al. (1992a) não encontraram associação significativa de variação do peptídeo 

sinal do gene da apo B, com a DAC nos chineses. Entretanto, em outro trabalho (SAHA et al., 

1992b) encontraram uma associação positiva e significativa do alelo dei, com os níveis séricos 

de LDL-C nos chineses sadios.

Outros estudos populacionais pesquisaram associações entre variações do peptídeo 

sinal com níveis de lípides. HIXSON et al. (1992) constataram que o alelo dei apresentava 

associação com níveis elevados de CT e de LDL-C, e com lesões arteriais aumentadas em 

negros norte-americanos, porém não em brancos. Em famílias de mexicanos residentes nos 

EUA, KAMMERER et al. (1996) também encontraram associação do alelo dei com níveis 

altos de LDL-C.

HANSEN et al. (1993) encontraram influência do índice de massa corporal na 

associação entre os polimorfismos apo Xbal e inserção/deleção do peptídeo sinal com a 

variação dos níveis de CT e da apo B.

Vários estudos relataram associações entre variações da apo B e os níveis de TG 

(BERG, 1976, citado por BERG, 1986; LAW et al., 1986b). Não é surpresa que variação no 

loco da apo B possa influenciar os níveis de TG, uma vez que a apo B é um componente 

estrutural da lipoproteína rica em TG (VLDL).



Uma significante relação entre a variação no peptídeo sinal e os níveis de TG foi 

observada no estudo da Coréia do Norte (XU et al., 1990b). Durante o período basal com alto 

teor de gordura e colesterol, o maior nível médio de TG foi observado nos portadores do 

genótipo ins/ins e o menor, no del/del, enquanto que em ins/del o nível foi intermediário. O 

efeito da variação genética foi significativo e explicou 6,7% da variação nos níveis de TG. 

Durante o período de ingestão da dieta com diminuição de gordura e colesterol, o efeito 

desapareceu, mas quando os participantes desse estudo voltaram à alimentação original de 

gordura e colesterol, o efeito reapareceu, explicando 7,2% da variação fenotípica (XU et al., 

1990a). Esse é um bom exemplo do efeito da variabilidade gênica, no qual um dado genótipo 

permite uma resposta à ingesta de gordura na dieta (BERG, 1983, citado por BERG, 1986; 

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

2.4.4 Haplótipos do Gene da Apo B e Desequilíbrio de Ligação

O grau de informação da análise individual de polimorfismos pode ser melhorado 

consideravelmente pela da obtenção de haplótipos. O haplótipo consiste em um padrão definido 

de variações 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 

combinações podem ocorrer com freqüência diferente da esperada pelo acaso, o que se constitui 

em desequilíbrio de ligação.

MYANT et al. (1989) sugerem que, devido ao provável sítio de ligação da apo B com 

o receptor da LDL ocorrer entre os aminoácido 3147 e 3381 (KNOTT et al., 1986a; YANG et 

a l , 1986), codificados pelos nucleotídeos entre os sítios Xbal e Eco RI no gene da apo B, 

possa aparecer associação entre DAC e esses marcadores tomados em conjunto em algumas
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populações, refletindo o desequilíbrio de ligação entre esses sítios e uma mutação na 

seqüência de reconhecimento do receptor, que afetaria o metabolismo da lipoproteína LDL.

DUNNING et al. (1992) comentam que a determinação de haplótipos no gene da apo 

B, com múltiplos marcadores, possivelmente ajudaria a definir mais especificamente os 

genótipos associados com DAC.

A tabela 4 apresenta as freqüências haplotípicas quanto a XbaUEcoRl e Xbal/ peptídeo 

sinal, em caucasóides e asiáticos, de acordo com a literatura.
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Tabela 4 - Freqüências haplotípicas quanto a Xbál/EcoRÍ e Y&al/peptídeo sinal do gene da 
apo B, em caucasóides e asiáticos, de acordo com a literatura.

RENGES et al. (1991), em estudo com descendentes de indianos e europeus, sugerem 

haver uma variação genética no gene da apo B, em desequilíbrio de ligação com os sítios 

Afeal/peptídeo sinal, que contribui para a variação dos níveis de CT e HDL-C.

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

anteriormente (RENGES et al., 1991), constituídos por variações no gene da apo B (Xbal,



EcoRl, peptídeo sinal e 3’VNTR), encontraram forte desequilíbrio de ligação entre 3’VNTR e 

cada um dos outros sítios e entre o sítio do peptídeo sinal e Xbal.

Os pesquisadores STEPANOV e PUZYREV (1994) também encontraram evidências 

de desequilíbrio de ligação entre Xbal e EcoRl.

PAJUKANTA et al. (1996) encontraram desequilíbrio de ligação significativo 

(p<0,0001) entre peptídeo sinal /Xbal, com o alelo dei associado ao X+ e o alelo ins associado 

aoX -

2.4.5 Polimorfismo Apo B 3’VNTR

WYMAN e WHITE (1980) foram os primeiros a demonstrar que o genoma humano 

contém um grande número de segmentos polimórficos, mais tarde conhecidos como “variable 

number of tandem repeats” (VNTRs), porque os alelos nesses locos podem ser 

convencionalmente definidos pelo número de unidades de repetição de uma seqüência 

determinada.

TAUTZ e RENZ (1984) descreveram VNTRs caracterizados por seqüências com 

pequeno número de pares de base como unidade de repetição, chamando-os de “short tandem 

repeats” (STRs). Hoje, a variação na unidade de repetição in tandem das seqüências variando 

de 6 a 100 pares de base é geralmente caracterizada como VNTRs ou minissatélites, enquanto 

que os STRs ou microssatélites apresentam unidades de repetição variando de 2 a 5 pares de 

bases.
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Figura 2 - Diagrama esquemático da estrutura do 3’VNTR próximo ao gene da apo B 
indicando o tamanho dos exons e introns. A escala superior mostra 13,5 kb de 
fragmento SalI (S) e 7 sítios de restrição EcoRl. A escala inferior indica uma parte 
do exon 29, a região hipervariável (VNTR) e regiões que a flanqueiam. Observam- 
se os locos de dois sinais de interrupção de transcrição (AATAA) e 3 
oligonucleotídeos iniciadores de amplificação (PCR 1, 2 e 3). Também são 
mostrados os sítios de restrição Mspl (M) e BamHl (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 região hipervariável está localizada a menos de 100 bases da extremidade 3’do 

gene da apo B, no cromossomo 2 (KNOTT et al., 1986b; HUANG e BRESLOW, 1987; 

LUDWIG et al., 1989). O 3’VNTR ligado ao gene da apo B compreende uma seqüência de 14 

a 16 pb que se repetem em número de 22 a 52 vezes, originando pelo menos 14 alelos 

(FRIELD et al., 1990; LUDWIG et al., 1989; LUDWIG e McCARTHY, 1990).

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

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

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

As distribuições dos alelos desse 3’VNTR em duas populações brasileiras, branca e de 

descendentes de japoneses, relatadas por ZAGO et al. (1996) mostraram diferenças entre as 

raças. A distribuição é 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 variações de risco de 

DAC, em conseqüência de diferenças quantitativas ou qualitativas da apolipoproteína 

produzida pelo gene que está vizinho.

Os primeiros relatos baseados na digestão do DNA genômico por enzima de restrição, 

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 associação positiva 

entre alelos do 3’VNTR grandes e DAC em indivíduos austríacos. Esses alelos também 

mostraram alguma correlação com os níveis da apo B sérica e de CT.



Esse VNTR tem sido relatado como fator determinante sobre os níveis plasmáticos de 

lípides (HUMPHRIES, 1988) e em DAC (HEGELE et al., 1986; MYANT et al., 1989; 

RENGES et al., 1992). Alelos com grande número de repetições foram encontrados com 

maior freqüência em pacientes com DAC em amostras de caucasóides 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 dislipidêmicos, participantes em levantamento de prevenção 

primária, com 67 pacientes sobreviventes de IM (Infarto do Miocardio), 114 sem IM e 49 

homens sadios (HELIÕ et al., 1991). Entretanto, não houve correlação entre alelos do 

3’VNTR e IM. O outro estudo comparou 187 pacientes com cateterismo positivo (DAC+), 

121 controles com cateterismo normal e 79 indivíduos aparentemente sadios (HELIÕ et al.,

1992). Novamente não houve diferença significativa na distribuição de grandes alelos do 

3’VNTR, ou qualquer outro alelo, entre o grupo de pacientes e os grupos controle, nem 

correlação de alelos específicos com níveis séricos de lípides.

2.5 O GENE DA APO E

O gene da apo E foi seqüenciado (PAIK et al., 1985), sendo mapeado (DAS et al. 

1985) no cromossomo 19ql3.2. Sua estrutura consiste de quatro exons, com muitas das 

seqüências codificadoras da proteína contidas no exon 4. No homem, o gene da apo E tem 3 

alelos polimórficos. Os três 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 e BRESLOW, 1981), 

responsáveis por seis genótipos (E 2/2, E 2/3, E 2/4, E 3/3, E 3/4 e E 4/4). Os produtos
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protéicos desses três alelos diferem em um ou dois aminoácidos, quando se consideram os 

resíduos 112 e 158 (WEISGRABER et al., 1981), na molécula de apo E, que contém 299 

aminoácidos. A apo E3 tem Cys no sítio 112 e Arg no sítio 158, enquanto que a apo E2 tem 

Cys e a E4 tem Arg em ambos os sítios. Além dos alelos comuns, mutações raras nesse gene 

têm sido relatadas (ZANN1S, 1986; WARDELL et al., 1987). A apo E também apresenta 

variações secundárias, resultantes de diferentes quantidades de ácido siálico, adquiridas pós- 

tradução (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 isoeletrofocalização (UTERMANN et 

al., 1979; ZANNIS et al., 1981) ou pela metodologia da PCR com a utilização de enzima de 

restrição específica (HIXSON e VERNIER, 1990). Esse procedimento se baseia na 

amplificação de uma região do gene apo E, que compreende a seqüência codificadora dos 

aminoácidos 91 até 165 da proteína apo E madura. Um oligonucleotídeo é utilizado como 

iniciador para amplificar o DNA que contenha as posições 112 e 158, referentes aos 

aminoácidos que caracterizam as variações. A clivagem do DNA é realizada com Hhal e os 

produtos são separados em gel de poliacrilamida sob condições não desnaturantes. O 

reconhecimento ou não da seqüência GCG’C pela Hhal proporciona diferentes tamanhos de 

fragmentos, resultantes da digestão, permitindo que os indivíduos sejam genotipados pelas 

possíveis combinações (comprimento dos fragmentos de restrição em pares de base - bp):

E4= 1 6 ,18 , 1 9 ,3 5 ,3 8 ,4 8  e 72;

E3 = 1 6 ,18 , 35, 38,48 e 91;
E2 = 16 ,18 , 38 , 83 e 91.
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As freqüências desses três alelos, em indivíduos de grupos controle e com DAC, em 

diferentes grupos étnicos, de acordo com a literatura, são mostradas na tabela 6.
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Tabela 6 - Freqüências (%) dos alelos da apo E em indivíduos controle e com DAC, em 
diferentes grupos étnicos, de acordo com a literatura.

A apo E liga-se aos lípides, à heparina e aos receptores das lipoproteínas. Portanto, a 

apo E deve estar ligada na superfície da partícula de lipoproteína para ser capaz de entregar a



lipoproteína ao receptor, deve ligar-se às HSPG (heparan sulfate proteoglicans-moléculas 

semelhantes à heparina) para que o receptor LRP exerça sua função, e deve interagir com o 

receptor para a lipoproteína ser capturada (MAHLEY et al., 1988; MAHLEYe JI, 1999; 

MAHLEY e HUANG, 1999).

A apo E tem maior afinidade pelo receptor da LDL que a própria LDL através da apo 

B (INNERARITY e MAHLEY, 1978). A importância fisiológica da interação da apo E com o 

receptor de LDL foi demonstrada pela doença genética Hiperlipoproteinemia do tipo III 

(classificação de Fredrickson), devido a sua associação com a isoforma E2 (MAHLEY e 

RALL, 1995, citado por MAHLEY e HUANG, 1999). Ficou demonstrado que a substituição 

de um aminoácido é a responsável pela ligação eficiente ou não, no receptor específico 

(RALL etal., 1982).

Estudos da estrutura molecular e atividade biológica da apo E forneceram subsídios 

para o entendimento do papel funcional que distingue as isoformas. A apo E tem dois 

domínios estruturais, 2/3 amino terminais da molécula e 1/3 carboxi terminal, que são unidos 

por uma região em dobradiça (WEISGRABER, 1994, citado por MAHLEY e HUANG, 

1999). O domínio amino terminal é composto por 4 feixes em hélices e contém os sítios de 

ligação com o receptor e com a heparina. O domínio carboxi terminal contém a região de 

ligação com os lípides.

A região crítica que determina a ligação da apo E aos lípides e lipoproteínas localiza- 

se entre os aminoácidos 244 e 272. Também há uma interação entre a Arg-61 e a Glu-255. Os 

resíduos de aminoácidos básicos (136, 140, 142, 143, 145, 146, 147 e 150) são importantes 

para a interação com a heparina e com o receptor. Portanto, variantes com mutações, que 

afetam essas regiões, influenciarão no modo de captação das partículas pelos dois tipos de 

receptores, LDL e LRP.
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A apo E3, considerada a isoforma normal, possui Arg-158 e a apo E2 possui Cys-158. 

Essa substituição prejudica a ligação com o receptor LDL e secundariamente altera a 

conformação da região de ligação ao receptor envolvendo os aminoácidos 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 região de 

ligação ao receptor, é realocada dentro de um plano diferente, alterando o tamanho e a 

orientação da região de ligação ao receptor, interrompendo a ligação ao receptor (LALAZAR 

et al., 1988). Os 4 feixes em hélices, que caracterizam o domínio amino terminal, não 

diferem significativamente entre as três isoformas, exceto no ambiente local do resíduo 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 orientação 

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 expõe mais na superfície da molécula (MAHLEY e 

HUANG, 1999). Como resultado dessa modificação na apo E4, a Arg-61 está mais disponível 

para interagir com Glu-255 no domínio carboxi terminal e altera profundamente a 

conformação da proteína, distinguindo-a das apos E2 e E3. A interação desses domínios é 

influenciada por essas diferenças, distinguindo as isoformas com respeito ao metabolismo 

dos lípides.
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Figura 3 - Modelo da estrutura tridimensional dos domínios aminotcrminais das apos F3
c E4. por cristalografia com raio X. (publicado por Karl H. Weisgraber. Gladstone 
Institute o f  Cardiovascular Disease. São Francisco. USA; retirado de MAHLEY e 
HUANG. 1999).

Numerosos estudos mostraram influência da variação do gene da apo E nos níveis 

plasmáticos dos lípides. Embora a distribuição das freqüências alélicas da apo E seja 

heterogênea entre as populações, o efeito desse gene é relativamente consistente: em média o 

efeito do alelo E2 é dim inuir os níveis de colesterol no plasma e do alelo E4 é aumentá-lo 

(IJTERMANN et al., 1979).

Baseando-se nos resultados de vários estudos epidemiológicos, uma associação entre 

genótipos de apo E e prevalência de DAC foi relatada por MENZEL et al. (1983). Em vários 

estudos, pacientes com DAC (ETO et al.. 1988: DAVIGNON et al.. 1988; EICHNER et al.,

1993) apresentaram uma freqüência do alelo E4 aumentada, em relação ao grupo controle; em 

contraste o alelo E2 era o menos freqüente nesse mesmo grupo com DAC.

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

(Disbetalipoproteinemia familiar) apresentavam fenótipo E 2/2. No entanto, somente 5% dos



indivíduos E 2/2 na população geral desenvolvem a Hiperlipidemia tipo III. Aparentemente a 

manifestação dessa doença requer outros fatores adicionais tais como: hiperlipidemia familiar 

combinada, hipercolesterolemia familiar, diabete melito, hipotiroidismo, obesidade, 

deficiência de estrógenos, dieta com alto teor em gordura ou uso de certas drogas 

(FREDRICKSON, 1975; MAHLEY e RALL, 1995, citado por MAHLEY e HUANG, 1999). 

As freqüências de Hiperlipidemia tipo III encontradas na população geral variou de 0,01% a 

0,10%.

Estudando famílias, BOERWINKLE e SING (1987) estimaram que a variação do 

gene da apo E foi responsável por 12,5 % do total da variância poligênica nos níveis de CT. 

Em seguida, BOERWINKLE e UTERMANN (1988) verificaram que o efeito da variação 

desse loco sobre os níveis plasmáticos da apo E foi o oposto do observado em relação aos 

níveis do CT. Com base nesses e em outros resultados, formularam um modelo para explicar 

o efeito do gene da apo E no metabolismo lipídico e prognosticaram que esse efeito difere 

entre as populações, pela diferença na ingesta de gordura na dieta. De acordo com esse 

modelo, diferenças entre os alelos na ligação com o receptor, retirada de quilomícrons e 

subseqüente regulação do receptor da LDL, são responsáveis pelos efeitos observados nos 

níveis de CT e risco para DAC.

Um estudo de DALLONGEVILLE et al. (1992), que incluiu amostras de 45 

populações de 17 países, analisou a relação entre os genótipos da apo E e os níveis 

plasmáticos de CT, TG e HDL-C. Os indivíduos com genótipo E 4/3 e E 4/4 apresentaram os 

níveis de CT aumentados em relação aos indivíduos E 3/2 e E 2/2. Um grande número de 

pesquisadores encontrou dados similares, em relação ao efeito dos genótipos 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 a l, 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), está localizado no braço longo do cromossomo 17 (17q23), e sua estrutura apresenta 

dois domínios altamente homólogos e funcionais, sugerindo que ele é resultante de uma 

duplicação gênica.

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 íntron 16, relativo a uma inserção de 287 pares de bases de 

uma seqüência Alu, caracterizando dois alelos: o alelo I correspondendo à presença da 

inserção e o alelo D, à sua ausência, resultando em três genótipos (DD, II e ID). As 

freqüências dos alelos, em indivíduos controle e com DAC, em caucasóides e orientais, de 

acordo com a literatura, são mostradas na tabela 7.

Os níveis da enzima ECA na circulação estão associados com a variação do gene da ECA 

(RIGAT et al., 1990; LINDPAINTNER et al., 1995). Os indivíduos homozigotos para o alelo D 

têm, em média, níveis séricos da ECA duas vezes maiores que os indivíduos homozigotos para o 

alelo I, sendo que os heterozigotos (ID) têm níveis séricos intermediários (RIGAT et al., 1990).

A ECA circula no plasma e está presente na superfície das células endoteliais. Tem 

papel fundamental na homeostase da pressão sangüínea, hidrolisando a angiotensina I em 

angiotensina II. A angiotensina I é um peptídeo inativo, liberado após clivagem do 

angiotensinogênio pela ação da renina.
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Tabela 7 - Freqüências (%) dos alelos do gene da ECA, em amostras de caucasóides e 
orientais, com e sem DAC, de acordo com a literatura.

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

musculatura lisa nos vasos, particularmente após lesão endotelial (WIEMER et ah, 1991; 

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

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

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

níveis de bradicinina. A bradicinina é um vasodilatador, que inibe a proliferação das células 

musculares lisas, podendo estimular a liberação de vasodilatadores endoteliais, incluindo o 

óxido nítrico e as prostaciclinas (FARHY et al., 1992; PELC et al., 1991). O tratamento da 

hipertensão com inibidores da ECA leva a uma maior regressão da hipertrofia ventricular 

esquerda do que se atribui à redução da pressão arterial sozinha (DAHLOF e HANSSON, 

1992).



Níveis teciduais (JAN DANSER et a l, 1995) e circulantes de atividade da ECA estão 

sob forte controle genético (TIRET et al., 1992). Variações na pressão sangüínea, como a 

hipertensão, são influenciadas por fatores genéticos e ambientais. A hipertensão tem sido 

considerada um dos principais fatores de risco para DAC (TRUETT et a l, 1967).

Em alguns estudos, as médias da pressão sangüínea não apresentaram diferenças entre 

os genótipos da variação da ECA (SOUBRIER et a l, 1990; JEUNEMAITRE et a l, 1992; 

AALTO-SETÀLÀ et a l, 1998). Em recente trabalho, discordando dos anteriores, 

O’DONNELL et a l  (1998) encontraram evidências de associação do loco da ECA com a 

hipertensão e pressão sangüínea diastólica em homens, mas não em mulheres. A associação 

positiva da hipertensão foi com o genótipo DD e ID e da pressão sangüínea diastólica com o 

genótipo DD. Defendem a hipótese de que o gene da ECA ou outro gene a ele ligado, é um 

gene sexo-específico candidato ao condicionamento da hipertensão.

A variabilidade no gene que codifica a ECA foi correlacionada com risco para DAC 

por CAMBIEN et a l  (1992), ao mostrarem que o genótipo DD era mais freqüente em 

indivíduos com IAM, considerados de baixo risco pelos critérios comuns, do que em seus 

controles. Vários estudos surgiram com o mesmo interesse, sendo que alguns confirmaram a 

associação do alelo D com DAC (MATTU et al, 1995; OIKE et al, 1995), e outros discordaram 

(LINDPAINTNER et a l, 1995; HONG eta l, 1997).

Uma importante distorção, provocada pela metodologia antiga da genotipagem (RIGAT et 

al, 1992; SCHMIDT et al, 1993), segundo a qual os genótipos DD foram superestimados, pode 

justificar algumas das correlações do alelo D com DAC, conforme SINGER et a l (1996).

Mais tarde, essa metodologia foi modificada por SHANMUGAM et al, (1993), os quais 

observaram que, ao repetir a amplificação pelo método da PCR, em condições levemente 

diferentes, alguns indivíduos antes caracterizados como de genótipo DD, amplificavam como
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ID. Chegaram à conclusão de que ocorre uma amplificação preferencial do alelo D em relação 

ao alelo I, no heterozigoto. Sugeriu-se realizar uma nova amplificação, incluindo dois novos 

iniciadores, com inserção específica (hace 5a e hace 5c), para cada genótipo DD encontrado. 

A reação produz um produto amplificado de 335 bp, somente na presença do alelo I (ID e II) 

conforme descrito por LINDPAINTNER et al. (1995).
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2.9 O GENE DO FATOR V.

O loco do gene do fator V da coagulação (F5) foi mapeado no cromossomo 1 (lq21- 

25) por WANG et al. (1988), citado por BERTINA et al., (1994). Alguns pesquisadores 

verificaram uma mutação de ponto no exon 10 desse gene (BERTINA et al., 1994). Ocorre 

uma substituição do nucleotídeo Guanina (G) pela Adenina (A) na posição 1691 e, 

conseqüentemente, a troca do aminoácido Arg da posição 506 (CGA) pelo aminoácido Gin 

(CAA). Essa mutação é denominada FV de Leiden (FVL) ou FV Q506. Essas variações no 

exon 10 são detectadas após amplificação do DNA genômico e digestão com a enzima MnR. 

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 ei al., 1995).

2.10 VARIABILIDADE DO GENE DO FATOR V



A variação polimórfica FVL foi associada com a resistência à proteína C ativada 

(APC), por DAHLBACK et al. (1993) e BERTINA et 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 associação entre FVL e 

predisposição aumentada para DAC prematura em mulheres (ROSENDAAL et al., 1997).

As freqüências alélicas do gene do fator V, em caucasóides e ameríndios, de acordo 

com a literatura, encontram-se na tabela 8.

Um trabalho desenvolvido no Brasil por FRANCO et al. (1999) avaliou a prevalência 

da mutação FVL em 4 grupos étnicos: 152 caucasóides, 97 negros africanos, 40 asiáticos 

(descendentes de japoneses) e 151 ameríndios. Não foi observada variação nos africanos e 

asiáticos.

A freqüência do alelo A (FVL) é heterogênea em diferentes populações humanas, 

contribuindo para diferenças étnicas e geográficas na prevalência de doenças trombóticas e 

cardiovasculares.
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Tabela 8 - Freqüências (%) dos alelos do gene do fator V, em caucasóides e ameríndios, com 
e sem DAC, de acordo com a literatura.
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3 OBJETIVOS

3.1 Verificar se há diferenças entre um grupo de indivíduos com a doença arterial 

coronariana (DAC+) e o grupo controle (DAC-), quanto aos parâmetros bioquímicos que 

avaliam o metabolismo lipídico.

3.2 Verificar as freqüências alélicas, haplotípicas e genotípicas dos genes ou 

marcadores das apolipoproteínas B e E, da enzima conversora da angiotensina I (ECA) e do 

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

3.3 Procurar identificar haplótipos e genótipos que sirvam como marcadores positivos 

ou negativos da probabilidade de desenvolvimento da DAC em adultos jovens.
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 AMOSTRAS DE PACIENTES

Foram selecionados pacientes com doença arterial coronariana (DAC+) pertencentes 

ao banco de dados da disciplina de Cardiologia, diagnosticados no máximo há dois anos antes 

desse estudo e com idade inferior a 56 anos. O resultado do teste de cineangiocoronáriografia 

no Serviço de Hemodinâmica do Hospital de Clínicas da Faculdade de Medicina da USP - 

Ribeirão Preto (SP) foi confirmado pelo cardiologista responsável. O grupo DAC+ foi 

constituído de 116 pacientes (92 homens e 24 mulheres) com síndromes isquêmicas agudas: 

infarto agudo do miocárdio com angina instável e infarto com coronárias afetadas ou normais.

O grupo controle (DAC-) foi constituído de 78 pacientes (26 homens e 52 mulheres), 

com idade inferior a 56 anos, que foram submetidos a cineangiocoronáriografia por motivos 

de cardiopatia congênita não cianogênica ou de valvulopatias, e que apresentaram coronárias 

normais nestes exames.

4.2 MÉTODOS LABORATORIAIS

4.2.1 Análise dos lípides, lipoproteínas e apolipoproteínas

Foram coletados 10 mL de sangue total sem anticoagulante, após 12 h de jejum. O 

soro foi separado do coágulo para a determinação dos lípides, lipoproteínas e 

apolipoproteínas. Os níveis de Colesterol total (CT) e Triglicérides (TG) foram obtidos 

utilizando-se reações enzimáticas (Roche) em aparelho automatizado Cobas Mira S (Roche



Diagnostic Systems). O nível de HDL-Colesterol (HDL-C) foi dosado no sobrenadante, após 

precipitação do soro com fosfotungstato-MgCh (Roche), pela mesma reação utilizada na 

determinação do colesterol total. 0  teor de LDL-C foi estimado pela fórmula de Friedewald: 

LDL-C = CT- [HDL-C + (TG/5)], segundo FRIEDEWALD et al., 1972, desde que TG 

inferior a 400 mg/dL. Todas as análises bioquímicas acima descritas foram realizadas no 

Laboratório de Nutrição do Hospital de Clínicas da USP-RP. As quantificações séricas das 

apolipoproteínas e da lipoproteína Lp(a) foram realizadas pelo método de imunonefelometria 

(Nephelometer Behring), no Laboratório Behring de Ribeirão Preto.

4.2.2 Extração do DNA

O DNA genômico foi extraído dos leucócitos 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 vácuo. As amostras foram 

centrifugadas a 2500 rpm durante 20 minutos, o plasma foi removido e a fração contendo os 

leucócitos foi transferida para outro tubo plástico cônico com tampa e esterilizado. 

Inicialmente adicionou-se a solução de lise de eritrócitos (diluída lmL em lOmL de água 

esterilizada) e o tubo permaneceu sob agitação leve durante 15 minutos. Em seguida foi 

centrifugado a 2500 rpm, durante 20 minutos, sendo o sobrenadante desprezado e acrescidos 

mais 3 mL de solução de lise de eritrócitos com posterior eliminação total, escorrendo o tubo 

em gaze. Adicionaram-se então 1,5 mL da solução tampão de lise de leucócito, 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 sódio) e 500 PL de solução precipitante de proteína, 

seguindo-se forte agitação 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 álcool etílico 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 álcool etílico foi retirado, sendo acrescida água milliQ (Millipore), cerca de 200 a 

500 KL, proporcional ao teor de DNA. O tubo permaneceu durante uma noite em geladeira e 

no dia seguinte foi homogeneizado sob agitação.

Procedeu-se a quantificação do DNA, diluindo-se 5 KL da solução homogeneizada em 

1000 KL de água milliQ, em espectrofotômetro com um comprimento de onda UV de 260 nm, 

usando-se cubeta de quartzo e zerando-se o aparelho com água milliQ. A densidade ótica, 

obtida em cada leitura das amostras, foi anotada para calcular qual a diluição a ser realizada 

em cada amostra para atingir a concentração final de 0,1 Kg/KL.

4.2.3 Análise da variabilidade do DNA

As variações do DNA foram analisadas de acordo com procedimentos descritos na 

literatura, seguindo-se os protocolos: Apo B-VNTR, Apo B-Xbál; Apo B-£coRI e Apo B­

ins/del peptídeo sinal (RENGES et al., 1992); Apo E (fflXSON 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).
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4.2.3.1 Preparo dos Reagentes



O preparo dos reagentes e aqueles que foram adquiridos e utilizados serão descritos a

seguir.

1) Preparo da solução tampão TEB 10X:

Ácido bórico 55 g/L

TRIS 108 g/L

EDTA dissódico 9,3 g/L (pH = 7,8)

Solução IX: diluição 1:10 (lOOml de tampão TEB 10X completa para lOOOml de água).

2) Preparo da agarose 1,5%

1,5 g de agarose diluída em 100 mL de tampão TEB IX.

3) Preparo do gel de acrilamida

Prepara-se a solução concentrada de acrilamida (40%) para ser utilizada no preparo do gel, 

de acordo com a concentração desejada (4%, 6% ou 8%).

Acrilamida 40%:

Acrilamida 38 g

Bis-acrilamida 2 g

Diluir em 100 ml de água milliQ, filtrar e guardar em geladeira.
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4) Preparo dos corantes

- Ficoll 15%: 15g Ficoll em 100 mL de água milliQ.

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



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

Os corantes foram preparados fazendo-se primeiro a solução de Ficoll em água (15g para 

100 ml de água). Em seguida pesam-se 250 mg do XC ou 250 mg de BF para 100 ml da 

solução de Ficoll.

- Formamida: solução de Formamida 95% em água 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 revelação para os fragmentos de VNTR

a) Fixador -  em agitador 25 minutos (100 mL de etanol + 5 mL de ácido acético e 900 mL 

de água destilada).

b) Solução de prata -  em agitador 25 minutos (0,2 g de prata para 150 ml de água 

destilada).

c) Água destilada - em agitador 2 minutos.

d) Revelador - em agitador até aparecerem fragmentos (30g de hidróxido de sódio, 3 mL 

de formaldeído em 1L de água destilada).

6) Tampão 10X para reação da PCR: 100 mM Tris-HCl pH 8,5, 500 mM KC1,15 mM MgCh, 

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

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

acetato de potássio. Diluir IX para utilizar no processo de digestão.

8) Tampão NE2: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCk, 1 mM DTT em pH 7,9, 

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

A metodologia da PCR foi utilizada para amplificar os segmentos desejados. Os 

oligonucleotídeos empregados como iniciadores foram produzidos em um sintetizador 

(Applied Biosystems 391 DNA Synthesizer), ou foram adquiridos da GIBCO BRL, e as suas 

seqüências encontram-se na tabela 9.

Tabela 9 - Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na metodologia da PCR.

Todas as amplificações do DNA genômico foram realizadas com base no método 

descrito por SAIKI et al (1988), adaptado para uma mistura de reação com volume final de 25 

PL. Para cada reação preparamos uma mistura contendo:

* 2,5 PL de Tampão de PCR para 25 pL de volume final de reação.

* 5,0 PL de Iniciadores (2,5 PM de cada oligonucleotídeo iniciador - tabela 9). O iniciador 

liofilizado é diluído em 1000 PL de água milliQ, homogeneizado, e retiram-se 10 PL para serem



diluídos em 990 PL de água milliQ. Em seguida faz-se a leitura no espectrofotômetro em 260 

nm, e a D. O. obtida é multiplicada por 100 (diluição) e por 33 (concentração de DNA em 1 PL), 

obtendo-se a quantidade de DNA em Pg/PL. Esse resultado é multiplicado por 1000 e dividido 

pelo PM do oligonucleotídio, o que resulta em x PM em 1000 PL. Como trabalhamos com 2,5 

PM, retira-se o volume correspondente para essa concentração.

* 2,0 PL de dNTP (10 PL de cada dNTP diluídos em 960 PL de água milliQ, sendo a 

concentração final do volume pipetado de 200 PM de cada nucleotídeo).

* 0,2 PL de Taq DNA polimerase (frasco com 5 U/PL - Pharmacia Biotech, e utilizamos 1U 

para cada reação).

* Água milliQ para completar o volume final de 25 PL.

O DNA genômico de cada paciente foi acrescido a essa mistura na concentração de 0,1 

Pg/PL de DNA e homogeneizado em tubo tipo eppendorf. As reações foram conduzidas em um 

equipamento automatizado Perkin Elmer/GeneAmp PCR System 2400.

As amplificações 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, extensão final a 72° C por 7 minutos e resfriamento a 4°C para interromper a 

reação.

Após o término do processo de amplificação, a ocorrência ou não de amplificação foi 

avaliada em gel de agarose a 1%, em um sistema de eletroforese horizontal. O gel foi preparado 

com 1 g de agarose em tampão TEB IX, a agarose foi aquecida em um forno de microondas, 

durante aproximadamente 1 minuto para solubilização. Após resfriamento parcial do gel, 

adicionaram-se 3 PL de brometo de etídio 1,5% (1,5 g de brometo de etídio em água milliQ), 

depositou-se o gel em um suporte de acrílico para eletroforese. Solidificado o gel, aplicaram-se
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as amostras: 5 PL de produto da PCR misturado com 3 PL do corante (15g de Ficoll; 100 ml de 

água milliQ em 250 mg Xileno Cianol ou 250 mg de Azul de Bromofenol), 3 PL de um 

marcador de tamanho de DNA. A separação eletroforética foi realizada a 100V, durante 

aproximadamente 45 minutos. As bandas de DNA foram visualizadas sob luz UV confirmando a 

presença e intensidade da amplificação. Quando não houvesse produto da amplificação ou esse 

fosse de baixa intensidade, repetia-se o procedimento da PCR.
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Tabela 10 - Ciclos programados para a amplificação do DNA genômico.
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4.2.3.3 Identificação dos produtos da PCR

As identificações dos produtos da PCR foram realizadas por análise direta ou após 

restrição enzimática.

A) Análise 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 acrílico na USP, e 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 pL do corante XC.

Quando o processo envolvia gel de acrilamida e os fragmentos diferenciavam-se por um 

pequeno número de pares de bases, utilizávamos 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 - Informações a respeito da identificação direta dos fragmentos em eletroforese.

As variações foram visualizadas após corrida eletroforética em gel de agarose ou de 

poliacrilamida (variando a concentração da agarose e da acrilamida, tampão, tempo e voltagem), 

com brometo de etídio em luz U.V., sendo a placa fotografada em seguida.

A identificação 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 

aplicação foram lavadas com água imediatamente para não haver depósito, e novamente na 

hora da aplicação.

Após a aplicação, utilizou-se a solução corante de formamida na proporção de 12 pl e 

5 pl do produto de PCR. Usaram-se quatro marcadores e um branco da reação, 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 seqüências ricas em A - T contém d e l 4 a l 6 b p 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 número de repetições das seqüências de pares de bases, é a seguinte:
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As figuras de 4 a 7 mostram as placas de gel de agarose ou de poliacrilamida, referentes à 

Apo B e ECA.

Figura 4 - Variações do peptídeo sinal do gene da apo B. Separação eletroforética do produto 
da PCR em gel de poliacrilamida 8%. Das posições 1 a 8 são mostrados: del/de l, 
ins/del, im/del, ins/ins. ins/ins. ins/ins. del/del e marcador de tamanho de DNA (pBr).

Figura 5 - Variações do V VNTR do gene da apo B. Separação eletroforética do produto da 
PCR em gel de poliacrilamida. 4% - uréia 7M. Das posições 1 a 7 são mostrados: 
genótipos 48/46.36/30, 36/32.48/38. marcador de tamanho de DNA, 50/36 e 44/36.



Figura 6 - Variações do gene da ECA (INS/DEL). Separação eletroforética do produto da PCR 
em gel de agarose 1.5%. Das posições 1 a 8 são mostrados: marcador de tamanho de 
DNA (X-l 74). D/D. D/D. I/I. I/D. D/D. l/l e 1/1.

Figura 7 - Variações do gene da ECA (INS). Separação eletroforética do produto da PCR em 
gel de agarose 1,5%. São mostrados: 1- marcador de tamanho de DNA (X-l 74), 2 e 3 
-INS/1NS ou INS/DEL (fragmento de 355 pb) e 4 a 7 - DEL/DEL (ausência).

47



B) Análise por restrição enzimática

As informações sobre os produtos amplificados, que foram submetidos ao processo de 

digestão, com as respectivas enzimas de restrição, encontram-se de maneira resumida na tabela 

12.

Utilizando-se como exemplo o processo de digestão para a apoB Xbal, preparou-se 

um mistura de 5 U de Xbal e 8 pL de tampão OPA (IX) em banho de gelo e foram acrescidos 

10 pl do produto da PCR. Após homogeneização, essa mistura foi colocada em BM a 37°C 

por 3 horas.

Decorrido o tempo de incubação, misturou-se todo o produto da digestão com 5pL de 

corante XC e aplicou-se em uma placa de eletroforese horizontal com agarose e 3 PL de 

brometo de etídio 1,5%. Aplicaram-se também 5 pL de um marcador de tamanho molecular 

X-174, e 5 pL de um produto de amplificação sem digestão, acrescidos de 5 pL do corante 

XC.

Quando precisávamos diferenciar fragmentos com números de pares de base próximos, 

utilizávamos 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).
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Tabela 12 - Informações a respeito dos processos de digestão enzimática.
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Tabela 13 - Informações a respeito do processo de eletroforese.

As variações foram visualizadas após corrida eletroforética em gel de agarose ou de 

poliacrilamida, com brometo de etídio em luz U.V., sendo a placa fotografada em seguida.

Os dados foram amiazenados em planilha do EXCEL para análise posterior.

As llguras de 8 a 11 mostram as placas de gel de agarose ou de poliacrilamida. referentes 

aos genes da Apo B (Xha\ e Ea>R\). da Apo E e do Fator V.

Figura 8 - Variações Xbal do gene da apo B. Separação eletroforética do produto da PCR e 
fragmentos de restrição em gel de agarose 1.5%. Das posições 1 a 7 são mostrados: 
marcador de tamanho de DNA (X-174), X -X -. X+X+. X+X+, X+X+, X +X - e 
produto da PCR sem digestão.
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Figura 9 - Variações Eco RI do gene da apo B. Separação eletroforética do produto da PCR e 
fragmentos de restrição em gel de poliacrilamida 6%. Das posições 1 a 6 são 
mostrados: produto da PCR sem digestão. E+E-, E+E+, E+E-. E+E-. marcador de 
tamanho de DNA (pBr).

Figura 10 - Variações do gene da apo E. Separação eletroforética do produto da PCR e 
fragmentos de restrição em gel de poliacrilamida 6%. Das posições 1 a 8 são 
mostrados: marcador de tamanho de DNA (pBr). 2/2. 2/3. 2/4. 3/3. 3/4. 4/4 e 
produto da PCR sem digestão.
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Figura 11 - Variações do gene do fator V. Separação eletroforética do produto da PCR e 
fragmentos de restrição em gel de poliacrilamida 8%. Das posições 1 a 8 são 
mostrados: marcador de tamanho de DNA (pBr), GG, GG, GG. AG. AG. GG e 
produto da PCR sem digestão.
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4.3 MÉTODOS NUMÉRICOS

Para as comparações de médias entre os grupos DAC+ e DAC- foram utilizados, de 

acordo com as situações, o teste t de Student ou o teste Mann Whitney U (não paramétrico).

Os teste ANOVA MANOVA e Kruskal-Wallis ANOVA (não paramétrico) foram 

utilizados para as análises de variâncias.
2 #

As freqüências alélicas foram estimadas pela contagem dos genes. O teste do % foi 

utilizado para comparar freqüências alélicas e genotípicas entre os grupos DAC+ e DAC-, e 

verificar se as freqüências genotípicas estavam de acordo com o esperado pelo equilíbrio de 

Hardy-Weinberg.

Os haplótipos e suas freqüências, bem como o desequilíbrio de ligação, foram 

determinados pelo programa ARLEQUIN (versão 1.1; EXCOFFIER et al., 1997).

A razão de chance (odds ratio) foi calculada segundo HOSNER e LEMESHOW,

(1989).
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5 RESULTADOS

5 1 DESCRIÇÃO GERAL DA AMOSTRA

A amostra estudada foi de 194 indivíduos As distribuições dos indivíduos por sexo, 

cor e fatores de risco para doença arterial coronariana (DAC) estão descritas na tabela 14

Tabela 14 - Distribuições de frequências por sexo, cor e fatores de risco para DAC, 
encontradas nos indivíduos diagnosticados com DAC (DAC+, N = 116) e sem 
DAC (DAC-, N = 78) pela angiografía

O teste x2 indicou diferença significativa apenas para as análises de sexo (x2(i) = 

41,38, p < 0,001) e dos fatores de risco HA (x2(i)= 10,42, p< 0,01) e TAB (x2(i> = 28,66, p < 

0,001), quando se compararam os grupos DAC+ e DAC-



Os indivíduos do grupo DAC+ apresentaram idade média de 43,7 ±  6,7, variando de 

19 a 56 anos, e os indivíduos do grupo D A C -, 44,5 ±  7,0, variando de 19 a 56 anos. Os dois 

grupos estudados não apresentaram diferença estatisticamente significativa pelo teste t, 

quando essas médias foram comparadas.

As distribuições de freqüências de idade encontradas nos grupos DAC+ e D A C - estão 

ilustradas na figura 12.
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Figura 12 - Distribuições de freqüências de idade, encontradas nos grupos DAC+ (N = 116) e 
D A C - (N =  78)

5.2 NÍVEIS SÉRICOS DE LÍPIDES, LIPOPROTEÍNAS E APOLIPOPROTEÍNAS NOS 

GRUPOS ESTUDADOS

As médias (± desvio padrão) das concentrações séricas dos lípides, lipoproteínas, 

apolipoproteínas e relação apo B/apo A-I dos indivíduos dos grupos DAC+ e D A C - estão 

relacionadas na tabela 15 Os níveis de triglicérides (TG), Lipoproteína (a) [Lp(a)J, 

apolipoproteína E (apo E) e relação apo B/apo A-I não apresentaram distribuição 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 (não paramétrico) sempre que indicados para comparar os valores das 

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

Tabela 15 - Médias (± DP) dos níveis séricos (mg/dL) de lípides, lipoproteínas, 
apolipoproteínas e relação apo B/apo A-I nos grupos DAC+ ( N =109 ) e 
DAC- (N = 78).

As comparações das médias das variáveis Colesterol total (CT), TG, HDL-Colesterol 

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

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

diferenças estatisticamente significativas, enquanto que somente as médias da variável apo 

A-I não diferiram entre os dois grupos estudados.
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5 3 NÍVEIS SÉRICOS DE LÍPIDES, LIPOPROTEÍNAS E APOLIPOPROTEÍNAS DE

ACORDO COM O SEXO NOS GRUPOS ESTUDADOS

As médias (± DP) de lípides, lipoproteínas, apolipoproteínas e relação apo B/apo A-I 

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

Tabela 16 - Médias (± DP) dos níveis séricos dos lípides, lipoproteínas, apoproteínas e relação 
apo B/apo A-I em pacientes nos grupos DAC+ e DAC - ,  classificados por sexo.

Considerando-se como fontes de variação’ grupo, sexo, e a interação entre grupo e 

sexo, a análise de variância indicou, com relação aos dados da tabela 16, que as médias 

diferem apenas entre os grupos, para todas as variáveis, com exceção do HDL-C e da apo A-I. 

Assim, sexo e a interação entre grupo e sexo não influenciaram nesses dados.



5 4 ANÁLISE DA VARIABILIDADE DOS GENES DA APO B, DA APO E, DA ENZIMA 

CONVERSORA DO ANGIOTENSINOGÊNIO-I E DO FATOR V EM RELAÇÃO À 

DOENÇA ARTERIAL CORONARIANA

As variações dos 4 genes estudados serão apresentadas através de tabelas e figuras que 

se referem aos genótipos e alelos obtidos com as metodologias empregadas

Tabela 17 - Freqüências dos genótipos da apo B (Xbal, EcóRl; im/del), da apo E, da ECA e 
do fator V nos grupos DAC+ (N =114 ) e DAC- (N = 78), com comparações 
entre os dois grupos por %2

Analisando os genótipos (tabela 17) da apo B (Xbal, EcóRI e ms/del do peptídeo 

sinal), da apo E, da ECA e do fator V, não encontramos diferença estatisticamente
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Quando se compararam os genótipos dos grupos DAC+ e D A C-, para os 4 locos 

mencionados nota-se que a diferença mais próxima do nível de significância de 5% foi 

observada para o loco da apo B, quando o polimorfismo Xbal é analisado (tabela 17) Assim, 

esses genótipos foram agrupados para testar se a presença ou ausência de um determinado 

alelo poderia ser considerada como marcadora para a DAC As frequências dos genótipos 

Xbal, com presença ou ausência dos alelos X+ e X - nos grupos DAC+ e D A C - estão 

representadas na figura 13 Note-se que, comparamos Xbal - / -  com os demais genótipos e, 

também, Xbal +/+ é comparado com os demais

58

significativa nas freqüências dos dois grupos estudados (DAC+ e DAC-), quando comparadas

por testes x2

Figura 13 - Freqüências (%) de genótipos Xbal da apo B com presença ou ausência dos alelos 
X+ e X -  nos grupos DAC+ e D A C -

As freqüências de genótipos com presença do alelo X+, quando comparadas com sua

.  7
ausência (x d)= 3,50; p = 0,061), não diferem entre os grupos DAC+ e D A C-, pelo teste x 

Da mesma forma, as freqüências de genótipos com presença do alelo X -, quando comparadas 

com sua ausência (x2(i> = 0,16, p = 0,693), também não diferem entre esses grupos Não foi 

encontrada nenhuma diferença significativa nessas comparações realizadas, entretanto o valor



Analisando os genótipos da apo E sem o alelo E4 (2/2,2/3,3/3) e com o alelo E4 (2/4, 

3/4, 4/4), não encontramos diferença estatisticamente significativa nas freqüências dos dois 

grupos estudados (DAC+ e DAC-), quando comparadas por teste x2 0c2(i)= 0,53, p = 0,468).

As frequências alélicas dos polimorfísmos dos genes da apo B, apo E, ECA e fator V, 

nos grupos DAC+ e DAC-, são mostradas na tabela 18 Em todos os casos, quando 

comparamos as freqüências nos dois grupos, pelo teste não notamos diferença 

significativa.

do x2 na primeira comparação (X -/- com os demais) está próximo do nível de 5% de

significância.

Tabela 18 - Freqüências (%) dos alelos dos genes da apo B (Xbal EcóRl, ins/del peptídeo 
sinal), apo E, ECA (I/D) e fator V nos grupos DAC+ e DAC-, comparadas por x2



As frequências alélicas do 3’VNTR do gene da apo B, nos grupos DAC + e DAC-, 

são mostradas na tabela 19.
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Tabela 19 - Frequências alélicas do polimorfismo do 3’VNTR do gene da apo B, nos grupos 
DAC+ e DAC-

Nas comparações entre os dois grupos, pelo teste do %2, com relação 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%, x2(i) = 3,17 ) e 36 (DAC+ = 26,3%, DAC- = 38,4%, x \ i}= 6,38), 

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

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

analisamos pelo teste do / 2 todos os alelos juntos (%2(io) = 14,19, p = 0,165), concluímos não 

haver diferença estatisticamente significativa entre os dois grupos com relação a esses alelos 

Os genótipos do 3’VNTR foram agrupados em três classes genotípicas (<42/<42; 

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

freqüências encontradas nos dois grupos estudados encontram-se na figura 14
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Figura 14 - Freqüências dos genótipos do 3 ’VNTR do gene da apo B, nos grupos DAC+ 
e D A C -

Comparando-se os dois grupos estudados, com relação aos três genótipos do 3’VNTR 

apresentados na Figura 14, não encontramos diferença estatisticamente significativa pelo teste 

X2 (X2(2) = 0,364, p = 0,834), entre DAC+ e D AC-.

Na tabela 20 estão os resultados das comparações por y? para testar se os genótipos da 

apo B, da apo E e da ECA, nos grupos DAC+ e D A C -, distribuem-se de acordo com o

teorema de Hardy-W einberg

Tabela 20 - Resultados de x" para verificação do equilíbrio de Hardy-W einberg, referentes 
aos locos da apo B, apo E e ECA, nos grupos DAC+ e DAC-.

As distribuições das freqüências observadas desses genótipos, nos grupos DAC+ e 

D A C - não mostraram diferença estatisticamente significativa quando comparadas com 

aquelas esperadas pelo equilíbrio de Hardy-Weinberg



5 5 ANÁLISE DE ASSOCIAÇÃO ENTRE OS HAPLÓTIPOS E GENÓTIPOS DO GENE 

DA APO B E DOENÇA ARTERIAL CORONARIANA

Apresentamos na tabela 21 as frequências dos genótipos do gene da apo B (Xbal 

EcoRl, e ins/del do peptídeo sinal) encontradas nos grupos DAC+ e DAC- Analisando pelo 

teste do x2 todas as classes genotípicas observadas (x2(i9)= 22,54; p = 0,258), concluímos não 

ter encontrado diferença estatisticamente significativa entre os dois grupos DAC+ e DAC-, 

quanto a essas distribuições

As frequências dos genótipos do gene da apo B (Xbal e £coRI), quando analisadas 

pelo teste do x2 ÓcV) -  7,87, p = 0,344), também não mostraram diferença estatisticamente 

significativa entre os dois grupos DAC+ e DAC-

Para obtermos as freqüências dos haplótipos (tabela 22) do gene da apo B, 

empregamos o método da verossimilhança máxima (programa ARLEQUIN) com base nos 

genótipos observados, referentes a Xbal EcóRI, e ms/del do peptídeo sinal, nos grupos 

DAC+ e DAC-.
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Tabela 21 - Distribuições de frequências de genótipos do gene da apo B {Xba\ £coRI e
ms/del do peptídeo sinal) nos grupos DAC+ e DAC-
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Tabela 22 - Distribuições de freqüências haplotipicas*, referentes ao gene da apo B (Xbal,
EcoKl e insdel do peptídeo sinal) nos grupos DAC+ e DAC-

Na comparação das freqüências dos haplótipos (6 classes da Figura 15) do gene da apo 

B (Xbal-EcoRI~4n$/def), não encontramos diferença significativa (x2(5) =  4,80, p = 0,441) 

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

Figura 15 - Freqüências dos diferentes haplótipos observados e inferidos, nos grupos DAC+ e 
D A C -

Dos haplótipos do gene da apo B analisados, os que apresentaram diferença mais 

próxima da significância foram o X+E+de! e o X -E +ins (tabela 22), com respectivas 

freqüências de 19% e 38% no grupo DAC+ e de 27% e 30% no grupo D A C - (x2(i) = 3,09, p =



0,08, x 2(i)= 2,63, p = 0,11, respectivamente). Considerando os homozigotos quanto a esses 

haplótipos, o genótipo X -X -/E + E + / in&ins, mostrou a maior diferença entre DAC+ e D A C- 

(tabela 21), além de ser o que apresentou maior número de observações

Assim, resolvemos verificar se poderia existir associação de DAC com os 

polimorfismos Xbal, EcoRl e ms dei do peptídeo sinal do gene da apo B, comparando-se duas 

classes de genótipos ( X -X -  / E+E+/ ins ins e outros) em DAC+ (0,13 ± 0,03) e D A C- (0,06 

± 0,03). Aplicando-se o teste x2 verificamos que a freqüência desse genótipo X -X -/E +E +/ 

ins ins não é estatisticamente diferente (x2(i>= 2,26; p>0,05) nos dois grupos testados.

Apresentamos na figura 16 as freqüências dos genótipos do gene da apo B {Xbal, 

EcoRI, e ins dei do peptídeo sinal), classificados como X -X -/E + E + / ins ins e outros, 

encontradas nos grupos DAC+ e DAC-,
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Figura 16 - Freqüências de genótipos {Xbal, EcóRl e ins dei) da apo B encontradas nos 
grupos DAC+ e D A C -, classificados como X -X -/E + E + / ins ins e outros

Em outras análises, verificamos se existia associação de DAC com os haplótipos do 

gene da apo B, referentes a Xbal/EcoRl, Xbal ins del ou EcóRl/ins/del Os resultados de 

testes x2 são mostrados na tabela 23
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Tabela 23 - Freqüências* absolutas e relativas dos diferentes haplótipos do gene da apo B 
(XbaMEcoKY. Xhal ins de! e EcoRl ins deí) nos grupos DAC+ e DAC-.

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

desequilíbrio de ligação A tabela 24 mostra os valores de desequilíbrio de ligação (D), o D

•  *  2 máximo esperado (DmáX), o D observado em relação ao D máximo (D /D máX) Os testes de x

foram feitos da comparação dos 4 haplótipos com os esperados com base em segregação

independente

Tabela 24 - Valores relacionados com desequilibrio de ligação, levando-se em conta os 
haplótipos do gene da apo B.



Na comparação das freqüências dos haplótipos do gene da apo B (Xhal~ins/del; 

tabela 23), mostradas na figura 17, encontramos quanto ao haplótipo X+del diferença 

significativa (x 2( .)= 3  ,97; p = 0,046) entre os grupos DAC+ e D A C -, que se mostrou mais 

freqüente em DAC-,
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Figura 17 - Freqüências dos haplótipos Xbal peptídeo sinal observados nos grupos DAC+ e 
D A C -

Investigamos associação de DAC com Xbal e peptídeo sinal, comparando-se duas 

classes genotípicas: genótipos que geram a maior parte do haplótipo X+del (X+X+/del dei, 

X+X+/del ins, X +X -/del ins) e demais genótipos Essa comparação não mostrou diferença 

significativa entre DAC+ e D A C - (x2(i) = 3,59, p = 0,058)

De todos os haplótipos Xbal/EcoRl mostrados na tabela 23, foi o haplótipo X -E +  que 

apresentou diferença mais próxima da significância (x \i)  = 3,76, p = 0,052). Procuramos, 

então uma possível associação de DAC com Xbal e £c<?RI, comparando-se a proporção dos 

genótipos X -X -/E + E +  e outros, em DAC+ e D A C - (Tabela 25).
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Tabela 25 - Distribuições das freqüências (%) dos genótipos da apo B (Xbal EcoRl),
X-X-/E+E+ e outros, nos grupos DAC+ e DAC-.

As distribuições desses genótipos em DAC+ e D A C - são estatisticamente diferentes 

(X2(i)= 6,27, p = 0,012). Como mostra a figura 18 o maior desvio relativo é dado pela falta de 

X -X -/E + E +  no grupo D A C - em relação ao grupo DAC+.

Figura 18 - Freqüências de genótipos (Xbal e AcoRl) da apo B, classificados como X -X -/ 
E+E+ e outros, encontradas nos grupos DAC+ e D A C-.

A razão de chance (odds ratio) de DAC estimada para o genótipo X -X -/E + E +  em 

relação aos outros genótipos XbaVEcoRX é de 3,2 (intervalo de confiança de 95% 1,2 a 8,3), 

calculada segundo HOSNER e LEMESHOW (1989).



Através de análise de variância, verificamos a relação entre os genótipos Xbal apo B e 

os níveis de Colesterol total Os valores das médias e os respectivos desvios padrões 

encontram-se na tabela 26.

Tabela 26 - Valores de médias ± desvio padrão (N) de colesterol total para os genótipos Xbal 
da apo B, nos grupos DAC + e DAC-
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5 6 ANÁLISE DOS NÍVEIS SÉRICOS DE COLESTEROL TOTAL COM O

POLIMORFISMO DE Xbal DO GENE DA APO B

As distribuições de frequências dos níveis de CT, para os genótipos Xbal da apo B, 

nos indivíduos dos grupos DAC+ e DAC-, estão representadas nas figuras 19, 20 e 21, 

respectivamente.

A análise de variância dos valores de CT considerando-se como fonte de variação os 

genótipos de Xbal, os grupos e a sua interação, nos indica que existe diferença significativa 

apenas entre os grupos DAC+ e DAC- Entretanto, as médias do CT não diferem entre os 

genótipos de Xbal do loco da apo B Também não há interação significativa entre grupo e 

genótipo.
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Figura 19 - Freqüências do genótipo Xba\ +/+ com relação aos níveis de CT, nos grupos 
DAC+ e D AC-.

Figura 20 - Freqüências do genótipo Xba\ + / -  com relação aos níveis de CT, nos grupos 
DAC + e DAC

Figura 21 - Freqüências do genótipo Xbal - /-  com relação aos níveis de CT, nos grupos
DAC+ e DAC-.



O genótipo Xbal - / - ,  quando comparado com os demais, apontou para uma tendência 

de maior freqüência nos indivíduos com DAC+ (figura 13). Para observar a relação entre o 

alelo X -  e os níveis de CT, mostramos a freqüência dos genótipos de Xba\ com a presença ou 

ausência de X +, em relação aos níveis de CT (figura 22).
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Figura 22 - Freqüências de genótipos Xba\ da apo B, levando-se em conta presença ou 
ausência do alelo X+, em relação com os níveis de CT, considerando-se os 
grupos DAC+ e D A C -

A análise de variância dos valores de CT considerando-se como fonte de variação os 

genótipos de Xbal, os grupos e a sua interação, nos indica que existe diferença significativa 

apenas entre os grupos DAC+ e DAC-. Entretanto, não há diferença quanto à média do CT 

entre os genótipos considerando-se a presença ou ausência do alelo X+ Também não há 

interação significativa entre grupo e genótipo
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5.7 ANÁLISE DOS NÍVEIS SÉRICOS DE COLESTEROL TOTAL COM O

POLIMORFISMO DE £coRI DO GENE DA APO B

Através de análise de variância, verificamos a relação entre os genótipos AcoRI apo B 

e os níveis de Colesterol total Os valores das médias e os respectivos desvios padrões 

encontram-se na tabela 27.

Tabela 27 - Valores de médias ± desvio padrão (N) de colesterol total para os genótipos 
LcoRI da apo B, nos grupos DAC+ e DAC-.

As distribuições de freqüências dos níveis de CT, para os genótipos £coRI da apo B, 

nos indivíduos dos grupos DAC+ e D A C -, estão representadas nas figuras 23 e 24

Genótipo Eco RI + /+ do gene da apo B

Figura 23 - Freqüências do genótipo EcoRl +/+ da apo B. com relação aos níveis de CT, nos
grupos DAC+ e DAC-
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Genótipo Eco RI +/- do gene da apo B

Figura 24 - Freqüências do genótipo £coR l + /-  da apo B, com relação aos niveis de CT, nos 
grupos DAC+ e D A C -

Em vista da baixa freqüência do genótipo AcoRl - / - ,  não foi apresentada a figura 

respectiva, com relação aos níveis de CT.

A análise de variância dos valores de CT considerando-se como fonte de variação os 

genótipos de EcoKl, os grupos e a sua interação, nos indica que existe diferença significativa 

apenas entre os grupos DAC+ e D A C-. Entretanto, as médias do CT não diferem entre os 

genótipos de fícoRI do loco da apo B e também não há interação significativa entre grupo e 

genótipo

5 8 GENÓTIPOS XbaVEcoRl E NÍVEIS SÉRICOS DE LÍPIDES, LIPOPROTEÍNAS E 

APOLIPOPROTEÍNAS

Para verificar como o genótipo X -X -/E + E + , mais freqüente no grupo DAC+ (tabela 

25), comporta-se em relação aos demais genótipos Xbal EcoKX, analisamos e comparamos os 

niveis dos lípides, lipoproteínas e apolipoproteínas, nos grupos DAC+ e D A C -



Considerando-se o genótipo X-X-/E+E+ e comparando-se as médias das variáveis já 

citadas (tabela 28), entre os grupos DAC+ (N = 22) e DAC- (N = 6), somente as médias do 

HDL-C apresentaram diferença estatisticamente significativa: DAC+ = 37 ± 14 mg/dL e 

DAC- = 53 + 18 mg/dL (t = 2,35; p = 0,027). Nota-se que a diferença entre as médias da apo 

B está próxima da significância (p = 0,07)
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Tabela 28 - Médias (+ DP) dos níveis séricos (mg/dL) de lípides, lipoproteínas, 
apolipoproteínas e relação apo B/apo A-I, do genótipo X-X-/E+E+ nos 
grupos DAC+ (N = 22) e DAC- (N = 6), comparadas por teste t

Quando foram comparadas as médias dessas variáveis considerando-se outros 

genótipos Xbál/EcóRJ, 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 não 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas, reproduzindo-se praticamente o 

mesmo resultado do teste t entre os grupos estudados, conforme já mostrado na tabela 15.

Para verificar como os indivíduos com o genótipo X-X -/E+E+ comportam-se em 

relação aos dos demais genótipos XbaJ/EcóRl dentro do grupo DAC+, analisamos os níveis 

dos lípides, lipoproteínas e apolipoproteínas (tabela 29)
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Tabela 29 - Médias (± DP) dos níveis séricos (mg/dL) de lípides, lipoproteínas, 
apolipoproteínas e relação apo B/apo A-I, comparadas entre o genótipo 
X-X-/E+E+ (N = 22) e outros genótipos XbaVEcóRl (N = 87) do grupo 
DAC+.

Quando as variáveis da tabela 29 foram comparadas entre esses dois grupos de genótipos, 

houve apenas uma diferença estatisticamente significativa (p = 0,041), no que se refere às médias 

da apoE.

Quando as comparações foram realizadas no grupo DAC-, não houve diferença 

significativa entre o genótipo X-X-/E+E+ (N = 6) e os outros genótipos XbaVEcóRl (N = 71 ou 

72) Entretanto, é interessante notar as médias de HDL-C do genótipo X-X-/E+E+ (53 ± 18 

mg/dL) e dos outros genótipos XbaVEcóRl (43 ± 14 mg/dL) do grupo DAC-, apesar de não 

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



Através de análise de variância, verificamos a relação entre os genótipos, im  dei do 

peptídeo sinal apo B e os níveis de Colesterol total Os valores das médias e os respectivos 

desvios padrões encontram-se na tabela 30

Tabela 30 - Valores de médias ± desvio padrão (N) de colesterol total para os genótipos do 
peptídeo sinal da apo B, nos grupos DAC+ e DAC-.

76

59 ANÁLISE DOS NÍVEIS SÉRICOS DE COLESTEROL TOTAL COM O

POLIMORFISMO DE INSERÇÃO/DELEÇÃO DO PEPTÍDEO SINAL DO GENE DA

APO B

As distribuições de freqüências dos niveis de CT, para os genótipos do peptídeo sinal 

da apo B, nos indivíduos dos grupos DAC+ e D A C -, encontram-se nas figuras 25-27.

Figura 25 - Freqüências do genótipo dei dei do peptideo sinal da apo B, com relação aos
níveis de CT, nos grupos DAC + e DAC -.
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Genótipo ins del do peptídeo sinal do gene da apo B

Figura 26 - Freqüências do genótipo ins del do peptídeo sinal da apo B, com relação aos 
níveis de CT, nos grupos DAC + e DAC

Genótipo ins/ins do peptídeo sinal do gene da apo B

Figura 27 - Freqüências do genótipo ins ins do peptideo sinal da apo B. com relação aos 
niveis de CT, nos grupos DAC + e DAC

A análise de variância dos valores de CT considerando-se como fonte de variação os 

genótipos ins de! do peptídeo sinal do gene da apo B, os grupos e a sua interação, nos indica 

que existe diferença significativa apenas entre os grupos DAC+ e DAC- Entretanto, as 

médias do CT não diferem entre os genótipos e também não há interação significativa entre 

grupo e genótipo
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5 10 ANÁLISE DOS NÍVEIS SÉRICOS DE COLESTEROL TOTAL COM A

VARIABILIDADE DO GENE DA APO E

Através de análise de variância, verificamos a relação entre os genótipos apo E e os 

níveis de Colesterol total Os valores das médias e os respectivos desvios padrões encontram- 

se na tabela 31.

Tabela 31 - Valores de médias ± desvio padrão (N) de colesterol total para os genótipos da 
apo E, nos grupos DAC+ e DAC-.

A análise de variância dos valores de CT, considerando-se como fonte de variação os 

genótipos do gene da apo E, os grupos e a sua interação, nos indica que existe diferença 

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

entre os genótipos do gene da apo E e também não há interação significativa entre grupo e 

genótipo

Os valores médios de CT dos genótipos 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-, são apresentados na tabela 

32 As respectivas frequências desses genótipos, de acordo com os níveis de CT são 

mostradas na figura 28
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Tabela 32 - Valores de médias + desvio padrão (N) de colesterol total (mg/dL) dos genótipos 
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-.

A análise de variância dos valores de CT, considerando-se como fonte de variação os 

genótipos do gene da apo E sem o alelo E4 e com o alelo E4, os grupos e a sua interação, nos 

indica que existe diferença significativa apenas entre os grupos DAC+ e D A C - Entretanto, as 

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

também não há interação significativa entre grupo e genótipo

Figura 28 - Freqüências dos genótipos 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 níveis de CT, nos grupos DAC+ e 
D AC-
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5.11 ANÁLISE DOS NÍVEIS SÉRICOS DE COLESTEROL TOTAL COM O 

POLIMORFISMO DE INSERÇÃO/DELEÇÃO DO GENE DA ECA

Através de análise de variância, verificamos a relação entre os genótipos do gene da 

ECA e os níveis de Colesterol total Os valores das médias e os respectivos desvios padrões 

encontram-se na tabela 33.

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

As distribuições de freqüências dos níveis de CT, para os genótipos da ECA, nos 

indivíduos dos grupos DAC+ e D A C -, encontram-se nas figuras 26-28

Figura 29 - Freqüências do genótipo D/D da ECA, com relação aos níveis de CT, nos grupos
DAC + e DAC -.
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Figura 30 - Freqüências do genótipo I/D da ECA, com relação aos níveis de CT, nos grupos 
DAC + e DAC

Figura 31 - Freqüências do genótipo I/I da ECA, com relação aos níveis de CT, nos grupos 
DAC + e DAC -

A análise de variância dos valores de CT considerando-se como fonte de variação os 

genótipos D/D, I/D, I/I da ECA, os grupos e a sua interação, nos indica que existe diferença 

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

entre esses genótipos e também não há interação significativa entre grupo e genótipo
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6 DISCUSSÃO

A tentativa de elucidar quais os genes envolvidos com a predisposição à DAC e com 

as variações das concentrações lipídicas no plasma tem sido motivo de vários estudos clínicos 

e epidemiológicos. A análise das variações genéticas de diferentes apolipoproteínas, 

especialmente da apo B, tem sido indicada como ferramenta indispensável nessas 

investigações.

6.1 CARACTERIZAÇÃO GERAL, LIPÍDES, LIPOPROTEÍNAS E APOLIPOPROTEÍNAS

Analisamos as variáveis sexo, cor e fatores de risco, como hipertensão arterial (HAS), 

diabete melito (DM), tabagismo (TAB), e historia familiar (HF), dos pacientes com a doença 

arterial coronariana diagnosticada pelo cateterismo (DAC+), e no grupo controle também 

diagnosticado sem essa doença, pelo cateterismo (DAC-).

Verificamos uma maior prevalência do sexo masculino no grupo DAC+ e do sexo 

feminino no grupo DAC-. As ocorrências dos fatores de risco, HAS e TAB, foram 

estatisticamente mais altas no grupo DAC+, quando comparadas ao DAC- (tabela 14). Esses 

resultados estão de acordo com a literatura mundial.

A idade nos dois grupos foi em média muito próxima, em tomo de 44 anos, pois os 

indivíduos foram selecionados com idade inferior a 56 anos.

Com exceção da apo A-I, as médias dos níveis séricos de lípides, lipoproteínas e 

apolipoproteínas foram estatisticamente mais altas em DAC+ do que em DAC-, 

caracterizando diferenças entre os grupos (tabela 15). Não há diferença entre as médias dos



lípides entre os sexos, quando são considerados os grupos estudados separadamente (tabela 

16).

Os trabalhos publicados na literatura, que estudaram a associação entre os níveis dos 

lípides no soro e DAC, são concordantes em sua totalidade, confirmando o aumento médio 

dos níveis dos lípides com a presença da doença. As diferenças, quando se comparam os 

sexos, são observadas geralmente quando o número de indivíduos é maior e as amostras são 

retiradas ao acaso da população.

6.2 VARIABILIDADE GENÉTICA E DAC

A analise da variabilidade genética dos genes da apo B, da apo E, da enzima 

conversora do angiotensinogênio-I (ECA) e do fator V em relação à DAC, foi verificada pela 

análise direta do DNA com a metodologia da PCR.

6.2.1 Variações relacionadas com a apo B

As variações do gene da apo B foram identificadas pela enzimas de restrição Xbal e 

EcoRl, presença de inserção/deleção no exon do peptídeo sinal e pelo número de unidades de 

repetição do fragmento do 3’VNTR.

De acordo com RENGES et al. (1991), RENGES et al. (1992) e outros autores, as 

freqüências dos alelos determinantes da presença e ausência dos sítios de restrição Xbal e 

EcoRl, com ou sem DAC, diferem em populações caucasianas e orientais (tabelas 1 e 2). Por 

esse motivo, em nossas comparações utilizamos somente indivíduos de origem caucasóide.
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Os dados da tabela 1, pela revisão da literatura, mostraram que o alelo X - em 

controles varia de 0,45 a 0,62 e em DAC+ de 0,50 a 0,69. Nossos dados (DAC- = 0,54; 

DAC+ = 0,61) estão dentro desta faixa de variação.

Comparando os nossos dados de freqüências alélicas de X+ e X -, com os dados de 

MACHADO, 1997 (tabela 1) de 67 pacientes com DAC+, não encontramos diferença 

significativa (%2(i) = 2,46, p > 0,10). O mesmo aconteceu quando comparamos as freqüências 

encontradas nos seus 93 controles com as dos controles do presente estudo (x, (i) = 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 não encontramos diferenças

O Osignificativas ( respectivamente: % (u = 2,57, p > 0,10; % (i) = 0,50, p > 0,40).

Baseando-se nos pesquisadores que encontraram associação positiva do alelo X - e do 

genótipo X -X - com DAC (HEGELE et al., 1986; MONSALVE et al., 1988; MYANT et al., 

1989; TYBJAERG-HANSEN et al., 1991 e BOHN et al, 1993a), agrupamos os genótipos 

com a presença do alelo X+ (X+X+ e X+X-) que foram comparados com sua ausência, X - 

(X-X-), entre os dois grupos estudados. Nosso resultado foi próximo da significância (p = 

0,061). Verificamos uma tendência não significativa do genótipo Xbal X -X - da apo B estar 

em maior prevalência no grupo DAC+, em relação ao DAC- (figurai 3).

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) estão dentro 

dos limites encontrados na literatura.

Comparando os nossos dados de freqüências alélicas de E+ e E - com os dados de 

MACHADO, 1997 (tabela 2) de 67 pacientes com DAC+, não encontramos diferença
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significativa (% p) = 0,08 p > 0,78). O mesmo aconteceu quando comparamos as freqüências 

encontradas nos seus 93 controles com as dos controles do presente estudo (x2(i) = 2,17, p > 

0,14).

Os dados da tabela 3 em populações caucasianas, mostraram que o alelo ins em 

controles varia de 0,65 a 0,72 e em DAC+ de 0,64 a 0,80. Nossos dados (DAC- = 0,64; 

DAC+ = 0,72) estão dentro dos limites encontrados na literatura.

Comparando os nossos dados de freqüências alélicas de ins e dei com os dados de 

MACHADO, 1997 (tabela 3) de 67 pacientes com DAC+, não encontramos diferença

•  •  •  9
significativa (x (i) = 2,18, p > 0,14). O mesmo aconteceu quando comparamos as freqüências 

encontradas nos seus 93 controles com as encontradas nos controles do presente estudo (x (i> 

= 0,50, p > 0,47). Quando comparamos nossos dados com os de MANSUR (1998) de 251 

pacientes com DAC+, não encontramos diferença significativa (x (i) = 0,17, p > 0,68). Porém 

ao compararmos as freqüências encontradas nos seus 137 controles, com as encontradas nos 

controles do presente estudo (x (i) = 3,11, p > 0,08), o resultado foi próximo da significância.

Os dados da tabela 4, mostraram que o haplótipo X-E+ em controles caucasóides 

varia de 0,34 a 0,47. Nosso resultado (DAC- = 0,35) está dentro dos limites encontrados na 

literatura.

As freqüências dos haplótipos de Xbal/EcoRl analisados no presente estudo não 

apresentaram diferença estatisticamente significativa entre DAC+ e DAC-. Apenas o

haplótipo X-E+ mostrou uma diferença próxima da significância (x2(i) = 3,76, p = 0,052; 

tabela 23).

As comparações das freqüências haplotípicas de A&al/peptideo sinal entre nossas 

amostras DAC+ e DAC-, apresentaram diferença estatisticamente significativa (p<0,05) 

somente quanto ao haplótipo X+del, que foi mais freqüente em DAC-, como se fosse um
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marcador protetor de DAC. Observamos que esses nossos resultados não são semelhantes 

àqueles obtidos por RENGES et al. (1991) e PAJUKANTA et al. (1996), que indicaram 

X+del como marcador de DAC.

Encontramos associação significativa positiva (p<0,05) de DAC com o genótipo 

X-X-/E+E+, quando este foi comparado com os demais genótipos em DAC+ e DAC- (tabela 

25).

Quando os indivíduos 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 indivíduos com esse genótipo marcador, no grupo DAC-, estão possivelmente 

sendo protegidos da DAC, pelo alto nível de HDL-C no plasma. Quando comparamos o grupo 

composto por outros genótipos Xbaí/EcoRI, em DAC+ e DAC-, com relação às mesmas 

variáveis relacionadas com o metabolismo lipídico, somente apo A-I e HDL-C não 

apresentaram diferença estatisticamente significativa, reproduzindo-se praticamente o mesmo 

resultado do teste t, verificado anteriormente entre os grupos estudados, no início desse estudo 

(tabela 15).

As freqüências dos alelos de 3’VNTR da apo B, em grupos com ou sem DAC, em 

populações caucasianas também são diferentes das orientais, de acordo com ZAGO et al., 

1996. Por esse motivo nossa amostra foi comparada somente com as de grupos caucasóides.

As freqüências dos alelos 34 e 36 do polimorfismo de 3’VNTR do gene da apo B da 

tabela 5, foram 0,17 e 0,38 em DAC-, respectivamente, e 0,20 e 0,37, em DAC+. Esses 

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

estão dentro dos limites encontrados na literatura.
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Comparando os nossos dados de freqüências dos alelos 34 e 36 de 3’VNTR (tabela 

19) com os dados de FRIELD et al., 1990 (tabela 5) de 126 pacientes com DAC+, 

encontramos diferença significativa (%2 = 4,74, p<0,05). O mesmo não aconteceu quando 

comparamos as freqüências encontradas nos seus 117 controles com as encontradas nos 

controles do presente estudo (%2 = 2,54, p> 0,10).

Quando os nossos dados de freqüências 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+, não encontramos diferença significativa (x -  2,54, p>0,10). O mesmo aconteceu 

comparando as freqüências encontradas nos seus 1312 controles com as encontradas nos 

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

6.2.2 Variações da apo E

As freqüências 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 diferenças raciais. 

Por esse motivo, novamente nossa amostra foi comparada apenas com as amostras 

caucasóides.

Analisando a revisão 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 e 

0,11; DAC+ = 0,05; 0,80 e 0,15) estão dentro dos limites encontrados na literatura.

Comparando os nossos dados de freqüências alélicas de E2, E3 e E4 com os dados de 

MANSUR, 1998 (tabela 6) de 251 pacientes com DAC+, não encontramos diferença 

significativa (x2(2) = 2,75, p > 0,20). O mesmo aconteceu quando comparamos as freqüências
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encontradas nos seus 137 controles com as dos controles do presente estudo (x (2) = 4,93, p > 

0,05).

Não encontramos nenhuma associação entre DAC e a variação da apo E, ao contrário 

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 

freqüência do alelo E4 aumentada, em relação ao grupo controle; em contraste, o alelo E2 era o 

menos freqüente no mesmo grupo com DAC.

6.2.3 Variações da ECA

Os dados de caucasóides da tabela 7, pela revisão 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) estão dentro dos limites encontrados na literatura.

Comparando os nossos dados de freqüências alélicas de I e D com os dados de 

MANSUR, 1998 (tabela 7) de 251 pacientes com DAC+, não encontramos diferença 

significativa (x (i)= 2,20, p > 0,10). O mesmo aconteceu quando comparamos as freqüências 

encontradas nos seus 137 controles com as dos controles do presente estudo (x2(i)= 0,28, p > 

0,50).

Não encontramos nenhuma associação entre DAC e a variação 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 Variações do fator V

Os dados de caucasóides da tabela 8, pela revisão 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) 

está dentro dos limites encontrados na literatura e o de DAC+ (0,03) está um pouco abaixo do 

limite mínimo.

Comparando os nossos dados de freqüências alélicas do fator V com os dados de 

FRANCO et al, 1999 (tabela 8) de 152 indivíduos sem DAC, não encontramos diferença 

significativa (%2 = 0,34, p > 0,70).

Não encontramos nenhuma associação entre DAC e a variação do fator V. Nossos 

dados estão de acordo com o de outros autores (RIDKER et al., 1995; PROHASKA, et al., 

1995; MÀRZ, et al., 1995; VAN BOCKXMEER, et al., 1995), discordando dos de 

ROSENDAAL et al., 1997.

6.2.5 Variação genética e nível de colesterol total

No presente trabalho, investigamos associação entre nível de CT e as variações da apo 

B (Xbal, EcoRl e peptídeo sinal), apo E e da ECA. Não fizemos análise semelhante, com 

relação à variação do fator V, uma vez que o número de heterozigotos é muito reduzido.

Não encontramos nenhuma associação entre genótipo e nível de CT com relação aos 

cinco sítios de variação investigados. Em todos os casos, as análises mostraram apenas maior



nível de CT no grupo com DAC+, quando comparado ao DAC-, não aparecendo nenhuma 

associação com genótipo ou com a interação entre genótipo e grupo.

Ao contrário do que sugerem os pesquisadores que encontraram associação positiva do 

genótipo X+X+ da apo B com o CT e LDL-C (AALTO-SETÃLÀ et al., 1988; DEMANT et 

a l, 1988; HOULSTON et a l, 1988), o nosso resultado, dado pela análise de variância, 

mostrou diferença somente entre os grupos DAC+ e DAC-, porem não entre os genótipos. 

Observamos, entretanto, uma tendência do genótipo X -X - apresentar-se com os níveis de CT 

mais elevados em relação aos outros genótipos X+X+ e X+X-, no grupo DAC+, o que está 

em discordância com os dados desses autores, mas em concordância com outros (DUNNING 

e ta l, 1988; TYBJAERG-HANSEN et a/.,1991; GUZMÁN, 1998).

A comparação quanto ao nível de CT entre os genótipos com a presença do alelo X+ 

(X+X+ e X+X-) e o genótipo com sua ausência, X - (X-X-), entre os dois grupos estudados, 

também não mostrou interação entre grupo e genótipo.

Com relação à associação entre CT e o polimorfismo de EcoRl da apo B, há 

discordância na literatura. Como no presente estudo, alguns autores (PAN et al., 1995; 

JUVONEN et al., 1995; GLISIC et al., 1995) não encontraram correlações significativas, 

enquanto PAULWEBER et al. (1990) e TYBJAERG-HANSEN et al. (1991) verificaram 

diferença entre as variações desse sítio com os níveis dos lípides.

A associação entre o genótipo X-X-/E+E+ com os níveis de CT, na população 

caucasóide brasileira de alto risco para DAC, encontrada por GUZMÁN (1998) não está de 

acordo com os nossos resultados (tabela 29) quando comparamos esse genótipo com os 

demais, no grupo DAC+ ( p>0,10).

HIXSON et al. (1992) encontraram associação do alelo dei do peptídeo sinal da apo B, 

com níveis elevados de CT e de LDL-C. No presente estudo houve uma tendência de aumento
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do nível de CT, com a presença do alelo ins, porém como o número de indivíduos portadores 

do genótipo del/del é muito pequeno (N = 5), nossos dados não são suficientes para uma boa 

comparação nesse sentido.

Os valores médios de CT em relação aos genótipos da apo E apresentaram uma 

tendência de aumento com a presença 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 relação às variações da ECA e os valores médios de CT, em nosso trabalho não 

foi encontrada nenhuma correlação positiva, concordando com CAMBIEN et al. (1992). Na 

literatura poucos investigaram a esse respeito, muito provavelmente pelo fato da ECA não 

participar do metabolismo lipídico, interferindo em DAC através de sua influência na 

hipertensão.
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7 CONCLUSÕES

1. Os dois grupos estudados apresentaram diferenças significativas, quanto aos níveis das 

variáveis bioquímicas que avaliam o metabolismo lipídico, caracterizando-se muito bem a 

diferença do perfil lipídico entre os indivíduos com e sem a doença arterial coronariana, 

respectivamente DAC+ e DAC-.

2. O alelo 36 do 3’VNTR do gene da apo B foi menos freqüente em DAC+ (26,3%) do que 

em DAC- (38,4%; % (i) = 6,38; p < 0,05), entretanto, com a correção de Bonferroni, o valor 

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

3. Não houve diferenças significativas entre as demais freqüências alélicas dos locos 

estudados, relacionados a: apolipoproteína B (Xbal; EcoRl; ins/del peptídeo sinal; 3’ VNTR), 

apolipoproteina E, enzima conversora da angiotensina I (ECA) e fator V da coagulação, 

quando se compararam os grupos DAC+ e DAC-.

4. A freqüência do haplótipo X+del (ATwtí/peptídeo sinal do gene da apo B) apresentou 

diferença significativa (% (i) = 3,97; p < 0,05) entre os dois grupos estudados, sendo mais 

freqüente em DAC-.

5. Considerando-se o genótipo X-X-/E+E+ (Xbal/EcóRl da apo B) e uma outra classe 

genotípica que englobou todos os demais genótipos, houve diferença significativa (x2(i) = 

6,27; p < 0,02) entre os grupos DAC+ e DAC-. O genótipo X-X-/E+E+ foi mais freqüente 

no grupo DAC+.



6. A diferença entre as freqüências do haplótipo X-E+ em DAC+ e DAC- apenas se 

aproxima da significância (p = 0,052), enquanto a diferença entre as freqüências do genótipo 

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

7. Identificamos como marcador positivo da probabilidade de desenvolvimento de doença 

coronariana em adultos jovens, o genótipo X-X-/E+E+, em relação aos outros genótipos 

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

intervalo de confiança de 95%).

8. Nos indivíduos com o genótipo marcador (X-X-/E+E+), quando se comparou o grupo 

DAC- (N = 6) com o DAC+ (N = 22), a média de HDL-C apresentou diferença 

estatisticamente significativa: DAC+ = 37 ± 14 mg/dL e DAC- = 53 ± 18 mg/dL (t = 2,35; p 

< 0,05). O alto nível relativo de HDL-C em DAC-, mostra-se como um fator protetor, talvez 

compensando a presença do marcador de DAC. Sugere-se, nesse caso, um tipo de interação 

gene-gene ou gene-ambiente.

9. Como o alelo X - não implica diferença de aminoácido, supomos que o maior risco 

associado ao genótipo X-X-/E+E+ poderia ser indicativo da ação de outro gene na 

etiopatogenia da DAC, cujas variações estejam em desequilíbrio de ligação com aquelas de 

Xbal /EcóRI. Além disso, é possível que o desequilíbrio de ligação seja com alguma variação 

desconhecida do próprio gene da apo B.
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