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RESUMO

Introducao — As doencgas cardiovasculares sao a quinta causa de ébito em todo
0 mundo e projecées mostram que serao a primeira causa em 2020 se medidas
preventivas ndo forem realizadas. Um dos principais fatores de risco para
doenga arterial coronariana é a dislipidemia, com a intensidade de sua
participacdo como fator de risco dependendo de componentes ambientais e
caracteristicas genéticas de cada individuo. Dentre os fatores genéticos
influenciando a aterosclerose, o polimorfismo da apolipoproteina E é o mais
estudado, associando-se a alteragbes nos niveis basais de lipoproteinas
conforme o alelo envolvido. Com os avancos no conhecimento do metabolismo
lipidico, passou-se a pesquisar o papel das subfracdes de lipoproteinas na
aterogénese e quais os fatores que poderiam alterar seu perfil de distribuicéo,
dentre estes, a influéncia genética.

Objetivo - Correlacionar o polimorfismo da apolipoproteina E e o perfil de
distribuicdo das subfracées de lipoproteinas de individuos portadores de
dislipidemia.

Populacao e Métodos — Estudo transversal, descritivo e analitico. Foram
avaliados 35 individuos com idades de 50 a 79 anos, portadores de dislipidemia.
A historia clinica e os dados antropométricos foram obtidos através de entrevista
estruturada e avaliagdo laboratorial. Foram avaliados perfil lipidico por reagéo
enzimatica colorimétrica e imunoinibigdo, perfil de subfragbes de lipoproteinas
pelo método de espectroscopia por Ressonancia Nuclear Magnética e
polimorfismo da apolipoproteina E através da técnica de Polymerase Chain
Reaction — Randon Fragment Lengh Polymorphism.

Resultados - As freqliéncias genotipicas encontradas foram semelhantes ao
padrao encontrado para a populacdo adulta caucasiana em geral, com
predominio do gendtipo €3€3. Para a analise das variaveis foram agrupados os
gendtipos da apolipoproteina E €2€3 e €3€3 (grupo E3) e os gendtipos €3€4 e
€4€4 (grupo E4). Nao houve a presenca dos genotipos €2€2 e €2€4 na
populagdo estudada. Avaliando-se o perfil de distribuicdo de subfragbes de
lipoproteinas conforme os grupos de apo E, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas para nenhuma das variaveis.

Conclusao -. No presente estudo em pacientes portadores de dislipidemia nao

encontrou-se associacao entre o polimorfismo da apolipoproteina E e o padrao
de distribuicao das subfracdes de lipoproteinas.
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ABSTRACT

Background — Cardiovascular diseases are the fifth cause of death all over the
world and projections show that they will be the first cause in the year 2020 if
preventive measures are not provided. Dislipidemia is among the main risk
factors to coronary disease, with it's participation intensity as a risk factor
depending on environmental components and genetic characteristics of each
individual. Among the genetic factors that influence atherosclerosis,
apolipoprotein E is the most studied one and is associated with changes in
lipoprotein levels depending of the respective allele envolved. With the recent
advances in the lipid metabolism study, researches have been started regarding
the roll of lipoproteins subfractions and the genetic influence, specially the
apolipoprotein E polymorphism, in the development of atherosclerosis.

Objective — To correlate the apolipoprotein E polymorphism and the lipoprotein
subfraction distribution profile of dislipidemic individuals.

Population and methods — Cross-sectional, descriptive and analytical study.
Thirty-five individuals with dislipidemia were analyzed. Their ages were between
fifty and seventy-nine years-old. The data were obtained through structured
interview and laboratorial evaluation. Lipid profile were evaluated using enzymatic
method and lipoproteins subfractions profile were evaluated by Nuclear Magnetic
Ressonance spectroscopy method and apolipoprotein E polymorphism using
Polymerase Chain Reaction - Randon Fragment Lengh Polymorphism technique.

Results — The genotypic frequencies found were symilar to the pattern found in
the adult caucasian population in general, with predominance of the €3€3
genotype. The lipid profile and the lipoprotein subfractions showed a normal
pattern of distribution, except for the VLDL size. Analyzing this varieties according
to the apolipoprotein E group (group three: €2€3 and €3€3 , group four: €3€4
and €4€4 ), statistically significant differences were not found to any of the
variables.

Conclusion — In the present study with dislipidemic patients we did not find

association between the apolipoprotein E polymorphism and the lipoprotein
subfraction distribution profile .

xii



1. INTRODUGCAO

As doencas cardiovasculares representam importante problema de saude
publica em todo o mundo, visto que constituem uma das principais causas de
morbi-mortalidade e representam os mais altos custos em assisténcia médica.
Com o aumento da idade média de sobrevida, essas doengas assim como

outras doengas crénico-degenerativas estardo cada vez mais presentes (1).

As doencgas cardiovasculares, em especial a doenga arterial coronariana
(DAC), representam a quinta causa de 6bito em todo o mundo e ha previsao de
serem a primeira causa de morte em 2020 se medidas preventivas ndo forem

adotadas (1).

Dados do Ministério da Salde, baseados em estatisticas do SUS de
2003, mostram que as trés doencas que mais matam no Brasil sdo infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca, demostrando a

importancia da morbidade das doengas cardiovasculares em nosso meio (2).

Alguns principais fatores de risco para doenga arterial coronariana sao
conhecidos e comprovados, como hipertensdo arterial sistémica, tabagismo,
obesidade, sedentarismo, diabetes melitos, antecedentes familiares e

dislipidemia. No entanto, a intensidade da participacao destes fatores de risco no



desenvolvimento da doenga coronariana depende de componentes ambientais e

de caracteristicas genéticas de cada individuo ou de uma populacao(1, 3, 4).

O estilo de vida sedentdrio e a sobrecarga metabdlica com dietas
hipercaldricas e ricas em gordura tém aumentado a incidéncia de obesidade e
de pacientes com perfi lipidico adverso, importantes fatores de risco para DAC.
Devido a alta prevaléncia dessa patologia, impde-se a necessidade de medidas
preventivas. A eficacia dessas medidas advém da identificacdo prévia dos

fatores de risco da populacéo e da implementacao de programas educativos.

A hipercolesterolemia € fator de risco independente para a aterosclerose e
a sua associagdo com os outros fatores de risco aumenta o papel de seu
potencial de risco. Em estudo realizado na Campanha Nacional de Alerta Sobre
o Colesterol Elevado publicado em 2003, a média do colesterol da populagéao
estudada foi de 199 mg/dL, sendo que 40% da populagdo apresentava niveis
sangliineos de colesterol total acima de 200 mg/dL (5). O risco relativo de
eventos cardiovasculares aumenta na populacdo cujos niveis sangilineos de
colesterol sejam maiores que 200 mg/dL. No estudo de Framingham, a média
dos niveis do colesterol foi de 225 mg/dL na populacdo acometida de infarto do

miocardio (5, 6).

As associagdes das principais lipoproteinas — lipoproteina de alta
densidade (HDL: high density lipoprotein), lipoproteina de baixa densidade (LDL:
low density lipoprotein) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL: very low
density lipoprotein) — com risco coronariano estdo bem estabelecidas ha

décadas.



Com o avango nos ultimos anos do conhecimento do metabolismo
lipidico,observou-se que cada uma dessas lipoproteinas sdo constituidas por
particulas bastante heterogéneas, que diferem entre si na associagdo com
doenca arterial coronariana. A partir disso, além dos fatores de risco lipidicos
classicos, passou-se a estudar o padrdao de distribuicdo das subclasses de
lipoproteinas, com identificacdo de um padrao aterogénico, chamado padrao B,
caracterizado pelo predominio de particulas de LDL pequenas e densas, que
esta relacionado com aumento do risco cardiovascular independente dos niveis
de LDL colesterol (LDL-C) (7-11). Desta forma, pacientes com um mesmo nivel
de LDL-C podem estar em niveis de risco cardiovascular bastante diversos,
dependendo se apresentarem predominio de particulas de LDL grandes e

flutuantes (menor risco) ou pequenas e densas (maior risco).

Na ultima década intensificaram-se os estudos sobre a influéncia genética
na aterosclerose. Pela complexidade envolvida no processo da aterosclerose, os
genes inicialmente estudados foram aqueles fortemente relacionados com os
principais fatores de risco para a DAC, em especial a hipertensao arterial e as
dislipidemias. O polimorfismo mais estudado em relagdo a doenca coronariana é
o polimorfismo da apolipoproteina E (apo E) que é associado com importantes
variacdes no perfil lipidico, influenciando os niveis de colesterol total (CT), LDL-

C, HDL colesterol (HDL-C) e triglicerideos (TG).

A possibilidade do polimorfismo da apolipoproteina E também influenciar
o perfil de distribuicdo de subfragdes de lipoproteinas foi avaliada em alguns

estudos, com resultados conflitantes (3, 12-15).



O presente estudo avalia a associacdo entre o polimorfismo da
apolipoproteina E e o perfil de distribuicdo de subfracées em uma populacao de

individuos portadores de dislipidemia.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 LIPIDIOS, ATEROSCLEROSE E RISCO CORONARIANO

2.1.1 Lipidios e Risco Cardiovascular

Nas Ultimas décadas o papel do colesterol como fator de risco
coronariano ficou bem demonstrado por meio de estudos epidemiologicos. Um
dos estudos pioneiros foi o estudo de Framingham, de 1948, que evidenciou a
importancia do nivel de colesterol em individuos normais no desenvolvimento de
complicagbes da doenca aterosclerotica. Neste estudo pela primeira vez uma
grande coorte de homens e mulheres saudaveis foi estudada prospectivamente
e os resultados demonstraram que o risco de desenvolver DAC clinicamente
manifesta foi proporcional a curva dos niveis de colesterol total (16, 17).

Nas décadas seguintes, varios estudos confirmam e extendem os
achados de Framingham, envolvendo tanto prevencdo primaria quanto
secundaria.

Os estudos de prevencao primaria podem ser divididos em dois grupos
quanto ao modo de intervencao:

1) Modifica¢gdes de habitos ou vicios, sem interferéncia de drogas
hipolipemiantes, procurando assim modificar o “estilo de vida’de
individuos livres de DAC;

2) Uso de drogas hipolipemiantes, associado a manutencao das
restricdes dietéticas.

A estratégia de prevencao primaria por meio de intervencao farmacolégica

tem como um de seus marcos fundamentais os dados do estudo de intervencao

6



Lipid Research Clinics Coronary Primary Prevention Trial (LRC-CPPT) em 1984
(18). Neste, 3806 pacientes do género masculino, com idades entre 35 e 59
anos, hipercolesterolémicos, com niveis de CT maiores que 265 mg/dL e LDL-C
maior que 190 mg/dL, foram tratados com colestiramina, 24 g/dia; a dose média
efetivamente tomada foi 14 g/dia em virtude da intolerancia a droga. O tempo de
acompanhamento foi em média 7,4 anos (7 a 10 anos). O CT sofreu reducao de
85% e o LDL-C de 12,6% quando comparado ao grupo placebo e,
surpreendentemente, o HDL-C teve aumento de 1,5%. Ao final do estudo
observou-se diminuicdo da mortalidade por DAC de 19% (p < 0,05) no grupo
tratado.

A partir desses dados estabeleceu-se uma regra entre diminuicao de CT e
diminuicdo de risco coronariano: 1% de diminuicdo de CT equivalendo a 2% de
reducdo no risco de DAC. Esta relagdo fundamenta os dados do Estudo de
Framingham que apontam um aumento de 2% de DAC para cada 1% de
aumento de CT para homens e mulheres de todas as idades.

O LRC-CPPT permitiu também obter outros dados secundarios de
beneficios como a reducdo no numero de testes ergométricos positivos, de
casos de angina de peito e cirurgias de revascularizacdo miocardica em cerca de
20 a 25% no grupo tratado.

Trés anos depois foram publicados os resultados do importante estudo
Helsinque (19), que utilizou um fibrato — o genfibrozil — na dose de 1200 mg/dia,
em comparagdo com placebo; incluiu 4081 homens portadores de colesterol
nao-HDL (CT menos o HDL-C) acima de 200 mg/dL com idades entre 40 e 55
anos, em seguimento por 5 anos. No grupo tratado (n=2051), os dados finais

mostraram as seguintes modificagdes: diminuicdo do CT em 10%, de TG em



35%, LDL-C em 11%, HDL-C em 11% e do risco relativo de DAC em 34%. O
maior beneficio foi verificado nos pacientes com dislipidemia do tipo llb (aumento
de CT e TG) na classificacao de Fredrickson das dislipidemias.

A mortalidade total por todas as causas nao foi afetada tanto no estudo
LRC-CPPT quanto no Helsinque.

O Estudo de Intervencdo Multifatorial MRFIT (Multiple Risk Factor
Intervention Trial de 1986 demonstrou associagcbes positiva e negativa de DAC
com niveis de LDL-C e HDL colesterol (HDLc), respectivamente (20).

O “Estudo dos sete paises” , de 1990, demonstrou a correlagcao entre
niveis médios de colesterol de diferentes populagdes e indices de mortalidade
por DAC (21).

A partir de 1990 foram publicadas diversas metanalises avaliando os
resultados dos principais estudos existentes até entéo.

Até 1990, Muldoon et al (22), comparando o total de 12457 homens
tratados com 12390 controles, observaram que para uma reducao média de 10%
do CT, a morbimortalidade por DAC diminuiu em 26%.

Rossomv et al (23), em andlise conjunta de quatro estudos (Administracao
de Veteranos de Los Angeles, Lipid Research Clinics, Helsinque e Estudo
Europeu com clofibrato), verificaram que a diminuicdo de 10% do CT
correspondeu as seguintes redugdes de eventos: infarto do miocardio ndo-fatal —
25%, infarto do miocardio fatal — 12%, todos os infartos — 22%.

Analise de Crigui (24), abrangendo os estudos Lipid Research Clinics,
Helsinque e Oslo, obteve redugdo média da mortalidade por DAC de 35% e

menor que 1% para a mortalidade absoluta.



Holme (25) em 1993, analisando em conjunto nove estudos, observou
menor incidéncia de eventos coronarianos nos individuos tratados com
farmacos, sem avaliar a mortalidade total. O mesmo autor, dois anos depois,
concluiu que populagdes com incidéncia moderada ou alta de DAC podem
apresentar reducao de mortalidade total com a reducao dos niveis de CT (26).

Ja na era das estatinas, dois grandes estudos de prevengdo primaria
merecem citacdo: Estudo do Oeste da Escécia (WOSCOPS) e o Estudo do
Texas (Airforce Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study -
AFCAPS/TexCAPS).

O WOSCOPS incluiu 6595 homens hipercolesterolémicos (CT médio de
272 mg/dL), com idades entre 45 e 64 anos, dos quais 95% ndo apresentavam
DAC clinica. Do total, 3302 foram tratados com pravastatina na dose de 40
mg/dia, durante 4,9 anos em média; comparados ao grupo placebo,
apresentaram reducao de CT de 20% e de LDL-C de 26%, aumento de HDL-C
de 5%, acompanhados de diminuicao significante de infarto do miocardio nao-
fatal (81%), da mortalidade global cardiovascular (32%), da necessidade de
coronariografia (31%) e de procedimentos de revascularizagao, incluindo
angioplastia (37%). Observaram-se ainda redugédo da mortalidade por DAC em
28%, nao-cardiovascular em 11%, total em 22% e por neoplasias malignas em
11%, além de menor risco de acidentes cerebrovasculares fatais e ndo-fatais
(11%). Apos ajuste para outros fatores de risco, o grupo tratado exibiu
diminuigdo significativa da mortalidade total (24%). O numero de suicidios e
6bitos violentos nado diferiu nos dois grupos. E importante assinalar que os
beneficios do tratamento se fizeram notar a partir do sexto més de seguimento e

estiveram presentes no final do estudo nos seguintes subgrupos: fumantes e nao



fumantes, pacientes com menos e mais de 55 anos de idade, portadores de
outros fatores de risco e naqueles com diferentes valores de CT, LDL-C e HDL-
C. Nao houve correlacao entre os diferentes percentuais de reducéo de LDL-C e
de freqléncia de eventos, embora esta fosse mais acentuada (reducao de 45%)
quando o LDL-C diminuiu em 24%. As modificacées de TG (12%) e de HDL-C
(7%) nao afetaram o risco. A intervencédo com pravastatina, na dose empregada,
provocou reducdo de 35% no risco de eventos considerados em conjunto,
resultado que superou a expectativa baseada no modelo resultante do Estudo de
Framingham, que seria de 24%. Deve-se observar que o nivel de LDL-C atingido
neste estudo foi de 142 mg/dL, superior portanto aquele preconizado pelo
National Cholesterol Education Program — ATP Ill e pelas Diretrizes Brasileiras
de Dislipidemias. Entretanto, houve beneficio clinico significativo nesta amostra
de alto risco, mais expressivo quando a redugéao de LDL-C atingiu 24%, sem que
reducbes maiores trouxessem mais beneficios.

O estudo AFCAPS/TexCAPS incluiu homens (5608, com idades entre 45
e 73 anos) e mulheres (997, com idades entre 55 e 73 anos) portadores de CT e
LDL-C pouco elevados (CT entre 180 e 264 com média de 221 e LDL-C entre
130 e 190 com média de 150 mg/dL), porém com HDL-C inferior a 45 e 47
mg/dL respectivamente para homens e mulheres. O seguimento médio foi de 5,2
anos e o grupo tratado (2805 homens e 499 mulheres) recebeu lovastatina na
dose de 20 ou 40 mg/dia, mantendo dieta da fase | da American Heart
Association. A lovastatina reduziu o LDL-C para 115 mg/dL (-25%) e aumentou o
HDL-C em 6%. Os parametros de segurancga foram similares nos dois grupos. A
intervencdo farmacoldgica foi responsavel pelas reducbes: primeiro evento

coronariano em 37%, primeiro infarto do miocardio em 35%, infarto do miocardio
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fatal e nao-fatal em 40%, angina instdvel em 32%, procedimentos de
revascularizagdo em 33%. Os subgrupos beneficiados foram: mulheres,
pacientes com mais de 57 anos (homens) e 62 anos (mulheres), hipertensos,
diabéticos, aqueles com antecedentes familiares de DAC e os pertencentes a
diferentes valores basais de LDL-C (menor 142, entre 142 e 156 e maior que
157 mg/dL) e HDL-C (menor que 34, entre 35 e 39 e maior que 40 mg/dL). O
conjunto de eventos coronarianos maiores (angina instavel, infarto do miocardio
fatal e nao-fatal) mostrou reducao de 43% a partir do primeiro ano de tratamento
correspondente a uma reducdo de 25% de LDL-C, permanecendo durante o
estudo: reducédo de 30% para o terceiro ano, de 41% para o quarto ano e de
49% para o quinto ano. A mortalidade nao diferiu nos grupos tratado e placebo
(80 e 77 Obitos respectivamente), o mesmo ocorrendo quanto a incidéncia de
cancer. Com base nesses resultados, pode-se deduzir que se 1000 pacientes,
homens e mulheres, fossem tratados com lovastatina poderiam ser evitados 19
eventos coronarianos maiores (12 infartos e 7 anginas instaveis) e 17
procedimentos de revascularizacdo miocardica, além de 28% de reducao de
custos hospitalares). Estes dados acentuam a necessidade de intervencgao
terapéutica adequada em individuos clinicamente livres de DAC, com alteragdes
lipidicas moderadas, apoiam a inclusdo do HDL-C na determinagéo dos fatores
de risco, confirmam o beneficio da redu¢do do LDL-C para um nivel alvo e
apontam para os beneficios da prevencao primaria de DAC por meio de
intervencao farmacologica.

Dentre os estudos de prevencao secundaria destacam-se o Scandinavian

Sinvastatin Survival Study (4S), o Cholesterol and Recurrent Events Study
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(CARE) e o Long-term Intervention with Pravastatin in Ischaemic Disease
(LIPID).

O estudo 4S (27) abrangeu pacientes portadores de angina de peito ou
infarto do miocardio, hipercolesterolémicos, submetidos a dieta e divididos em
grupos placebo e grupo sinvastatina. Apds seguimento médio de 5,4 anos,
observou-se no grupo tratado significativa redugéo do CT e do LDL-C e elevagao
de HDL-C, com poucos efeitos adversos. Este grupo apresentou, em relacao ao
grupo placebo, reducao de 42% de mortalidade coronariana, nao tendo ocorrido
aumento de outras causas de morte, o que produziu diminuicdo da mortalidade
total de 30%. Analises de subgrupos desse estudo mostraram beneficios para os
idosos, as mulheres e os diabéticos, na incidéncia de acidente vascular cerebral,
angina de peito, claudicacdo intermitente, necessidade de revascularizagéo
miocardica, internagdes hospitalares, entre outros.

O estudo CARE (28) envolveu homens e mulheres ap6s infarto do
miocardio, que apresentaram colesterolemia semelhante a média da populacao.
Foram divididos em dois grupos, os que receberam placebo e os que foram
tratados com pravastatina 40 mg/dia, com acompanhamento médio de 5 anos. O
grupo pravastatina apresentou reducoes estatisticamente significativas de CT e
LDL-C, o que foi associado a menor mortalidade por doenga corondria e menor
incidéncia de infartos nao-fatais, bem como a menor necessidade de cirurgia de
revascularizagdo miocardica. Do mesmo modo que o estudo 4S, as analises de
subgrupos do CARE mostraram beneficios para as mulheres, diabéticos e sobre
a incidéncia de acidentes vasculares cerebrais.

O estudo LIPID (29) abrangeu populagcdo também com valores de

colesterolemia na média da populagdo americana. A randomizagao foi efetuada
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para grupo placebo ou grupo pravastatina 40mg/dia. Apés 5 anos, os pacientes
tratados com pravastatina apresentaram menor incidéncia de todos os eventos
cardiovasculares , incluindo acidentes vasculares cerebrais, bem como menor
mortalidade corondria e total.

A hipercolesterolemia como fator de risco se confirma também para a
populacado idosa, destacando-se o estudo PROSPER (Pravastatin in elderly
individuals at risk of vascular disease) que avaliou 5804 individuos com idades
entre 70 e 82 anos, divididos em grupo placebo e grupo pravastatina, seguidos
em média por 3,2 anos, obtendo uma reducdo de risco relativo de 15% para
desfechos primarios (morte por DAC, infarto do miocardio ndo-fatal e acidente

vacular cerebral fatal e ndo-fatal) no grupo tratado (30).

2.1.2 Metabolismo Lipidico

Bem definido o papel do colesterol como fator de risco, grandes avangos
ocorreram na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos no processo
aterosclerotico.

Os lipidios, por serem substancias hidréfobas, necessitam de um sistema
de transporte que lhes possibilite o deslocamento na corrente sanglinea.
Compostos denominados lipoproteinas sao os encarregados dessa tarefa.

As lipoproteinas sdao formadas por um nucleo contendo triglicerideos e
ésteres de colesterol envolto por uma superficie polar constituida por
fosfolipidios, colesterol livre e por um componente protéico, denominado
apolipoproteina ou apoproteina (apo).
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Na Figura 1, vemos a ilustracdo da estrutura das lipoproteinas.

Estrutura das Lipoproteinas

Apolipoproteina — Apolipoproteina

Polar
Surface Coat

Nonpaolar
Lipid Core

Cholesteral Ester

Fhaspholipid

Free Cholesterol Triglyceride

Apolipoproteina

FIGURA 1 - Estrutura da lipoproteina (adaptado de LipoScience (31)).

As lipoproteinas plasmaticas apresentam diferentes densidades, de
acordo com a quantidade de proteina que compdem os seus complexos. Através
da ultracentrifugacao, podem-se identificar cinco tipos principais de lipoproteinas
plasmaticas: quilomicrons, VLDL, lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL),
LDL e HDL.

O metabolismo lipidico compreende um ciclo exégeno, com o transporte
de lipidios da dieta pelos quilomicrons, um ciclo endégeno, com o transporte de
lipides de origem hepatica através das VLDL e LDL e o transporte reverso do
colesterol, desempenhado fundamentalmente pelas HDL (32).

O ciclo exdgeno inicia-se pela absorgao intestinal das gorduras ingeridas e
sua transformacgao local em quilomicrons, os quais sao levados para a corrente

sanglinea através do ducto toracico. Nos capilares, os quilomicrons sofrem acao

14



de uma enzima, a lipase lipoproteica, que age especificamente sobre os TG,
hidrolisando-os em acidos graxos livres e glicerol. Essa ac&o reduz o conteldo
de TG dos quilomicrons, tornando-os particulas menores (remanescentes de
quilomicrons). Os remanescentes de quilomicrons dispdem na sua estrutura de
apoproteinas (apoB-48 e apo E), identificadas por receptores presentes nas
células hepaticas. Assim os quilomicrons sado retirados da circulacdo e seu
catabolismo fornece as células colesterol, triglicerideos e acidos graxos
provenientes do meio exterior.

O ciclo enddgeno é representado pela sintese de gorduras e sua posterior
incorporagdo a lipoproteinas, que ocorre sobretudo no figado (70%), onde
acontece a maior parte da sintese de colesterol, triglicerideos e fosfolipidios.

A sintese de colesterol se inicia com a utilizagdo de moléculas da
acetilcoenzima A e trés dessas dao origem a 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima
(HMG-CoA). A HMG-CoA que, por sua vez, se transforma em acido mevaldnico
por agdo da enzima HMG-CoA redutase e, a partir dele, sucede uma cascata de
reacbes que da origem ao colesterol. A atividade desta enzima é importante na
regulacdo da biossintese do colesterol, pois o bloqueio de sua agao resulta em
reducao na sintese do esteroide.

A sintese dos triglicerideos no figado resulta da esterificagdo do glicerol
pelos &cidos graxos de cadeia longa presentes nos hepatdcitos. Os acidos
graxos derivam de trés fontes: da sintese no préprio hepatécito, via metabolismo
dos hidratos de carbono contidos na dieta; dos que circulam ligados a albumina
(provenientes do tecido adiposo, ap6s lipdlise); dos derivados da hidrélise dos

triglicerideos presentes nos quilomicrons.
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Os fosfolipidios compreendem extensa variedade de compostos:
glicerofosfatos sdo os de estrutura mais simples, sintetizados a partir de acidos
graxos ou aldeidos, acido fosforico e uma base, em adicdo ao glicerol. Ha
compostos complexos que, além desses componentes, sdo formados também
por aminodcidos complexos como a esfingosina (esfingomielina).

A sintese das lipoproteinas endogénas se inicia pela formagéao das VLDL,
lipoproteinas que tém em sua estrutura apoproteinas B100 e E e transportam
sobretudo TG produzidos no figado (TG enddégenos). As VLDL na circulagéao
também sofrem acdo da lipase lipoproteica e, como consequéncia, apoés
diminuicdo do conteudo de TG, se transformam em particulas mais densas,
denominadas remanescentes de VLDL, também conhecidas como lipoproteinas
de densidade intermediaria (IDL). As IDL, por possuirem as apoproteinas B-E,
podem ser reconhecidas pelo figado, sendo entdo removidas da circulagéo (60 a
70%). Os TG das IDL restantes sofrem acao de outra lipase particular existente
na superficie dos hepatécitos (lipase hepatica), o que as transforma em LDL,
lipoproteinas com alta concentragéo de colesterol.

Os hepatocitos e células de outros tecidos sdo dotados de receptores
especificos que tém afinidade de reconhecer e incorporar as LDL nas células.
Isso ocorre particularmente pela presenca da apoproteina B100 nesta
lipoproteina. ApGs a incorporacdo das LDL, as gorduras se separam da parte
proteica, por hidrélise lisossomal, com liberag&o intracelular do colesterol.

O aumento da concentragdo de colesterol livre dentro da célula apo6s o
catabolismo das LDL, ativa mecanismos importantes que objetivam:

a) Reduzir a sintese de colesterol intracelular, por inibicdo da HMG-CoA
redutase;
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b) Armazenar o excesso de colesterol sob a forma de ésteres, o que se
faz através da atividade de uma enzima, a acil-colesterol-acil transferase
(ACAT);

¢) Diminuir a formagéo de receptores de LDL, evitando maior influxo de

colesterol para o espago intracelular, que é sensivel a sobrecargas do esterdide.

Na fase do transporte metabolico reverso, o colesterol ndo utilizado pelas
celulas periféricas necessita ser removido pois seu excesso nos tecidos é
prejudicial. A sua remogao ¢ feita pelas HDL, através de dois mecanismos:

a) Realizando o seu transporte para o figado, onde sera metabolizado;

b) Através da “proteina de transferéncia” (CETP), que o leva para outras

lipoproteinas mais rapidamente removidas pelo préprio figado.
Algumas particulas de HDL podem ser removidas via receptores, mas
tal mecanismo é ainda discutivel.

Uma vez no figado, o colesterol pode participar de outras vias metabdlicas
ou ser excretado através da bile (Unica maneira que o organismo dispbe para
elimina-lo). A maior parte é reabsorvida no ciclo entero-hepatico (33).

Alteragcbes no metabolismo dos lipidios tém implicacbes diretas na
fisiopatologia da doencga aterosclerética. O risco de eventos cardiovasculares
aumenta progressivamente com o aumento dos niveis de LDL-C e esta
inversamente relacionado aos niveis de HDL-C.

Particulas de LDL pequenas e densas sao particularmente aterogénicas,
sendo que as particulas de LDL causam lesdo no endotélio e no musculo liso
subjacente, especialmente apds sofrer oxidagao, glicacao (no Diabete Melito) ou
incorporagao a imunocomplexos. Sua migragdo através do endotélio e posterior
internalizagdo por macrofagos desencadeia uma cascata inflamatéria

responsavel pela progressao da lesao aterosclerética (34).
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2.2 SUBFRAGOES DE LIPOPROTEINAS

Sabe-se que o colesterol total plasmatico ndo € o melhor indicador para
avaliacdo do risco cardiovascular por representar a soma do colesterol
constituinte das principais lipoproteinas, que tém diferentes associagdes com
risco de DAC. O HDL-C apresenta associagdo negativa, relacionando-se a
“protecao” e o VLDL-C e o LDL-C tém associag¢des positivas.

Porém, cada uma dessas classes de lipoproteinas ndo sdo homogéneas,
contituindo-se de subfragcdes que diferem entre si em tamanho, densidade,
ndamero, composicao quimica e funcao, tendo também diferengas na associacao
com risco cardiovascular.

No estudo “The Air Force-Texas Coronary Atherosclerosis Prevention
Study” (AFCAPS/TexCAPS), os niveis de LDL-C falharam em predizer o risco de
doencga cardiovascular e o numero de particulas de LDL, avaliado pelo nivel
plasmatico de apolipoproteina B, foi o preditor mais consistente e significativo
para primeiros eventos coronarianos agudos em homens e mulheres adultos e
idosos (35).

Outros estudos evidenciaram que o padrao de distribuicdo de subclasses
de lipoproteinas relaciona-se com risco de DAC e de progressdao de
aterosclerose podendo fornecer informacao adicional sobre nivel de risco além
dos tradicionais fatores de risco (36).

Através da associacao dos niveis das diferentes subfragcdes medidas com
os desfechos clinicos avaliados, foi possivel descrever um perfil lipoprotéico

aterogénico chamado padréo B.
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O padrao B constitui-se de perfil lipidico com predominio de LDLs
pequenas e densas, estando relacionado com elevagao de triglicerideos, IDL e
VLDL, diminuicdo nos niveis de HDL e aumento da lipemia pés-prandial, da
suscetibilidade oxidativa e da resisténcia a insulina (37).

Ja no padrao A ocorre o predominio de LDLs grandes e flutuantes, menos
aterogénicas e associadas com menor risco cardiovascular. Este padrao
associa-se a niveis maiores de HDL-C menores de TG.

A primeira evidéncia prospectiva de que LDLs pequenas e densas estao
associadas ao aumento do risco de desenvolver doenga cardiaca isquémica foi
demonstrada pelos resultados do Quebec Cardiovascular Study (38). Outros
estudos transversais também ja haviam mostrado relacao de particulas de LDLs
pequenas e densas com risco aumentado de DAC (39-46).

As LDLs pequenas e densas sao captadas em menor velocidade pelos
receptores hepaticos de LDL e por isso permanecem mais tempo na circulacao,
além do que penetram mais rapido na parede arterial, possuem maior afinidade
pelos proteoglicanos arteriais e sao oxidadas mais rapidamente. Outros
mecanismos propostos para explicar sua associacdo com risco aumentado de
DAC incluem sua associacdo com outras lipoproteinas aterogénicas, incluindo
aumento dos TG plasmaticos e VLDLs grandes (ricas em TG) e diminuigdo nos
niveis de HDL-C. Este perfil lipoproteico aterogénico esta associado a presenga
de resisténcia a insulina e sindrome metabdlica (44, 47, 48).

Outras particulas também ja foram relacionadas com risco de DAC, como
aumento nos niveis de IDL e HDL pequenas (HDL3, € 3., medidas pela técnica

de eletroforese) (49-51).
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Ha poucos estudos conduzidos em faixas etarias elevadas. Em idosos o
tamanho da LDL poderia ndo ser preditor de risco talvez porque o padrdo B

parece estar relacionado com DAC prematura (52).

2.3 DETERMINAGAO DAS SUBFRACOES DE LIPOPROTEINAS

Para a determinacdo destas subclasses, os métodos tradicionais
empregados na separagdo e quantificagdo incluem técnicas de eletroforese,
cromatografia ou ultracentrifugagéo, técnicas estas demoradas e onerosas (53-
55).

Atualmente dispde-se de método validado, mais rapido, menos oneroso e
com adequada precisdo, que emprega espectroscopia por ressonancia nuclear
magnética de prétons (RNM) (50, 56-60).

A RNM espectroscédpica por préton mede as concentracdes das particulas
de 10 subclasses de VLDL, LDL e HDL no plasma fresco ou congelado a -70°C
ou em amostras de soro.

O método de RNM explora o fato de que cada particula de subclasse de
lipoproteina no plasma,possui um grupo metil que transmite um sinal proprio
caracteristico, associado ao tamanho da particula. As amplitudes medidas
desses sinais sao diretamente proporcionais as concentracdes das particulas de
cada subclasse. Em adicdo aos niveis de subclasses, a RNM fornece também
valores médios do didmetro das particulas de VLDL, LDL e HDL.

Este método foi recentemente aperfeicoado com o uso de um novo
algoritmo computacional que possibilita a inclusdo de um grande numero de

subpopulagdes de lipoproteinas (> 30) no modelo de andlise espectral, dando
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uma melhor representacdo do continuum de subespécies de particulas
atualmente presentes no plasma.

Através de agrupamento adequado dos niveis das varias subpopulagoes,
sao obtidas concentracées de 10 subclasses de lipoproteinas (VLDL, LDL e HDL
grandes, médias e pequenas, mais IDL).

Ao invés de reportar os niveis de subclasses em unidades de
concentragdo de sua massa lipidica de colesterol ou TG, os resultados sao
fornecidos em unidades de concentracdo de particulas (em nanomoles de
particulas por litro para VLDL e LDL e em micromoles por litro para o HDL) para
melhor refletir o que a RNM esta realmente medindo.

Os tamanhos médios das particulas de VLDL, LDL e HDL (em
nandmetros) sdo computados como um somatério dos didmetros das
subpopulagdes individuais multiplicado pela percentagem de massa relativa
conforme estimado pelas amplitudes dos sinais do grupo metil na RNM.

A tabela 1 traz os diametros aproximados das particulas de VLDL, HDL,
IDL e LDL..

TABELA 1 - Diametros das subclasses de lipoproteinas na RNM (31).

Subclasses de lipoproteinas Diametro
VLDL

VLDL grande >60 nm
VLDL média 35-60 nm
VLDL pequena 27-35 nm
|IDL 23-27 nm
|LDL

|LDL grande 21.2-23 nm
|LDL média-pequena 19.8-21.2 nm
|LDL muito pequena 18-19.8 nm
|HDL

21



[HDL grande 8.8-13 nm
[HDL média 8.2-8.8 nm
|HDL pequena 7.3-8.2 nm

2.4 APOLIPOPROTEINA “E”

A apolipoproteina E (apo E) foi descoberta nos anos 70 como uma
apoproteina componente das lipoproteinas ricas em triglicerideos (61, 62).

Sua sintese e secrec¢do ocorre em muitos tecidos, como figado, cérebro,
pele, macréfagos, baco, adrenais, rins, ovarios, testiculos, coracdo e pulmdes.
Seu maior sitio de sintese e secre¢do vem das células parenquimais do figado,
as quais secretam apo E em associagao com particulas de VLDL (61, 63-65).

A apo E é uma glicoproteina de 299 aminoécidos, com massa molecular
de aproximadamente 34.000 daltons (61, 66).

O gene da apo E humana foi mapeado no cromossomo 19 e tem trés
alelos polimorficos: epsilon 2, epsilon 3 e epsilon 4 (€2, €3 e €4), que codificam
trés isoformas da apoproteina: €2, €3 e €4. Individuos herdam um alelo da apo
E por meio de pareamento mendeliano simples com os genétipos resultantes.
Esses trés alelos sao responsaveis por seis gendtipos, denominados €2/2, €3/3,
€4/4, €2/3, €3/4 e €2/4 conforme a nomenclatura atual, que diferem na
sequéncia de aminoacidos nas posicées 112 e 158. Apo E3 possui cisteina no
residuo 112 e arginina no residuo 158, enquanto apo E4 possui arginina e apo
E2 cisteina em ambas posicoes (na figura 2 pode-se ver os fendtipos
homozigéticos da Apo E e seus residuos de aminoacidos). Estes alelos

codificam seis fenétipos: E2/2, E3/3, E4/4, E2/3, E2/4 e E3/4 (61, 65, 67, 68).
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O fendtipo E3/3 € o mais comum, ocorrendo em 60% da populacéo.
Portanto, a apo E3 é considerada a forma original e as outras, suas variantes
(61, 62, 69).

Em populagbes brancas adultas, a freqiéncia estimada dos alelos €2, €3
e €4 sao, respectivamente, 8%, 78% e 14% (65, 70).

Os valores de referéncia da apo E no soro ou plasma em adultos com
alimentagcdo normal podem variar de 1 mg/dl a 9 mg/dl (65).

Os alelos da apo E sao importantes marcadores genéticos para

dislipidemia e doencga coronariana (70).

L] g ———
- 3 == E4
E{ - ==

E2/2 E3/3 E4/4

Carga relativa 0 +1 +2
Residuo 112 Cys CVS Arg
Residuo 158 Cys Arg Arg

FIGURA 2 - Fendtipos homozigdticos da Apo E e seus residuos de aminoacidos
(Adaptado de Mahley, et al (61)).
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Dados da literatura mostram uma contribuicdo de 4 até 15% do
polimorfismo da apo E na variagdo dos niveis de colesterol na populagdo em
geral (61, 71, 72).

Varios mecanismos foram descritos sobre como as diferentes isoformas
da apo E influenciam as concentracées plasmaticas de colesterol: influenciando
a absorcao de colesterol, a sintese endbégena de colesterol, eliminacdo do
colesterol através dos 4acidos biliares, a remogcdo dos quilomicrons
remanescentes, a conversado do IDL em LDL, a cinética do LDL, a depuracao
hepatica das gorduras da dieta, através de propriedades imunorregulatérias, pela
afinidade aos receptores de lipoproteinas e participando no transporte reverso
do colesterol (65, 72, 73).

A apo E desempenha seu papel no transporte do colesterol
fundamentalmente através de dois receptores de lipoproteinas, servindo como
ligante: ao receptor de LDL (ou apo B/E) e ao receptor hepatico de apo E ou
receptor relacionado a proteina (LRP) (61, 65).

A afinidade pelo receptor depende do polimorfismo Hhal (exon 4) no gene
apo E e é isoforma especifica. In vitro apo E3 e apo E4 demonstraram afinidade
similar pelo receptor de LDL, enquanto que apo E2 apresentava 2% ou menos
de capacidade de ligagéo (61, 74).

Da mesma forma ha evidéncia de que a distribuicdo das isoformas de apo
E entre as particulas de lipoproteinas é isoforma especifica, com apo E4 com
maior associagdo com lipoproteinas ricas em triglicerideos que apo E3 e apo E2
(61, 72).

A depuragdo dos remanescentes de quilomicrons ocorre de forma mais

rapida nas isoformas apo E4 do que nas apo E3. Este fato, associado a
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absorcéo elevada de colesterol nos individuos E4, aumenta o aporte intra-
hepatico de colesterol, diminuindo a sintese hepatica de colesterol e a atividade
do receptor de LDL, conseqlientemente elevando os niveis plasmaticos de LDL-
C. A baixa afinidade da apo E2 pelo receptor de LDL leva ao aumento da
atividade deste e aumento na depuracao de LDL (72).

Os individuos portadores do alelo €4 apresentam niveis mais elevados de
colesterol total, LDL-C e apolipoproteina B, enquanto que os portadores do alelo
€3 apresentam niveis intermediarios e os portadores do alelo €2 niveis
menores. O alelo €2 foi relacionado também com aumento nos niveis séricos de
triglicerideos (61, 65, 70, 75, 76). Na figura 3 podemos ver os efeitos dos
diferentes alelos da Apo E nos parametros lipidicos.

Diversos estudos mostraram a associacdo do alelo €4 com risco
aumentado de doencga cardiovascular, especulando que a razdo seja pela
associagao preferencial com as lipoproteinas ricas em triglicerideos, embora o

mecanismo ndo esteja totalmente elucidado (61, 62, 64, 70, 75-81).
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FIGURA 3 — Efeito dos alelos da apolipoproteina E nos pardmetros lipidicos - LDL-
B:=LDL-apolipoproteina B (Adaptado de Mahley, et al (61)).

Em idosos ha poucos estudos, sendo que o alelo €4 foi menos freqUente
em populacées de nonagenarios e centenarios, estando talvez relacionado com

mortalidade precoce e o alelo €2 associado com longevidade (71, 82-86).

2.5 APOLIPOPROTEINA “E” E SUBFRAGOES DE LIPOPROTEINAS

Existem poucos estudos e os dados na literatura sao conflitantes sobre a
influéncia do polimorfismo genético da apo E no perfil de distribuicdo de

subfragdes de lipoproteinas.

Alguns estudos revelaram associacao entre o polimorfismo da apo E e o
tamanho das particulas de lipoproteinas, estando o alelo €4 relacionado com
particulas menores de HDL e o alelo €2 com particulas menores de LDL, sendo
esta relacdo independente dos niveis plasmaticos de triglicerideos (87, 88).

Outros estudos ndao encontraram associacao, no entanto, a maioria foi realizado
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em pacientes com dislipidemia familiar, ja apresentando um perfil de particulas

de LDLs pequenas e densas caracteristico (89).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Correlacionar o polimorfismo da apolipoproteina E com o perfil de

distribuicdo das subfracdes de lipoproteinas.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Descrever as freqiiéncias genotipicas da apolipoproteina E;

Descrever o perfil de distribuicdo das subfracdes de lipoproteinas;

Avaliar a existéncia de associagdo entre o polimorfismo da

apolipoproteina E e o perfil de distribuicdo das subfracdes de LDL, HDL e VLDL,;
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4. HIPOTESES

4.1 HIPOTESE CONCEITUAL

Ha associacdo entre o polimorfismo da apolipoproteina E e o perfil de

distribuicao das subfracdes de lipoproteinas.

4.2 HIPOTESE OPERACIONAL

Nao ha associagao entre o polimorfismo da apolipoproteina E e o perfil de

distribuicao das subfragbes de lipoproteinas.
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5. POPULACAO E METODOS

5.1 DELINEAMENTO

Estudo transversal, observacional, descritivo e analitico.

5.2 POPULAGAO DA PESQUISA E POPULAGCAO EFETIVAMENTE
PESQUISADA

A populacdo estudada foi de idosos participantes do Projeto Gravatai,
desenvolvido em parceria pelo Instituto de Geriatria e Gerontologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS) e Prefeitura Municipal de
Gravatai. O Projeto teve inicio em 1998 e participam pessoas a partir dos
cinqiienta anos de idade, de ambos os géneros, cadastradas na secretaria de
Cidadania e Acao Social deste municipio.

Dentre esta populagao, foram selecionados 35 portadores de dislipidemia,
com indicacdo de tratamento com hipolipemiante oral para participarem deste

estudo.

5.3 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS

Foram aplicados questionarios estruturados com coleta de dados de
identificacdo, investigacdo de presenca de fatores de risco coronariano,
medicacbées em uso (incluindo terapia de reposicdo hormonal e terapia
hipolipemiante), histéria prévia e atual de tireoidopatia, doencas
cardiovasculares, tabagismo, etilismo.
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Foi realizada afericdo das variaveis pressao arterial, peso e altura com
calculo do indice de massa corporal e medida da circunferéncia abdominal.

Foi realizada coleta sangiinea com medidas laboratoriais padréao de CT,
HDL-C, TG, creatinina, TSH e glicemia de jejum; dosagem de subfracdes de

lipoproteinas e genotipagem da apolipoproteina E.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos individuos portadores de dislipidemia, com idade acima
de 50 anos, de ambos os géneros, excluindo-se o0s pacientes portadores de
dislipidemia secundaria, com relato de infarto do miocardio ou acidente vascular
cerebral recentes (menos de trés meses), com doenca hepatica ativa e severa,
doenca renal severa, dependéncia alcodlica, doengas crénicas descompensadas
como insuficiéncia cardiaca, diabete melito e hipertensdo arterial sistémica e
com relato de terapia de reposi¢cdo hormonal atual. Também foram excluidos os
individuos que apresentaram niveis séricos de triglicerideos acima de 400 mg/dL

e em uso atual ou recente (Ultimos trés meses) de hipolipemiante oral.

5.5 CARACTERISTICAS CLINICAS

A pressao arterial foi medida com os individuos sentados ap6s, no
minimo, 5 minutos de repouso, com um esfigmomanémetro Tycos anerdide,
previamente calibrado. Eram considerados hipertensos 0s que estivessem
usando anti-hipertensivos, apresentassem niveis pressoéricos médios acima de
140/90 mmHg em pelo menos duas medidas ou relatassem diagnostico de

hipertens&o arterial sistémica dado por médico.
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Eram considerados diabéticos os participantes que se identificassem
como tal, estivessem utilizando medicacdo antidiabética ou tivessem

concentragéo seérica elevada de glicose (acima de 126 mg/dL em jejum).

O indice de massa corporal (0 peso em quilogramas dividido pelo
quadrado da altura em metros) foi calculado pelo peso medido para o decigrama

mais proximo (0,1 kg) e a altura medida para o centimetro mais préximo.

Para classificacao através do indice de massa corporal (IMC) foram

considerados obesos os individuos com IMC > 30 para ambos os géneros.

Habito de tabagismo, ingestdo de bebidas alcodlicas e medicagbes em

uso foram analisados por entrevista.

O tabagismo compreendia as seguintes classifica¢cdes: fumante atual ou

fumante no passado e ndo fumante.

A ingestdo de bebidas alcoodlicas foi classificada como rara se sua
freqiéncia fosse inferior a uma vez por semana e eventual ou freqliente se
fosse, respectivamente, até 3 ou mais de 3 dias por semana. Qualquer

quantidade de bebida alcodlica ingerida foi considerada para a classificacao.
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5.6 TECNICAS LABORATORIAIS

A genotipagem da apolipoproteina E foi realizada no laboratério do
Instituto de Geriatria e Gerontologia da PUCRS e o perfil lipidico e outras
dosagens bioquimicas foram dosados no laboratério do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS. Foram coletadas amostras separadas para dosagem das subfracées de
lipoproteinas. Apds a coleta do sangue, este era centrifugado por 15 minutos a
1.600 G e separavam-se aliquotas de soro com “back-up” que eram congeladas
em freezer especial a temperatura de -80°C em biotubos de 1 ml para posterior
realizacdo das analises de subfragbes no Laboratério LipoScience Inc. em

Raleigh, Carolina do Norte, Estados Unidos.

5.6.1 Determinacées Bioquimicas

As medidas laboratoriais incluiram a determinacao plasmatica por reagéao
enzimatica colorimétrica de CT, TG, glicose e creatinina. O CT foi medido
através de método enzimatico utilizando a colesterol esterase e a colesterol
oxidase. A absorbancia do complexo formado é medida em 505 nm (reagédo de
ponto final). O coeficiente de variagéo é 1,6%. Os TG foram medidos atraves do
método GPO (Glicerol-3-Fosfato-Oxidase) O método é enzimatico e utiliza a
glicerol kinase. A absorbancia do complexo formado é medida em 505 nm
(reagéo de ponto final). O coeficiente de variagéo é 1,62%. O HDL-C foi medido
através do método por imunoinibicdo, com coeficiente de variacao de 4,3%. O

LDL-C foi calculado através da férmula de Friedewald (90). O CT, TG e HDL-C
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foram dosados em equipamento da Bayer, ADVIA 1650, pertencente ao

laboratério do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

5.6.2 Dosagem das Subfracoes das Lipoproteinas

A andlise de subclasses de lipoproteinas foi realizada por espectroscopia,
em de um analisador de RNM, que quantifica as diferentes subclasses de
lipoproteinas. Essa técnica explora diferencas naturais de espectros de RNM de
prétons exibidas por particulas de lipoproteinas de diferentes tamanhos,
conforme descrito anteriormente, sem requerer reagentes e utilizando minima
manipulagdo. A quantificagdo € obtida em um processo de trés etapas
constituidas por medida do espectro lipidico de RNM do plasma, seguida por
desdobramento e célculo realizados por computador utilizando um software
especial. Todo o processo leva cerca de um minuto, tendo demonstrado

excelente acurécia e precisdo em testes de validagao (50, 56-60).

As dosagens foram realizadas pela LipoScience Inc., Raleigh, Carolina do
Norte, Estados Unidos da América, utilizando o protocolo NMR LipoProfile — I

Subclass Particle Analysis com espectrometro Bruker WM 250. (31).

5.6.3 Dosagem da apolipoproteina E (Apo E):

As amostras sanguineas foram obtidas de veia periférica e colocadas em

tubos contendo EDTA 0,1%, mantidas a 4°C até a extragdo do DNA.
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Extracao doDNA: a técnica utilizada pelo laboratério do Instituto de
Geriatria e Gerontologia da PUCRS é a descrita por Debomoy (91) e

compreende as seguintes etapas:

1) Centrifugagcédo das amostras a 5000 rpm por 5 minutos,

2) Retirada da camada de leucocitos com transferéncia para tubos de 1,5

ml, com lavagem com PBS (tampéao fosfato-salino, ph 7,5).

3) Extracdo do DNA dos leucécitos (em 200 ul PBS) com adicao de 100 pl
de tampéao de lise (10 mM Tris, 100 mM EDTA, 0,5% SDS, 200 pg/ml proteinase
K), SDS a 2,5%, 25 mM de EDTA pH 8,0, seguido de incubagéo a 55°C por 3

horas.

4) Apé6s a incubagdo, o DNA da amostra é extraido a partir de duas

lavagens com solucao de fenol.

5) O DNA presente na porcao aquosa € precipitado pela adicdo de 0,1

volume de acetato de sodio e 0,7 volume de isopropanol e incubado a -20°C.

6) O DNA pode ser observado como um sedimento gelatinososo e
translucido, sendo dissolvido em 50 pl de agua Mili-Q e mantido a -20°C para

posterior uso na Polymerase Chain Reaction (PCR).

Reacao de amplificacao do gene: a PCR seguiu o0 método descrito por
James et al (92), utilizando os primers apo EF 5’- TAA GCT TGG CAC GGC TGT
CCA AGG A-3’ (25-mer) e apo ER 5'- ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC
AC-3’ (26-mer). A mistura da reagéo (50 pl total) foi preparada com 10 pmol de

cada primer, 100 yM de dNTPs, 1 U de Taq Polimerase (CenBiot-RS), tampéao
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contendo 1,5 mM de MgCl,, DMSO 1% e 2 pl do DNA da amostra. A
amplificagdo ocorreu com uma desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturagédo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 61°C
por 1 minuto, extensédo a 70°C por 1 minuto e uma extensao final a 72°C por 10
minutos. A PCR foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose (2%)

com brometo de etidio, com presencga de fragmento de DNA sob luz ultravioleta.

Genotipagem da apo E pela técnica do Randon Fragment Lengh
Polymorphism (RFLP): a genotipagem foi realizada pela digestao do produto da
PCR (20 upl) com 5 U da enzima de restricao Hha | (Gibco) em tampao
especifico. A digestao foi incubada a 37°C, por trés horas e, a seguir, analisada
em gel de poliacrilamida (15%), utilizando-se um marcador de peso molecular de
10 pb ladder. As bandas caracteristicas de cada alelo sdo entdo analisadas e

identificadas.
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5.7 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo faz parte da linha de pesquisa sobre doencas cronico-
degenerativas desenvolvida pelo IGG-PUCRS dentro do Projeto Gravatai, com
apreciacdo e aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS, seguindo
as recomendacgdes da resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Os participantes foram incluidos no estudo apds assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido (anexo).

5.8 ANALISE ESTATISTICA

O nivel de significancia para todos os testes foi menor ou igual a 0,05.

Para a analise dos gendtipos de apo E foram agrupados os gendétipos
€2€3 e €3€3 (grupo E3) e os gendtipos €3€4 e €4€4 (grupo E4). Nao houve a
presenca dos gendtipos €2€4 e €2€2 na populacao estudada.

Foram utilizados os testes do qui-quadrado e de Kolmogorov-Smirnov
para analise das diversas variaveis.

Para a analise das variaveis com distribuicdo paramétrica foi utilizado o
teste t de Student e para a analise ndo-paramétrica foi utilizado o teste de Mann-
Whitney.

Foram utilizados os programas estatisticos StatView — SAS — Versao 5.0.1

e SPSS versédo 11.0.1 para andlise dos dados.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS CLINICAS BASAIS

Os participantes do estudo apresentavam idades entre 50 e 79 anos de

idade, com idade média de 68,02 anos.
Dentre os 35 individuos avaliados, 25 eram mulheres e 10 homens.

Dentre a amostra, seis individuos apresentavam diabete compensado, 21
foram considerados hipertensos controlados e nove apresentavam historia prévia
de doencga arterial coronariana. Foram encontrados 12 individuos obesos. Na
amostra avaliada existiam oito ex-fumantes e nenhum fumante atual. Nenhum

individuo pesquisado apresentava relato de alcoolismo.

6.2 ANALISE DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DA APOLIPOPROTEINA
“El!

Dos seis gendtipos possiveis da apolipoproteina E, somente quatro foram
observados nesta populacdo: € 3/3, € 4/4, € 3/4, € 2/3.

As freqUéncias alélicas e genotipicas podem ser vistas na tabela 2
abaixo. O genétipo mais freqliente foi o €3€3, seguido pelo €3€4 em segundo

lugar e €2€3 e €4€4 em menor freqiéncia.
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TABELA 2 - Freqiiéncias alélicas e genotipicas da populacao

estudada.

Genoétipos Freqiiéncias N
€2e2 0 0
€2€3 8,6% 3
€2€4 0 0
€3€3 65,7% 23
€3¢c4 20% 7
€4¢€4 5,7% 2
Alelos Freqiiéncias relativas

€2 0,04

€3 0,80

€4 0,16
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6.3 CARACTERISTICAS CLINICAS E GENOTIPOS DA APOLIPOPROTEINA

“El!

A tabela 3 apresenta a correlagdo entre as caracteristicas clinicas dos

individuos pesquisados e os diferentes genétipos da apolipoproteina E.

TABELA 3 - Caracteristicas clinicas e genotipos da apo E.

Total n (%)

ldade Média (anos)
Homens

Mulheres

Obesos (IMC >30)

Hipertensos

Diabéticos

Histéria Prévia DAC

Circunferéncia

abdom.média (cm)

Ex-fumantes

Total
(n=35)
68,02

10

25

12(34,3%)

21 (60%)

6 (17,1%)

9 (25,7%)

8 (22,9%)

€3€3
(n=23)
68,69

8

15

9 (39,1%)

16 (69,6%)

5 (21,7%)

7 (30,4%)

103,7

4 (17,4%)

€2€3
(n=3)
60

0

3

1 (33,3%)

2 (66,7%)

1 (33,3%)

2 (66,7%)

98,0

1 (33,3%)

€3€4
(n=7)
69

2

5

2 (28,6%)

2 (28,6%)

103,4

2 (28,6%)

€4€4
(n=2)
69

1 (50%)

94,5

1 (50%)
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6.4 CARACTERISTICAS CLINICAS E GRUPOS DA APOLIPOPROTEINA “E”

Agrupando os genoétipos encontrados em dois grupos distintos, grupo 3
(abrangendo os gendtipos €3€3 e €2€3) e grupo 4 (abrangendo os gendtipos
€3€4 e €4€4 ), comparamos as caracteristicas clinicas de cada grupo conforme
descrito na tabela 4.

TABELA 4 - Caracteristicas clinicas e grupos da apo E.

Total (n=35) Grupo E 3 (n=26) Grupo E 4 (n=9)

Idade Média (anos) (+ DP) 68,0 67,7 (£ 1,6) 69,0 (£ 1,8)
Homens —n (%) 10 (28,6%) 8 (30,8%) 2 (22,2%)
Mulheres — n (%) 25 (71,4%) 18 (69,2%) 7 (77,8%)
Obesos ( IMC>30) — n (%) 12 (34,3%) 10 (38,5%) 2 (22,2%)
IMC médio (+ DP) 29,1 (£ 5,6) 29,8 (+ 6,1) 27,1 (£ 3,4)
Hipertensos — n (%) 21 (60%) 18 (69,2%) 3 (33,3%)
Diabéticos — n (%) 6 (17,1%) 6 (23,1%) 0

Histéria prévia DAC —n (%) 9 (25,7%) 9 (34,6%) 0

Circ.Abd. média homens (cm) 104,1 103,7 105,5

Circ. Abd. média mulheres (cm) 102 102,7 100
Ex-fumantes — n (%) 8 (22,9%) 5 (19,2%) 3 (33,3%)
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6.5 PERFIL LIPIDICO BASAL E GRUPOS DE APOLIPOPROTEINA “E”

Os niveis médios de colesterol total, TG, HDL-C e LDL-C para os
individuos estudados, separados conforme o grupo de apolipoproteina E,

encontram-se na tabela 5.

TABELA 5 - Perfil lipidico e grupos da apo E.

Perfil lipidico Total E3 E4 p*
(mg/dL) N=35 N=26 N=9

CT (média £ DP) 246 £45 248+52 241 +15 0,41

HDL-C (média £ DP) 52 + 14 52+ 15 52+ 14 0,92

LDL-C (média +DP) 163 +43 166+49 154+16 0,48

TG (média + DP) 152+60 145+51 17279 0,25

DP = Desvio Padrao * Teste t de Student
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6.6 DISTRIBUIQAO DAS SUBFRACOES CONFORME OS GRUPOS DE
APOLIPOPROTEINA “E”

Nas tabelas 6, 7 e 8 temos a distribuicdo das subfracées conforme os

grupos da apolipoproteina E.

TABELA 6 — Tamanho das particulas de acordo com os grupos da apo E

Tamanho da E3 (n=26) E4 (n=9) p*
particula (nm) Média £ DP Média + DP
VLDL 50,7+7,9 489+7,0 0,55
LDL 20,9+0,6 21,2+0,9 0,27
HDL 8,8+04 9,0+£0,3 0,13
DP = Desvio Padrédo *Teste t de Student

TABELA 7 —Numero de particulas de acordo com os grupos da apo E

Numero de E3 (n=26) E4 (n=9) p*

particulas Média + DP Média + DP

(nmol/L)
VLDL 109,5 £ 33,3 98,6 + 21,3 0,36
LDL 17444 +4728 1501,5+361,3 0,17
HDL 31,4146 30,1 +5,9 0,50

DP = Desvio Padrao *Teste t de Student
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TABELA 8 -Distribuicao das subfracées de acordo com os grupos da apo E

Particulas E3 (n=26) E4 (n=9) p*
Média + DP Média + DP
VLDL grande 5,0+3,3 49+6,9 0,95
VLDL média 37,0+ 154 31,56+15,3 0,35
VLDL pequena 67,4 +22,5 62,1 £+16,3 0,52
IDL 76,4 £ 60,8 62,0 £ 39,4 0,51
LDL grande 596,9 + 198,4 649,3 +271,5 0,53
LDL pequena 1071,0 = 522,1 790,1 £540,3 0,17
LDL média-pequena 213,0 + 100,4 161,5+103,5 0,19
LDL muito pequena 857,9 +422,5 628,6 + 437,7 0,17
HDL grande 59+34 6,5+2,7 0,65
HDL média 2927 1,8+1,6 0,27
HDL pequena 22,6 £3,2 21,8+4,4 0,55

DP = Desvio Padrao

*Teste t de Student
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7. DISCUSSAO

7.1 FREQUENCIAS GENOTIPICAS DA APOLIPOPROTEINA "E"

As freqléncias genotipicas encontradas sao semelhantes ao padrao
encontrado para a populacdo adulta caucasiana em geral, com predominio do
genotipo €3€3.

A populagao estudada reside no municipio de Gravatai-Rio Grande do Sul-
fundado principalmente por europeus de origem portuguesa e mesclado a
indigenas (em sua maioria tupis-guaranis), com alta taxa de migracao, tendo
sido escolhido para implementacdo do Projeto Gravatai por ser considerado
representativo da composicao étnica mista da populagéo gaucha.

Varios estudos mostram que a influéncia dos alelos da apolipoproteina E
varia conforme a composicao étnica e regido geografica da populagédo avaliada
(61).

Ainda ndo ha dados disponiveis de grandes estudos sobre as freqiéncias
da apolipoproteina E na populacédo brasileira que possibilitem comparacao e
sendo a populagao brasileira tdo heterogénea, poderia o Rio Grande do Sul nao

ser representativo de todas as regides.

7.2 CARACTERISTICAS CLINICAS E GRUPOS DA APOLIPOPROTEINA “E”

Avaliando-se as caracteristicas clinicas basais, percebe-se que o grupo
E3 (que compreende os individuos com gendtipos €3€3 e €2€3) apresentou
uma prevaléncia maior de obesidade, um predominio de individuos do género

feminino e nimero mais elevado de fatores de risco, com maior nimero de
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hipertensos e diabéticos e maior numero de individuos com historia prévia de
DAC. Ja os individuos do grupo E4 (que compreende os genétipos €3€4 e
€4€4) nao apresentaram diagndstico de diabete melito, nem historia prévia de
DAC e apresentaram indice de massa corporal médio menor em comparacao

com os individuos do grupo E3.

7.3 MEDIA DO COLESTEROL TOTAL, PERFIL LIPIDICO E GRUPOS DE
APOLIPOPROTEINA “E”

Sendo a amostra constituida de individuos portadores de dislipidemia, a
média do colesterol total foi 246 mg/dL, sendo que 89% dos individuos
apresentaram nivel de colesterol total acima de 200mg/dL (n=31).

A média nacional em estudo de 2003 (5) encontrou 199mg/dl para o
colesterol total em individuos da populagéao em geral.

Comparando-se as médias do perfil lipidico (CT, HDL-C, TG e LDL-C)
conforme o grupo da apolipoproteina E, ao contrario dos achados da literatura, o
grupo E4 apresenta niveis mais baixos de colesterol total e LDL-C em média que
os individuos do grupo E3.

Estes achados podem ter sofrido influéncia das caracteristicas clinicas
basais dos individuos do grupo E3, com perfil de risco mais elevado para DAC.

Estes individuos do grupo E3 eram portadores de dislipidemia com
indicacdo de tratamento medicamentoso com estatina, configurando um grupo
particular de individuos sob risco mais elevado.

Nao foi avaliada a dieta dos individuos estudados, o que pode ter
influenciado o nivel sérico basal dos lipidios. O estudo “The Cardiovascular Risk
in Young Finns Study” mostrou que o efeito dos alelos da apolipoproteina E nos

niveis de CT, LDLc, HDLc e TG foi influenciado pela dieta (73).
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7.4 LIMITANTES NA RELACAO DO POLIMORFISMO DA APO E COM O
PROCESSO DE ATEROSCLEROSE

a)

b)

9)

d)

Diferenca na freqiéncia dos gendtipos da apo E conforme os
diferentes grupos étnicos;

Evidéncias sobre interacao entre gens, sugerindo que haja efeito
sinergistico entre o alelo da apo E e outros gens como do
angiotensinogénio, da enzima de conversao da angiotensina, do
receptor AT1 da angiotensina e das apolipoproteinas A1 e B.
Além dos gens envolvidos no processo aterosclerotico, também
h&d os envolvidos no processo da trombogénese, como o0s
polimorfismos da protrombina, da glicoproteina llb/llla e
fibrinogénio, entre outros;

O estilo de vida com habitos como tabagismo, consumo alcodlico
e tipo de dieta devem influenciar os efeitos da apo E;

Uso de certas drogas sabidamente afetam a expressao
genotipica da apo E. Por exemplo, os pacientes com infecgao
pelo HIV freqlientemente apresentam dislipidemia tipo Ill, porém
nao necessariamente relacionada a isoforma E2E2 e sim a
interferéncia dos inibidores da protease, usados no tratamento
destes pacientes, no receptor de lipoproteina relacionado;

A presenga de fatores de risco cardiovasculares e certas
condicoes clinicas também influenciam a expressado da apo E.
Uma das evidéncias mais marcadas ocorre nos pacientes
submetidos a transplante hepatico que podem mudar seu
gendtipo de apo E.
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7.5 PERFIL DE DISTRIBUICAO DAS SUBFRACOES DE LIPOPROTEINAS

Dos seis diabéticos, apenas dois apresentaram um padréo de distribuicao
de subclasses com predominio de LDL pequenas e densas e dos nove
individuos com historia prévia de DAC, apenas cinco também apresentaram
concomitantemente o0 mesmo padrao.

O fato da amostra ser composta predominantemente por mulheres pode
ter afetado o perfil de distribuicdo das subfracées pois estudos demonstraram
gue as mulheres possuem um tamanho maior e menos aterogénico de particula
de LDL comparado com os homens (88). Dos 10 individuos do género masculino
avaliados, seis apresentaram um perfil de LDL pequena; lembrando que apenas

dois individuos dentre os 10 do género masculino pertenciam ao grupo E4.

7.6 POLIMORFISMO DA APpLIPOPROTEiNA “E”"E PERFIL DE
DISTRIBUICAO DE SUBFRACOES

Nao foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos de apolipoproteina E e o perfil de distribuicdo das subfracdes de
lipoproteinas.

Este resultado deve ser discutido a luz de algumas caracteristicas
inerentes a amostra avaliada:

- amostra composta predominantemente por mulheres; os dados da

literatura ainda sao controversos sobre a diferenca do efeito do polimorfismo da
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apo E conforme o género. Na maioria dos estudos realizados o alelo €4 foi um
forte preditor de risco para eventos coronarianos em homens, mas ndo em
mulheres. Também em alguns estudos ndo foram observados efeitos
significativos do polimorfismo da apo E nos niveis séricos de lipidios em
mulheres saudaveis;

- na amostra estudada ha o predominio absoluto de idosos e encontra-se
na literatura relatos de menor prevaléncia do alelo €4 em idades avancadas
(apesar de numa populacao de dislipidémicos termos a tendéncia a superestimar
o alelo €4); Estes achados sugerem que na idade avangada outros fatores de
risco para DAC que nao o polimorfismo da apo E devem desempenhar papel
primordial no processo ateroscleroético.

- ndo dispomos da descricdo da dieta em uso e varios estudos
demonstraram efeitos da dieta no perfil de distribuicdo de subfracbes de
lipoproteinas;

- 0 grupo E4, que geralmente estaria associado com um pior perfil lipidico
e risco maior para o desenvolvimento de DAC, apresentou caracteristicas
clinicas basais diversas do grupo E3, com menor prevaléncia de fatores de risco,
obesidade e individuos do género masculino.

Foram realizadas andlises em separado excluindo-se os individuos
diabéticos primeiramente e apods refeita a anélise excetuando-se os individuos
com historia prévia de DAC. Mesmo sem a presenca dos individuos de risco
cardiovascular mais elevado, nédo foi encontrada associagéao entre os diferentes
grupos de apo E e o perfil de distribuicdo das subfragdes de lipoproteinas.

Também foi avaliada a presenca do padrao B, caracterizada por LDL’s

pequenas, conforme as variaveis em estudo e os diferentes grupos de apo E,
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sem ter sido encontrada associagdo. O ponto de corte estabelecido para a
analise foi 20,5 nm para o tamanho médio da LDL.

Apesar da nao existéncia de associacdo neste estudo, outros estudos
também nao encontraram correlacao entre as isoformas da apo E e os niveis de

subfracoes de lipoproteinas (89, 93).

7.7 LIMITACOES

Este estudo apresenta algumas limitagcbes que podem prejudicar a
generalizacado de seus resultados para outras populacdes, dentre as quais:

-tamanho pequeno da amostra com poder do estudo também pequeno,
podendo néo ter sido encontrada associagao por erro beta;

-individuos portadores de dislipidemia, levando a uma superestimativa do
alelo €4;

-ndo apresenta todos os genétipos possiveis da apolipoproteina E, com

presenca inexpressiva do alelo €2.

7.8 CONSIDERACOES FINAIS

O ideal seria a realizagdo de estudos envolvendo varios centros de
pesquisa, possibilitando englobar varias regides do Brasil, evitando estudos com
namero muito reduzido de participantes e analise de populacdes isoladas em
que pode nao se encontrar equilibrio de Hardy-Weinberg. Estudos multicéntricos
permitiiam também a analise de um espectro maior dos polimorfismos em vez

de polimorfismos isolados. A genotipagem da apo E necessita tornar-se mais
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rapida, barata e com maior facilidade técnica para possibilitar seu emprego em
maior escala nas pesquisas.

Talvez no futuro a principal aplicagdo da genotipagem da apo E nao seja
para avaliacdo de risco cardiovascular mas sim para avaliagdo de resposta a
tratamentos especificos, como a resposta ao tratamento com estatinas como as
novas evidéncias vém demonstrando.

Da mesma forma a andlise de subfracdes de lipoproteinas encontra seu
papel em nivel de pesquisa.. Apesar da melhora na metodologia com a RNM
diminuindo custos, tempo e incrementando a andlise das particulas sua
determinacdo ainda ndo € empregada na pratica clinica diaria. A grande
relevancia clinica encontra-se na possibilidade de identificar individuos em risco
que apresentam um perfil basal de lipidios dentro dos valores considerados
normais.

O fato do processo aterosclerético ser multifatorial € dindmico nos
estimula a continuar pesquisando 0s mecanismos envolvidos para tentar
entender sua complexidade e as respostas individuais observadas na nossa

pratica clinica diaria.
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8. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem que se estabelecam as
conclusdes abaixo:

Houve o predominio do genétipo €3€3, conforme encontrado na literatura
para a populagédo adulta caucasiana em geral.

Nao houve associacao entre o polimorfismo da apolipoproteina E e o perfil

de distribuicao das subfracdes de lipoproteinas.
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10. ANEXO

10.1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O projeto de pesquisa “Projeto Gravatai-RS”, tem como objetivo geral
avaliar os fatores de risco a doencas associadas a idade, através de analises
clinicas e bio-psico-sociais (exame fisico, perfil lipidico, glicemia, fatores
genéticos e entrevista), pois 0 aparecimento de muitas doengas pode depender
ndao somente dos genes, mas também do modo de vida que a pessoa possuli.
Esta pesquisa faz parte do Programa Genesis que realiza um estudo no qual,
daqui para frente, vocé sera voluntario (a).

As andlises serao feitas no Laboratério de Bioquimica e Genética Molecular
do IGG-PUCRS. Todos os resultados obtidos na avaliagdo clinica e bioquimica
ficardo sob a tutela e total responsabilidade dos pesquisadores deste laboratorio,
podendo a qualquer momento ser consultados e/ou eliminados da pesquisa caso
haja desisténcia da sua participagdo como voluntario (a). Vocé tem a liberdade
de abandonar a pesquisa, sem que isto leve a qualquer prejuizo posterior.

Os beneficios imediatos serao muitos, ja que os resultados desta avaliacao
servem como uma revisao médica gratuita além de aquisicdo de conhecimentos
sobre envelhecimento bem sucedido (prevencado). No caso de deteccdo de
qualquer alteragdo na sua saude, nos o (a) encaminharemos para atendimento
médico apropriado, através dos érgaos de saude ligados a Secretaria Municipal
de Saude de Gravatai-RS.

Os pesquisadores envolvidos no Projeto garantem a vocé o direito a
qualquer pergunta e/ou esclarecimentos mais especificos dos procedimentos
realizados e/ou interpretacao dos resultados obtidos nos exames.

Esta pesquisa serd de grande importancia para a populagdo gaucha e
brasileira j& que a cidade de Gravatai-RS apresenta um perfil de cidade
metropolitana similar a outras cidades do RS propiciando o estabelecimento de
programas de saude que visem melhorar a qualidade de vida da populagéo.

Apos ter recebido todas as informagbes relacionadas ao estudo eu,
portador da Cl certifico que
o Dr. respondeu a todas as minhas perguntas
sobre o estudo e minha condig&o, e eu, voluntariamente, aceito participar dele,
pois reconheco que:

1°) Foi-me fornecida uma copia das informagbes ao paciente, a qual eu li e
compreendi por completo.

2°) Fui informado dos objetivos especificos e da justificativa desta pesquisa
de forma clara e detalhada. Recebi informacdes sobre cada procedimento no
qual estarei envolvido, dos riscos ou desconfortos previstos, tanto quanto os
beneficios esperados.

3°) Esta entendido que eu posso retirar-me do estudo a qualquer momento,
e isto ndo afetara meus cuidados médicos ou de parentes meus no presente e
no futuro.
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4°) Entendi que ao participar do estudo responderei a um questionario
adicional, serei examinado (a) clinica e laboratorialmente. O desconforto que
poderei sentir é o da picada da agulha e a formagé&o de um pequeno hematoma.

5°) Todas as informacdes a meu respeito serdo confidenciais.

6°) Fui informado que caso existam danos a minha saude, causados
diretamente pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenizagéao
conforme estabelece a lei. Também sei que caso existam gastos adicionais,
estes serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

7°) Foi-me garantido que nao terei gastos em participar do estudo.

8°) Foi-me dada a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou
qualquer davida acerca dos riscos e beneficios da pesquisa e o meu tratamento.
Caso tiver novas perguntas sobre este assunto, poderei chamar os
Pesquisadores integrantes da equipe de pesquisa do Programa Génesis pelo
telefone 3391-322 ramal 2660. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos
como participante deste estudo ou se penso que fui prejudicado (a) pela minha
participagdo, poderei chamar Professor Dr. Yukio Moriguchi no telefone 3368-
153.

Concordo que o0s meus dados clinicos obtidos neste estudo sejam
documentados.

Declaro ainda que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Nome do paciente:

Assinatura do Paciente/Representante Legal:

Data:

Coordenadora Geral do Programa Génesis: Dra. Ivana Beatrice Manica da
Cruz — assinatura:

Data:

Este formulario foi lido para em

_ /|, Porto Alegre-RS, pela Coordenadora do Programa Génesis: Dra.
Ivana Beatrice Manica da Cruz, enquanto eu estava presente.

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Data:

Sendo este estudo longitudinal, cada vez que ocorrer a minha participa¢ao
em novas atividades de investigagdo, 0s pesquisadores responsaveis me
informarao o tipo de trabalho a ser desenvolvido com um breve resumo que sera
assinado por mim e anexado a este Consentimento Informado.
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