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RESUMO

A apolipoproteina CIll (Apo CIll) participa na regulacdo do metabolismo das
lipoproteinas ricas em triacilglicerdis (TG). Hipertrigliceridemia (HTG) é
conhecida como um fator de risco para doenca arterial coronariana (DAC).
Neste trabalho foi analisada a relacdo entre o polimorfismo Sstl da Apo Cll
(gendtipos CC, CG, GG) e niveis plasmaticos de TG em 159 individuos
japoneses que residem no Sul do Brasil. N6s analisamos as concentracdes
plasmaticas de TG e colesterol total (TC) por método enzimatico. Também
foram determinadas as concentracdes plasmaticas das lipoproteinas HDL-c e
LDL-c por método direto. As analises de DNA foram realizadas por reacao de
cadeia da polimerase (PCR), seguido pela digestdo da Sstl. Os produtos da
PCR digeridos foram visualizados em 5% de gel em agarose usando brometo
de etidio. Embora raros os alelos G, foram altamente prevalentes em nosso
estudo populacional (0.416), em comparacdo com os caucasianos (0.00 - 0.11).
A distribuicdo genotipica estava de acordo com o equilibrio de Hardy -
Weinberg.O alelo G foi quase duas vezes mais prevalente no grupo HTG (N =
51) em comparacdo com o grupo NTG (N = 108) (p <0,001). O nosso estudo
demonstra uma significativa associacéo entre a presenca do alelo G a HTG em

individuos japoneses que residem no Sul do Brasil.
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ABSTRACT

Apolipoprotein CIII (Apo Clll) participates in the regulation of the metabolism of
triglyceride-rich lipoproteins. Hypertriglyceridemia (HTG) is a known risk factor
coronary artery disease (CAD). In the present study we examined the
relationship between Apo CIII Sstl polymorphism (CC, CG, GG genotypes) and
plasma TG levels in a group of 159 Japanese individuals living in the South of
Brazil. We analyzed TG and total cholesterol (TC) levels by enzymatic method.
We also determined the lipoprotein HDL and LDL by a direct method. DNA
samples were analyzed by polymerase chain reaction (PCR) followed by Sstl
digestion. Digested PCR products were run on 5% agarose gel and visualized
by ethidium bromide staining. Rare G allele was highly prevalent in our study
population (0,416) as compared to the Caucasians (0.00 — 0.11). The genotypic
distribution was in agreement with Hardy-Weinberg equilibrium. G allele was
almost two times more prevalent in the HTG group (N = 51) as compared to
NTG group (N = 108) (p < 0,001). Our study shows a significant association
between rare G allele and HTG in Japanese individuals living in the South of

Brazil.
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l.1. Aspectos Gerais

Os lipidios biologicos constituem um grupo de compostos que, apesar de
quimicamente diferentes entre si, exibem a sua insolubilidade em agua como
caracteristica definidora e comum a todos (Lehninger et al., 1995). Os lipidios
tém um papel importante praticamente em todos os aspectos da vida, servindo
como hormonios ou precursores de hormonios, auxiliando na digestdo e como
depositos de fonte de energia metabdlica, agindo como componentes
estruturais das biomembranas, formando isolamento para permitir a conducéo
nervosa e evitar perdas de calor (Voet et al.,1995).

A maioria dos lipidios contém acidos graxos em sua estrutura. O
colesterol € um alcool monoidrico ndo saturado da classe dos esteroides.
Acidos graxos sdo os combustiveis de alta energia metabdlica e s&o
armazenados na forma de triacilgliceridios. Os principais locais de metabolismo
de acidos graxos sdo o0s musculos e o figado, enquanto que seu

armazenamento ocorre no tecido adiposo (Rifai et al.,1997).

l. 2. Aspectos gerais sobre o Colesterol

O colesterol, encontrado praticamente em todas as células e liquidos
organicos, € um alcool contendo 27 atomos de carbono, e que possui 0
esqueleto tetraciclico do ciclopentanoperidrofenantreno. E precursor de varios
compostos, como a vitamina D, os horménios esteroides e os acidos biliares.

A dieta média da populacdo contém 400 a 700 mg de colesterol. Uma
quantidade semelhante existe no intestino, proveniente da secrecéo biliar e da
renovacao das células da mucosa. Praticamente todo o colesterol no intestino

esta presente na forma nao-esterificada (livre), pois o colesterol esterificado na
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dieta é rapidamente hidrolisado por colesterol esterases nas secrec¢des do
pancreas e do intestino delgado (Wilson e Rudell,1994).

Para ser absorvido, o colesterol ndo esterificado deve inicialmente ser
emulsionado, o que € obtido pela formacdo de micelas mistas, que contém
acidos graxos, monogliceridios , fosfolipidios e acidos biliares conjugados. A
maxima absorcdo ocorre no intestino. Ap0s a absorcdo pelas células da
mucosa, 0 colesterol juntamente com os triacilglicerois, fosfolipidios e varias
apolipoproteinas especificas sdo acondicionada em uma grande micela,
chamada quilomicra (Ross, 2000).

Embora uma parte do colesterol do organismo seja derivada da ingestao
alimentar, a maior parte é sintetizada pelo figado e outros tecidos a partir de
moléculas mais simples. A sintese hepatica pode ser inibida pelo colesterol
recém absorvido (Dietschy et al.,1993). Uma vez sintetizado ele € transportado
atraves do sangue por lipoproteinas. Neste trajeto ele € estereficado a éster de
colesterol. (Lehninger et al., 2007)

ApoOs penetracdo nas células, os ésteres sao hidrolizados por lipases.
Cerca de um terco da producéo diaria de colesterol é catabolizada para acidos
biliares, cuja sintese € de 200 a 400 mg/dia. Os acidos biliares primarios séo
conjugados com a glicina e penetram nos canaliculos biliares (Wilkvall,1990).
Apés atingir o intestino delgado, exercem um papel ativo na absorcdo do

colesterol e lipidios (Stravitz et al.,1993).

1.3. Absorcéo intestinal dos lipidios

Para o organismo fazer uso dos lipidios da dieta, estes necessitam

primeiro, ser absorvidos do intestino delgado. Como, essas moléculas séo
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apolares, sdo essencialmente insolUveis no ambiente aquoso do intestino. Para
absorcdo do lumen para as células da mucosa, os lipidios devem ultrapassar
duas barreiras funcionais, a camada hidrofilica e a membrana em escova do
intestino (Thomson et al.,1993). A entrada de produtos lipidicos na membrana
em escova pode ocorrer por um processo passivo, de baixo gradiente
(Zakim,1996) ou ser carreado por proteinas ligadoras associadas a membrana
(Stremmel et al.,1992).

No processo de digestdo das gorduras da dieta, lipases pancreaticas
(lipase e fosfolipase A;) sdo secretadas pelo pancreas (Carrier et al.,1993).
Neste processo sdo gerados acidos graxos livres e uma mistura de mono e
digliceridios da dieta (Marleen et al.,1998). Lipases pancreaticas degradam os
triacilglicerdis nas posicbes 1 e 3 sequencialmente, para gerar 1,2
diacilgliceridios e 2 monoacilglicerdis. Os produtos das lipases pancreaticas
sao difundidos para dentro das células epiteliais intestinais, onde ocorre a re-
sintese dos triacilgliceréis (Lehner,1995).

Os triacilglicerois e o colesterol da dieta e aquele sintetizado pelo figado
sdo solubilizados em complexos lipidios-proteinas. Esses complexos contém
goticulas lipidicas de triacilglicerGis e ésteres de colesterol envolvidos por
fosfolipidios polares e proteinas identificadas como apolipoproteinas (Mahley et
al.,1984). Estes complexos variam no contetudo de lipidios e proteinas, e séo
chamados de lipoproteinas. Na figura 1, podemos observar um desenho

esquematico de uma lipoproteina.
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Figura 1. Esquema ilustrativo da lipoproteina

l.4. Metabolismo das Lipoproteinas

Os lipidios séo transportados por uma série de lipoproteinas.

As lipoproteinas (Quilomicra, HDL-Lipoproteina de alta densidade , LDL-
Lipoproteina de baixa densidade , IDL-Lipoproteina de densidade intermediaria,
VLDL-Lipoproteina de muito baixa densidade) sdo particulas esféricas
constituidas por um nucleo de lipidios neutros nao polares (ésteres de
colesterol e triacilgliceréis), envolvidos por substancias relativamente polares
(fosfolipidios, colesterol livre e proteinas).

As funcgbes fisioloégicas das lipoproteinas envolvem uma série de
processos metabdlicos, nos quais ocorrem continuamente alteracdes e trocas

entre as varias lipoproteinas, sendo referido como a cascata das lipoproteinas.
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Segundo Waitzberg (2002), o metabolismo das lipoproteinas é
extremamente complexo e inclui varias etapas importantes: 1) sintese de
apolipoproteinas e sua modificacdo intracelular e secrecdo, 2) modificacédo
extracelular de apolipoproteinas e lipoproteinas, 3) hidrolise de triacilglicerois e
fosfolipidios pelas enzimas lipase-lipoprotéica (LPL) e lipase-hepatica (HL), 4)
transporte reverso de colesterol das células as lipoproteinas e 5) esterificacao

do colesterol pela enzima lecitina colesterol acil transferase (LCAT).

1.4.1. Quilomicra

As quilomicra sdo sintetizadas na mucosa intestinal como forma de
transporte dos triacilglicer6is e do colesterol exdgeno para o resto do
organismo. Quilomicra sdo, portanto, as particulas formadas para transporte
dos lipidios exdgenos (Shiau et al.,1985). Os lipidios predominantes nas
quilomicra sd@o os triacilgliceréis (Tabela 1). As apolipoproteinas que
predominam antes da entrada das quilomicra nascente na circulacéo
sanglinea sao: apo B-48, apo A-l, apo A-ll e apo-IV (Gordon,1997).

As quilomicra deixam o intestino via sistema linfatico e entram na
circulacdo através da veia subclavica esquerda (Hussain et al.,1996). Na
corrente sanglinea, as quilomicra adquirem a apo C-ll e a apo E das HDLs

plasmaticas.
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Tabela 1. Comparacdo dos Complexos Lipoprotéicos.

Complexo Fonte d(g/mL) %Prot %TG %PL %CE %C %FFA
Quilomicra Intestino <0.95 1-2 85-88 8 3 1 0
VLDL Figado 0.95-1.006 7-10 50-55 18-20 12-15 8-10 1
IDL VLDL 1.006-1.019 10-12 25-30 25-27 32-35 8-10 1
LDL VLDL 1.019-1.063 20-22 10-15 20-28 37-48 8-10 1
*HDL, Quilomicra 1.063-1.125 33-35 5-15 32-43 20-30 5-10 0
*HDL; \Q/Il_JIi:I)cl)_micra 1.125-1.210 55-57 3-13 26-46 15-30 2-6 6

VLDL
Albumina  Tecido adiposo >1.281 99 0 0 0 0 100

Prot - Proteinas; TG - Triacilglicerdis; PL - Fosfolipidios; CE - Esteres de colesterol; C —
Colesterol livre; FFA — Acido graxo livre.

* HDL2 e HDL3 séo derivados do HDL nascente, resultado da aquisicdo de ésteres de
colesterol

Fonte: Adaptado de Waitzberg, R,W,: Nutricdo Oral, Enteral e Parenteral na Pratica Clinica
2002, p 57.

Nos capilares do tecido adiposo e musculos, 0os acidos graxos sao
removidos dos triacilgliceréis pela acdo da lipoproteina lipase (LPL), a qual se
encontra na superficie das células endoteliais dos capilares. Sob condi¢es
fisiologicas normais, as quilomicra sdo rapidamente hidrolisadas e reduzidas
significativamente de tamanho: 40nm a 70 nm (Mamo,1995). A apo C-II ativa a
LPL na presenca de fosfolipidios. Os &cidos graxos sédo entdo absorvidos pelos
tecidos e o0 esqueleto de glicerol dos triacilglicerdis retorna, via corrente
sanguinea, para o figado e rins. O glicerol € convertido & diidroxiacetona
fosfato, um intermediario da via glicolitica. Durante a remoc¢do dos acidos
graxos, uma por¢cdo substancial de fosfolipidios, apo A e apo C é transferida
para as HDLs. A perda da apo C-ll previne as quilomicra remanescentes de
futura degradacéao pela LPL. (Olivecrona et al., 1997)

As gquilomicra remanescentes, contendo principalmente colesterol, apo E

e apo B-48 , sdo entregues e utilizadas pelo figado através do reconhecimento
18



dos receptores da célula hepatica a apo E. Um esquema do metabolismo das
quilomicra é demonstrado na figura 2. A funcdo das quilomicra resume-se,
portanto, na entrega dos triacilglicerdis exdgenos para o tecido adiposo e
musculos, e do colesterol ao figado (Marleen et al.,1998). Um esquema do

metabolismo das quilomicras é demonstrado na figura 2.

Gordura da dieta +

‘ : colesterol

ol Cluilomicra Quilomicra remanescente
{apo B48)

' LPL
A HL
i /@:} \3\
Acidos Biliares Tecido adiposo Tecidos Periféricos
F FFA T {com receptores LDL)
FFA
FIGADO | LPL
we- /L DL IDL e——- | D[
LoL {apo B 100) LPL HL

recepioras
t .

Remanescentes
receptores

mediados pela apo E

mediados pela apo E

mediados pela apo E

Figura 2. Esquema demonstrando os principais caminh os envolvendo o

metabolismo das quilomicra pelo intestino e sintese de VLDL pelo figado

FFA - acido graxo livre; LPL - lipoproteina lipase; HL - lipase hepatica Fonte: Adaptado de
Mahley, R,W,: Biochemistry and physiology of lipid and lipoprotein metabolism 1995, p 1369

1.4.2 VLDL

A ingestdo de uma dieta rica em gorduras e carboidratos, necessarios
pela demanda do organismo, leva a conversdo dos mesmos em triacilglicerdis
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no figado. Esses triacilglicerois sdo empacotados e liberados na circulacéo e
entregues a varios tecidos (principalmente musculos e tecido adiposo) para
armazenamento ou producdo de energia através da [-oxidagcdo mitocondrial e
peroxissomal.

Em adicdo aos triacilgliceréis, as VLDLs contém colesterol, ésteres de
colesterol e apolipoproteinas (B-100, C-I, C-ll, C-lll e E). Como as quilomicra,
as VLDLs adquirem apo C e apo E das HDLs plasméticas. A porcéo do acido
graxo das VLDLs é liberada ao tecido adiposo e musculos da mesma maneira
que as quilomicra, através da LPL. A acdo da LPL unida & perda de certas
apolipoproteinas (C) converte a VLDL a IDL, também denominada de VLDL
remanescente. (Hu et al. 2008)

A VLDL é, portanto, a particula formada para transportar principalmente
o trigliceridio endbégeno para as tecidos extra-hepaticos. Um esquema do

metabolismo das VLDL é demonstrado na figura 2.

1.4.3 IDL

As IDLs sao formadas pela perda de triacilgliceréis das VLDLs. O
destino da IDL € a conversdo em LDL ou absorcédo direta pelo figado. A IDL é
convertida a LDL pela remocéo de triacilglicerdis. O figado utiliza a IDL apos a
interagdo com receptores de LDL formando complexos, os quais sofrem
endocitose pela célula. Para os receptores hepaticos da LDL reconhecerem a
IDL é requerido a presenca de ambas as apo B-100 e apo E.(Zulewski et al,

1998)
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1.4.4 LDL

As LDLs sao as principais carreadoras plasmaticos de colesterol a todos
os tecidos.

As LDLs séo absorvidas pelas células via receptores de LDL (Apo E). A
absorcdo da LDL ocorre predominantemente no figado (75%), glandulas
adrenais e tecido adiposo. Como nas IDLs, as LDLs interagem com o0s
receptores da LDL requerendo a presenca da apo B-100, a apolipoproteina
exclusiva da LDL. As vesiculas da membrana endociticas (endossomo)
fundem-se com os lisossomos, pela quais as apolipoproteinas sdo degradadas
e o0s ésteres de colesterol sdo hidrolizados para formar colesterol livre. O
colesterol € entdo incorporado nas membranas plasmaticas dependendo da
necessidade (Schneider,1993). Excesso de colesterol intracelular &
reesterificado pela acil-COA colesterol acil transferase (ACAT) para
armazenamento intracelular. A ACAT, é uma enzima intracelular que catalisa a
formacdo de ésteres de colesterol a partir de colesterol e acidos graxos de
cadeia longa (Chang et al.,1997; Burnett et al.,1999) e a sua atividade esta
aumentada na presenca de colesterol intracelular. Os receptores de LDL

voltam para a membrana plasmatica.

1.4.4.1 SubfracOes da LDL

Foram identificadas por ultracentrifugacdo e por eletroforese seis
principais subclasses da lipoproteina LDL.
-Padrédo A: Sdo as duas maiores e menos densas das seis subclasses

da LDL (McNamara et al.,1992).
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-Padréo B: Séo as duas menores e mais densas das subclasses, sendo
denominadas como as mais aterogénicas das subclasses da LDL (Austin et
al., 1994, Krauss,1995).

-Padrdo AB: Sao formadas por particulas de tamanho e densidade
intermediaria as duas anteriores.

A conversao da LDL densa (padréo B) para a menos densa (padrao A)
justifica uma regressao de 50% na aterosclerose (Gardner et al.,1996). A LDL
densa é um fator de risco para doencas cardiovasculares, mesmo em

pacientes que possuem niveis normais de colesterol.

1.4.4.2 Receptores da LDL

O receptor da LDL € uma proteina da superficie celular que regula o
transporte do colesterol plasmatico, por absorcdo das particulas de LDL da
corrente circulatéria (Smilde et al.,, 2001). A absorcdo de colesterol da LDL
ocorre devido a interacdo da LDL com seus receptores (também chamado de
receptor apo B-100/apo E) (Yamamoto,1996). A apo B-100, presente na LDL, é
necessaria para a interacao, lipoproteina-receptor.

O receptor € um polipeptidio de 839 aminoacidos que atravessa a
membrana plasmatica. Um sitio extracelular € responsavel pela ligacéo entre a
apo B-100/apo E. O sitio intracelular é responsavel pelo agrupamento dos
receptores da LDL em regi6es da membrana plasmatica denominadas “coated
pit” (regides revestidas com clatrina) Esses “po¢os” invaginam para dentro da
células com a finalidade de originar vesiculas revestidas, sendo que a fuséo
dessas origina o0 endossomo. Uma vez a LDL ligada ao receptor, o complexo é

rapidamente internalizado. A bomba de préton dependente de ATP diminui o
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pH dos endossomos, 0 que resulta na dissociacdo da LDL do receptor. O
colesterol sob a forma de LDL é liberado e entregue a um lisossomo e assim,
libera o colesterol livre ao citoplasma para ser utlizado. Ja o receptor €
reciclado e retorna a superficie da membrana. Hidrolases acidas dos
lisossomos degradam as apolipoproteinas liberando acidos graxos e colesterol.
O colesterol livre é tanto incorporado a membrana plasmatica ou esterificada
(pela ACAT) e armazenado na célula. (Defesche 1994)

O nivel de colesterol intracelular é regulado pela supresséo da sintese
de receptores da LDL e da sintese de colesterol endégeno, ambas inibidas por
excesso de colesterol. O aumento do nivel intracelular do colesterol resultado
da absorcéo de LDL possui efeito de ativacdo da ACAT, assim permitindo o
armazenamento de colesterol nas células. Porém, o efeito na diminuicdo da
sintese de receptores da LDL causa um declinio na taxa de remocao da LDL e
IDL da circulagéo. Isto pode levar a um aumento dos niveis plasmaticos de
colesterol e ésteres de colesterol. O excesso de colesterol tende a ser
depositado na pele, tendées e mais gravemente nas artérias, levando a
aterosclerose. (Freeman et al. 2005).

Um defeito nos genes que codificam o receptor da LDL resulta em uma
remocdo prejudicada de lipoproteinas contendo apo B da circulagéo,

aumentando as concentracdes de LDL (Smilde et al., 2001).

1.4.5. HDL

A HDL é sintetizada de novo no figado e intestino delgado. Essas HDLs
nascentes sdo praticamente destituidas de colesterol e ésteres de colesterol.

As principais apolipoproteinas da HDL sao: A-I, C-1, C-ll e E (Rader, 1996). De
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fato, a maior funcdo da HDL é atuar como estoque circulante de apo C-I, C-ll e
E.

As HDLs séo convertidas em particulas esféricas pela acumulacao de
ésteres de colesterol. Esta acumulacdo converte a HDL nascente em HDL, e
HDL;. Qualquer presenca de colesterol livre nas quilomocras e VLDL
remanescentes (IDL), pode ser esterificado pela acdo de uma enzima
associada a HDL, a LCAT. A LCAT ¢ sintetizada no figado e assim chamada
devido a transferéncia de acido graxo da posicédo C-2 da lecitina para o C-3-OH
do colesterol, gerando o éster de colesterol e a lisolecitina. A atividade da
LCAT requer interacdo com a apo A-l, a qual € encontrada na superficie da
HDL. (Zannis et al., 2008)

A HDL rica em colesterol retorna ao figado, onde € endocitada. A
absorcédo hepatica da HDL, pode ser mediada através de um receptor da apo
A-l especifico da HDL ou através de interacdes entre os lipidios. Os
macrofagos também absorvem a HDL por interacdes entre receptores da apo
A-l, podendo a HDL adquirir colesterol e apo E destas células. (Wang et al.,
2007) A adicdo de apo E na HDL leva a um aumento na sua absorcdo e
catabolismo pelo figado.

Os ésteres de colesterol da HDL também podem ser transferidos para a
VLDL e LDL pela acdo da enzima CETP (proteina transferidora de ésteres de
colesterol) (Tall,1995). Esta proteina permite que o excesso de colesterol
celular retorne ao figado através de receptores da LDL e da HDL (Bagdade et

al., 1991).
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[.4.5.1. Subclasses da HDL

A lipoproteina HDL compreende quatro subclasses variando em
tamanho e composicdo, e a existéncia dessas varias particulas esta
relacionada a um sistema de transporte lipidico organizado que representa o
remodelamento e provavel reciclagem das macromoléculas em resposta a
acao de enzimas lipoliticas e proteinas transferidoras de lipidios (Fidge, 1999).

As duas maiores subclasses que compdem a HDL foram identificadas
por ultracentrifugacao:

-HDL,: Esta € a maior e mais leve das duas subclasses da HDL, é a que
protege mais contra riscos para doencas coronarianas (Franceschini et al.,
1987; Lamarche et al.,1997).

-HDL3;: Esta € a menor e mais densa e protege menos 0 organismo
guando comparado a HDL, (Drexel et al.,1992).

Outras subclasses foram identificadas por eletroforese. Estéo
relacionadas em ordem de aumento de densidade e diminuicdo no tamanho:

HDL .y, HDL,,, HDL3, € HDL3c. (Jia et al.,2007; Yan et al., 2004; Xu et al.,2003)

1.4.5.2 Transporte reverso do colesterol

As HDLs nascentes captam colesterol ndo esterificado dos tecidos
periféricos, formando as HDL maduras. Estas levam o colesterol para o figado
por duas vias: diretamente ou transferindo os ésteres de colesterol para outras
lipoproteinas (principalmente as VLDL). Uma vez no figado, o colesterol
proveniente dos tecidos pode ser reaproveitado, participando de outras vias
metabdlicas, ou excretado na bile, neste caso, com reabsorcdo de cerca de

dois tercos do mesmo (ciclo éntero-hepatico).
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Resumidamente Brites et al. (2000) demonstraram quatro principais
caminhos mais relevantes no transporte reverso do colesterol; (1) efluxo do
colesterol livre das células extrahepaticas, (2) esterificacdo do colesterol livre
pela LCAT, (3) transferéncia dos ésteres de colesterol sintetizados pela HDL
para lipoproteinas contendo apo B e troca com os triacilglicerdis, transportado
pela CETP e (4) absorcéo hepética dos ésteres de colesterol formados. (Wang

et al., 2007).

1.5. Apolipoproteinas

Associadas as lipoproteinas, ha o componente protéico chamado de
apolipoproteinas (apo). Estas se classificam em cinco grupos principais e
numerosos subgrupos. Séo eles: apo A (A-l, A-ll e A-1V), apo B (B-100 e B-48),
apo C (C-I, C-ll e C-lll), apo D e apo E (Kastelein et al., 2008).

Os principais grupos e subgrupos diferem em suas estruturas primarias,
secundarias e terciarias, no comportamento fisico-quimico, em sua funcéo e
distribuicdo nas varias formas de lipoproteinas (tabela 2), bem como seus
niveis no plasma. Cada uma destas etapas envolve uma acéo coordenada por
varias proteinas. Assim, qualquer mutacdo em uma destas proteinas pode
resultar em padrdes lipoprotéicos anormais e contribuir para o aparecimento de

doencas, como arterosclerose.

1.5.1. Apolipoproteina A

As apolipoproteinas A constituem as principais proteinas encontradas na
HDL. Os genes que codificam a apo A-l, A-ll, A-1V estdo localizados no braco

longo do cromossomo 10 e 11. (Birchbauer et al. 1993).
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A sintese da apo A-lI € predominantemente hepatica e intestinal, atua
estimulando o efluxo de colesterol das células periféricas e fornecendo
substrato para acdo da LCAT. Ela esta envolvida na transformacdo de HDL
nascente em maduro. Varios estudos epidemioldgicos e clinicos revelaram uma
associacao entre os baixos niveis de HDL e apo A-l e o aumento de infarto do
miocardio (Kazumi et al., 1997).

A apo A-ll é exclusivamente sintetizada no figado. As funcdes propostas
para a apo A-ll em relacdo a ativacédo da LPL e inibicdo da LCAT ainda estéo
para serem confirmadas (Mietus-Snyder et al.,1990).

A apo A-1IV é um constituinte da quilomicra e sua sintese é controlada

por fatores hormonais (insulina) e nutricionais (gorduras).
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Tabela 2. Classificacdo das Apolipoproteinas

Apolipoproteina

Peso molecular (DA) Associacdes

Funcbes e comentarios

Apo A-l

Apo A-ll

Apo A-IV

Apo B-48

Apo B-100

Apo C-I

Apo C-l

Apo C-llI

Apo D

Apo E

29.016

17.400

46.000

241.000

513.000

7.600

8.916

8.750

33.000

34.000

Quilomicra, HDL

Quilomicra, HDL

Quilomicra, HDL

Quilomicra

VLDL, IDL, LDL

Quilomicra,
VLDL, IDL, HDL

Quilomicra,
VLDL, IDL, HDL

Quilomicra,
VLDL, IDL, HDL

HDL
Quilomicra

remanescente,
VLDL, IDL, HDL

Maior proteina da HDL
Ativa a LCAT

Principalmente na HDL
Aumenta a atividade da HL

Presentes em lipoproteinas
ricas em triacilglicerois

Exclusivamente encontrada
nas Quilomicra

Maior proteina da LDL
Liga-se a receptores da LDL

Pode também ativar a LCAT
Ativacdo da LPL

Inibicdo da LPL
Estreitamente associada

com LCAT

Ligacdo aos receptores da
LDL

Fonte : Adaptado de Lima et al., 2006.

1.5.2. Apolipoproteina B

A apo B é a principal porcdo protéica em todas as lipoproteinas

diferentes da HDL. O gene que codifica os dois subgrupos de apo B esta

localizado no cromossomo 2 (Teng et al.,1990).

A apo B-100 faz parte das lipoproteinas hepaticas (VLDL, IDL e LDL),

sendo expressa e secretada pelos hepatdcitos. (Cladaras et al.,1986).
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A apo B-48, sintetizada pelas células intestinais € um importante
componente para secretar a quilomicra, sendo a apo B-48 exclusivamente

encontrada nesta lipoproteina.

1.5.3. Apolipoproteina C

O figado é o principal local para a sintese dessas apolipoproteinas. O
gene que as codifica esté localizado no cromossomo 19 (Das et al.,1987).

A apo C-1 € o componente principal da VLDL, sendo capaz de ativar
moderadamente a LCAT. (Cucuianu et al., 2007)

A apo C-ll € um cofator da LPL extra-hepatica, a enzima responsavel
pela hidrolise dos triacilglicerdis das VLDL e quilomicra. Na auséncia de apo C-
I, a atividade da LPL é prejudicada. (Talmud 2001).

A apo C-lll é componente da quilomicra e da VLDL, e é capaz de inibir a

LPL (Jeanpierre et al.,1984).

1.5.3.1 Apoliproteina ClII

A apo CIlIl é componente da quilomicra e da VLDL e esta presente em
pequena quantidade na HDL, LDL e IDL, sendo o figado o principal local de
sintese e, em menor grau, o intestino. No plasma normal a apo CIlIlI apresenta
trés isoformas (apo CIlI-0, apo CIlI-1 e apo Clll-2) (Harake et al., 1991), que
diferem entre si pelo numero de ligacdes dos &cidos sialicos. A apo CIlIl, in
vitro, é capaz de inibir as lipases lipoprotéica e hepatica. (McConathy et al.,

1992)
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1.5.3.1.1 Mutac¢des da Apolipoproteina CllI

No ser humano, had duas condi¢cdes caracterizadas por deficiéncia
severa de apo CIlll e HDL plasmaticos, associadas com aterosclerose
prematura: uma, resultado da delecdo no loci do complexo apo Al-CllI-AlV
(Gao et al., 2005); outra, da inversao apo Al-CllI (Karathanasis et al., 1987)

Alguns polimorfismos tem sido detectados em torno do gene da apo C-
lll, que esta localizado no cromossomo 11, regido 23.1-g23.2. O mais
amplamente estudado € o polimorfismo Sstl, devido a uma substituicdo de uma
C por uma G, na posi¢do do nucleotideo 3238, na regidao 3’ ndo traduzida do
gene. Esta substituicdo gera dois alelos: C e G. O gendtipo normal é CC, sendo
considerados alterados o CG e GG.

Alelos variantes da regido néo codificante do gene da apo ClII (complexo
AI-CIlI-AlV) tem sido validados como marcadores genéticos de
hipertrigliceridemia, inclusive em nosso meio, apesar do mecanismo desta

associacao permanecer um enigma.

1.5.4 Apolipoproteina D

Foi sugerido que a apo D possa funcionar como uma proteina de
transferéncia, auxiliando no movimento de ésteres de colesterol e triacilglicerois
entre a VLDL e HDL. O gene que codifica a apo D esta localizado no

cromossomo 3 (Drayna et al.,1987).
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1.5.5. Apolipoproteina E

O local de sintese primaria da apo E € o figado, em menor extensdo o
intestino e cérebro. O gene responsavel pela sua sintese esta localizado no
cromossomo 19 (Lin-Lue et al.,1985).

A apo E, é incorporada na HDL nascente, sob a influéncia da LCAT
(Scott,1985). A HDL acumula colesterol, e a apo E é, entdo rapidamente
transferida para a VLDL e para a quilomicra, onde permanece enquanto a
lipoproteina é catabolizada para IDL ou quilomicra remanescente,

respectivamente.

1.6. Deficiéncia da Lipoproteina Lipase (LPL)

A deficiencia familiar da LPL € uma doenca rara, estimada, na
populacdo, em 1:1.000.000 de individuos. E uma deficiéncia autosdmica
recessiva caracterizada pela acumulacdo excessiva de quilomicra no plasma,
juntamente com aumento na concentracdo da VLDL. Esta doenca manifesta-se
na infancia e se da através de episodios de dores abdominais. Metade dos
pacientes com esta deficiéncia apresenta xantomas eruptivos na pele devido a
presenca de quilomicronemia (Scriver et al.,2001).

A LPL esta presente nas células endoteliais vasculares dos tecidos
extra-hepaticos e € essencial para a hidrélise das quilomicra e VLDL,

produzindo acidos graxos que serdo utilizados, pelos tecidos, como energia.

1.7. Doenca inflamatdria - Aterosclerose

Aterosclerose é um doenca inflamatéria, que ndo esta relacionada

somente com a acumulacao de lipidios nas paredes arteriais (R0ss,1999).
31



As lesGes da aterosclerose representam uma série de respostas
especificas celulares e moleculares (R0ss,1993) e as lesGes ocorrem
principalmente nas artérias.

O primeiro passo da aterosclerose € a disfuncédo endotelial, tendo como
causa possivel, o aumento do LDL-colesterol, radicais livres, hipertenséao,
alteracdes genéticas, entre outras.

A disfuncdo endotelial, resultado de danos, leva a respostas
compensatorias que alteram as propriedades homeostaticas normais. Deste
modo, as diferentes formas de dano aumentam a aderéncia ao endotélio de
leucdcitos e plaquetas, alterando a permeabilidade do mesmo. O dano induz
também propriedades procoagulantes ao invés de anticoagulantes, e formacao
de moléculas vasoativas, citocinas e fatores de crescimento. Se ndo houver
resposta ao processo inflamatdrio que neutralize ou remova 0s agentes
agressores, 0 processo pode continuar indefinidamente. Ao contrario, a
resposta estimula a migracédo e proliferacdo de células musculares lisas que
interagem com a area inflamada, formado uma lesdo intermediaria. N&o
havendo combate ao processo, podera haver engrossamento da parede
arterial, sendo compensado por uma dilatacdo gradual. A resposta é mediada
por mondcitos e linfécitos T especificos em todas as fases da doenca,
migrando do sangue para a lesao.

Deste modo, a acumulacdo de células mononucleares, leva a um
alargamento e reestruturacéo da lesdo, tornando-a recoberta por uma camada
fibrosa, que consiste de um nucleo lipidico e tecido necrosado. Em certo ponto,

a parede arterial dilatada altera o fluxo sanguineo.
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A maior causa de dano ao endotélio, € a modificacdo da lipoproteina
LDL por oxidacdo, glicacdo, agregacao ou incorporacdo a imunocomplexos
(Navab et al. 1996).

Quando as particulas de LDL sao capturadas pela artéria, elas podem
sofrer progressiva oxidacdo e serem internalizadas por macréfagos atraves de
receptores na superficie destas células (Steinberg,1997). A internalizacao leva
a formacéo de peréxidos de lipidios facilitando a acumulacdo de ésteres de

colesterol, resultando em células “espumosas” (Griendling & Alexander, 1997).

1.8. Significado clinico das dosagens referidas nes  te trabalho

1.8.1. Triacilglicerois

A determinacéo dos triacilglicerdis ocupa lugar de destaque porque é um
dado importante e necessario para a classificacdo e fenotipagem das
hiperlipoproteinemias (Patsch et al.,,1992). A elevacdo dos niveis de
triacilgliceris pode estar relacionada a véarias doencas chamadas
hiperlipidemias, sendo de causa primaria ou secundaria. Os principais fenétipos
descritos por Fredrickson (1964), que relacionam uma elevagdo nos

triacilglicerdis sao os tipos I, b, lll, IV e V.

[.8.2. Colesterol-total

7

O grande dilema da arteriosclerose € que ela é um processo
assintomatico. Esta ativa em todos os individuos e permanece sem qualquer

manifestacdo por décadas. Estudos demonstraram uma correlacdo positiva
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entre os niveis de colesterol, mais especificamente do LDL-colesterol e o risco
de doenca arterial coronariana (Castelli et al.,1986; Giannini,1989). Ao mesmo
tempo foi evidenciado que os niveis de HDL-colesterol, sdo inversamente

proporcionais ao risco de doenca arterial coronariana (DAC).

1.8.3. HDL-colesterol

A HDL-colesterol tem um efeito protetor contra a prevaléncia da DAC
(Kalofoutis et al.,1999). Estudos demonstram que 0s niveis sédo inversamente
proporcionais a prevaléncia da DAC. Baixos niveis de HDL-colesterol € um

forte fator de risco para DAC (Castelli et al.,1986; Jacobs et al.,1990).

[.8.4. LDL-colesterol

A LDL-colesterol esta envolvida no transporte do colesterol para as
células periféricas. Ela contribui para a formacao de placas ateroscleréticas e

esta fortemente associada com a DAC (Austin et al.,2000).

[.9. Valores referenciais dos exames

Cada dosagem possui um valor referencial dentro dos quais 0s mesmos
sdo considerados normais ou alterados. Esses valores sao preconizados pela
Organizacdo Mundial da Saude sendo os mesmos adotados neste trabalho.

Na tabela 3, apresentamos os valores referenciais para cada exame.



Tabela 3. Valores referenciais das dosagens referid as neste trabalho, de
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

VALORES REFERENCIAIS
(mg/dL)

Triacilglicerois Normal: abaixo de 200
Limitrofe: de 201 a 500
Elevado: acima de 501

Colesterol total Normal: abaixo de 200
Limitrofe: de 201 a 239
Elevado: acima de 240

HDL-colesterol Normal: acima de 35
VLDL-colesterol Normal: abaixo de 40
LDL-colesterol Normal: abaixo de 130

Limitrofe: de 131 a 159
Elevado: acima de 160

1.10. Significado clinico das alteracdbes no metabolismo
lipoprotéico

Existem erros inatos do metabolismo que podem levar a hiper ou
hipolipoproteinemias. Uma classificacdo atual destas dislipoproteinemias é
mostrada nas tabelas 4 e 5.

A classificacdo destes disturbios baseia-se em Fredrickson (1964) e no

NHLBI (National Heart, Lung and Blood Institute).
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Tabela 4. Classificacdo das Hiperlipoproteinemias

Lipoproteina  Aspecto do Colesterol Trigliceridio LDL HDL Apolipo- Eletroforese  Fendétipo**
(Aumento) Plasma * Total proteina Lipoproteina
Quilomicra Camada cremosa, in- Normal a mo- Pronuncia- Normal Normal a t B-48 Faixa intensa  Tipo |
franadante limpido deradamente damente ele- diminuido T A-IV na origem
ou levemente turvo elevado vado 11 C-ll
LDL Limpido, possivel Geralmente Normal Elevado Normal a t B-100 Faixa 3 Tipo IIA
aumento de tom elevado diminuido aumentada
amarelo — alaranjado
LDL,VLDL Limpido a levemente Elevado Elevado Elevado Normal a t B-100 Faixa 3 e pré-3 Tipo IIB
Turvo diminuido aumentadas
IDL Turvo a opaco Elevado Elevado Normal a Normal a T E-ll Faixa 3 Tipo Il
diminuido diminuido L E-l larga
L1 E-IV
VLDL Turvo a opaco Normalale- Moderadoa  Normal Normal a 11 C-ll Faixa pré-p Tipo IV
vemente ele- pronunciada- diminuido t B-100 aumentada
vado mente elevado
VLDL, Camada cremosa, in- Leve a mo- Pronunciada- Normal Normal a t1 C-ll Faixa intensa  Tipo V
Quilomicra franadante turvo a deradamente mente elevado diminuido t B-48 na origem, faixa
opaco elevado t B-100 pré-p aumentada
HDL Limpido Normal a mo- Normal Normal Elevado T A-l Faixa o Hiperalfali-
deradamente T A-ll aumentada oproteine-
elevado mia

* Apods 16 horas a 4° C. ** Segundo Fredrickson (1964). + = aumento | =diminuig&o

Fonte: Adaptado de Burtis e Ashwood (1998).



Tabela 5. Classificacdo das Hipolipoproteinemias

Lipoproteina  Aspecto do Colesterol Trigliceridio LDL HDL Apolipo- Eletroforese Fendtipo**
Plasma * Total proteina Lipoproteina

LDL Limpido Pronunciada- Diminuido Ausente Normal 11 B-100 Faixa (3 ausente Abetalipo-
mente dimi- e pré-f diminuida proteinemia
nuido

LDL Limpido Leve a pronun- Normal Diminuido Normal | B-100 Faixa  diminuida Hipobetali-
ciadamente di- poprotei-
minuido nemia

HDL Limpido Normal a Normal Normal Ausente LAl Faixa o ausente Analfalipo-

diminuido LA proteinemia
?1 C-lll

HDL Limpido Normal, Normal a Normal a Diminuido LA Faixa (3 ausente Hipoalfali-
diminuido ou  diminuido aumentado LA poprotei-
aumentado nemia

* Apos 16 horas a 4° C. ** Segundo Fredrickson (1964). t = aumento | =diminui¢ao
Fonte: Adaptado de Burtis e Ashwood (1998).



1.11. Pesquisa do padrao lipidico na populacédo japo  nesa

Parzianello et al. (2005) demonstraram a existéncia de niveis
significativamente aumentados de TG em uma populacdo de individuos
japoneses residindo no sul do Brasil (Cascavel — PR). Foram analisados os
habitos alimentares destes individuos e 0os mesmos néo influenciaram as
concentracfes plasmaticas dos TG. Individuos descendentes de japoneses
possuiam um nivel de TG plasmatico significativamente maior que individuos
nao descendentes.

Yamada et al. (2007), pesquisaram em um estudo com japoneses
residindo no Japéao, polimorfismos na apo A-IV, apo C-lll, apo A-l, apo E, ACAT
e LPL e observaram que os polimorfismos da apo A-1V, apo C-lll, Apo A-l e
LPL séo determinantes de hipertrigliceridemia e aqueles da Apo A-IV e apo E
sdo determinantes de baixos niveis de HDL-colesterol e alto nivel de LDL-
colesterol, respectivamente. Ja Arai et al. (2005), associaram as baixas
concentracfes plasmaticas de HDL-colesterol e os niveis aumentados de TG
com o polimorfismo da Sstl da apo C-lll em uma populacdo de individuos
japoneses.

Outro trabalho abordando o perfil lipidico de individuos descendentes de
japoneses vivendo no Brasil, foi recentemente publicado por Schwingel et al.
(2007). Neste trabalho eles investigaram se imigrantes japoneses no Brasil e
suas geracdes subseqientes mantém a protecdo associada com os altos
niveis de HDL-colesterol. Seus resultados mostraram que os brasileiros
descendentes de japoneses que vivem em Sao Paulo apresentam niveis mais
baixos de HDL-colesterol quando comparado com descendentes de japoneses

de outras regides do Brasil e agueles residindo no Japéao.

38



Il. JUSTIFICATIVA
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[l. Justificativa do Estudo

ApOs a observacdo das dosagens bioquimicas de colesterol total,
trigliceridios, HDL-colesterol e LDL-colesterol em um grupo de descendentes
de japoneses do estado do Parand, sul do Brasil, constatamos que as mesmas,
na maioria das vezes, encontravam-se fora dos limites dos referenciais
preconizados pela NHLBI (National Heart, Lung and Blood Institute).

A dosagem bioquimica que se mostrava mais alterada era a dos niveis
de triacilglicerdis.

Num primeiro trabalho (Parzianello et al.,, 2005), verificamos que
individuos descendentes de japoneses possuiam niveis de triacilglicerdis
significativamente aumentados quando comparados com aqueles dos néao
descendentes. Assim, optamos em continuar 0 estudo pesquisando uma das
alteracdes que provavelmente esta associada ao aumento de triacilgliceroéis
Séricos.

Dessa maneira decidimos estudar o polimorfismo da apolipoproteina Clll
em um grupo de individuos japoneses, para podermos associar este genotipo

com niveis aumentados dos triacilglicerais.
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I1l. OBJETIVOS
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[11.1. Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi demonstrar a relacdo entre os
diferentes genotipos da apolipoproteina CIll e os niveis de colesterol total,
trigliceridios, HDL-colesterol e LDL-colesterol em uma populacéo de individuos

descendentes de japoneses vivendo no sul do Brasil.

[11.2. Objetivos especificos

Estabelecer os niveis de triacilglicerois, colesterol total, HDL-colesterol,
LDL-colesterol, para os trés diferentes genotipos da apolipoproteina CIII:
CC,CG, GG.

Comparar os niveis de triacilglicerdis, colesterol total, HDL-colesterol e
LDL-colesterol de individuos com ascendéncia japonesa e diferentes genotipos
da apolipoproteina CIll, juntamente com dados da literatura, levando em
consideracdo o0s niveis estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS).

Demonstrar se ha relacdo entre o genotipo GG e 0 aumento dos niveis

de triacilglicerdéis nesta populacéo de individuos descendentes de japoneses.
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IV. MATERIAL E METODOS
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IV.1. Amostra

Para este trabalho foram utilizados 159 individuos descendentes de
japoneses que possuiam niveis de glicose abaixo de 110 mg/dL e néo
possuiam aterosclerose ou doenca coronariana conhecida. Estes individuos
eram provenientes da cidade de Cascavel (PR).

Estes individuos foram divididos em dois grupos de acordo com o0s
niveis de triacilglicerois: 51 individuos descendentes de japoneses com niveis
de triacilglicerois acima de 200 mg/dL (HTG), e 108 individuos descendentes
de japoneses com niveis de triacilglicerois abaixo de 200 mg/dL (NTG). 51,6%
eram do sexo feminino e 48,4% do sexo masculino. A média da presséo
sistélica e diastdlica (mmHG) no grupo HTG foi 143/85 e no grupo NTG foi

139/82.

IV.1.1. Coleta das Amostras

Ambos os grupos, foram contatados previamente sobre a necessidade
de os mesmos estarem em jejum num periodo de 12 a 14 hs. As coletas foram
realizadas entre as 7:00 e 9:00 h da manha sob supervisdo do doutorando, no
laboratorio Parzianello em Cascavel (PR).

O trabalho foi desenvolvido de acordo com as normas estabelecidas
pela Comissédo Cientifica de Pesquisa e Etica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Todos os individuos que participaram desta pesquisa foram informados
sobre o motivo pelo qual eles estariam doando material (sangue) e assinaram o
termo de consentimento informado.

Foi coletado 20 ml de sangue, através de puncdo venosa. As amostras

foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 mim e o soro armazenado em
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recipientes adequados, sendo logo apds congelado a —40° C para posterior
analise. Além disso, 4,5 mL de sangue foram coletados em tubo de vacutainer
com EDTA para extracdo de DNA através da técnica descrita por Miller et al.

(1988).

IV.1.2 Analises das amostras

As amostras permaneceram 10 dias congelados a —-40° C, sendo
descongeladas um dia antes das analises laboratoriais.

As analises foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa do HCPA nos
aparelhos automatizados Cobas Mira (Roche) e Termociclador Térmico.
Através do espectrofotometro Cobas Mira, foram determinados os niveis de
triacilglicerais, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol. No aparelho de
Termociclador foram realizadas as analises em PCR para os diferentes

genatipos para apolipoproteina Clll e polimorfismo Sstl.

V.2 Métodos utilizados

IV.2.1 Dosagem de Triacilglicerdis

Este método foi desenvolvido de acordo com o preconizado pelo kit da
Labtest-Diagnostica (2001). Baseia-se em um sistema enzimatico com reacao
de ponto final, em amostras de soro. O glicerol liberado na hidrdlise dos
triacilglicerais, catalisada pela lipase da lipoproteina € convertido pela acao da
glicerolquinase em (glicerol-3-fosfato, que € oxidado a dihidroxiacetona e
peréxido de hidrogénio na presenca da glicerolfosfato oxidase. A reacao de
acoplamento que ocorre entre o peroxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e

ESPAS é catalisada pela peroxidase produzindo a quinoneimina que tem
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maximo de absorbancia em 540 nm. A intensidade da cor violeta formada é
diretamente proporcional & concentracdo dos triacilglicerdis na amostra.

O reagente de cor é formado por uma solucdo tampdo e enzimas;
tampao 50 mmol/L, pH 6.5, acetato de magnésio 5 mmo/L, ESPAS 1 mmol/L,
4-aminoantipirina 0,7 mmol/L, ATP 0,3 mmol/L, glicerolquinase > 800 Ul/I,
glicerolfosfato > 2500 U/l, lipase de lipoproteina > 100 KU/I, peroxidase > 350
U/l e azida sédica 1,54 mmol/L.

As determina¢des segundo o esquema da figura 3 , foram realizadas no

aparelho Cobas Mira.

300 pl (reagente de cor) + 3 pyl (amostra)
WV 10 min

Resultado (mg/dL)

Figura 3. Esquema de reacdo para a dosagem de triac ilgliceréis em

aparelho Cobas Mira.

IVI1.2.2. Dosagem de Colesterol total

A dosagem de colesterol total também se baseia em um sistema
enzimatico com reagdo de ponto final, em amostras de soro e foi desenvolvido
como preconizado pelo kit da Labtest-Diagnostica (2001). Os ésteres de
colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol livre e acidos
graxos. O colesterol livre € oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-enona e

peréxido de hidrogénio. Na presenca de peroxidase e peroxido de hidrogénio, o
46



fenol e a 4 aminoantipirina sédo oxidados formando antipirilqguinonimina que tem
absorcdo maxima em 500 nm. A intensidade da cor vermelha formada na
reacao final é diretamente proporcional a concentracdo do colesterol na
amostra.

O reagente de cor contém tampao 50 mmol, pH 7,0, fenol 24,0 mmol/L,
colato de sédio 0,5 mmol/L, azida sodica 1,5 mmol/L, 4-aminoantipirina 0,5
mmol/L, colesterol esterase > 250 U/I, colesterol oxidase > 150 U/l e peroxidase
> 1000 U/L.

A dosagem do colesterol total, segundo o esquema da figura 4, foi

realizada no aparelho Cobas Mira.

300 pl (reagente de cor) + 3 pyl (amostra)
WV 10 min

Resultado (mg/dL)

Figura 4. Esquema de reacdo para a dosagem de  colesterol total em

aparelho Cobas Mira.

I\VV.2.3. Dosagem de HDL- colesterol

Este método foi desenvolvido de acordo com o preconizado pelo kit da
Labtest-Diagndstica (2001). Constitui-se em um sistema homogéneo direto do
HDL-colesterol no soro. Este sistema utiliza dois reagentes que possibilitam a

dosagem seletiva do colesterol ligado a HDL. O primeiro reagente contém um
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polianion que forma complexos estaveis com a superficie da LDL, VLDL e
Quilomicra. Por outro lado, os complexos formados com as particulas da HDL
nao permanecem estabilizados e se solubilizam por acdo de um detergente,
permitindo a reacdo com as enzimas presentes no segundo reagente. Como
somente o colesterol HDL fica sujeito a acdo das enzimas, a cor resultante da
segunda reacédo € diretamente proporcional a concentracdo do colesterol HDL
da amostra.

Os reagentes sdo formados por um polianion e enzimas. O polianion
contém 3,4 mmol/L de tungstofosfato de sédio, 2 mmol de 4 aminoantipirina e
50 mmol/L de ions magnésio. As enzimas contém 10 g/L de polioxietileno lauril
éster, > 812 U/L de colesterol esterase, > 1000 U/l colesterol oxidase, > 4000
U/L de peroxidase e 1 mmol/L de N,N-bis (4-sulfobutil)- m toluidina.

As determinacgdes, segundo o esquema da figura 5, foram realizadas no

aparelho Cobas Mira.

200 pl (polianion) + 65 pul (enzimas) + 2 pl (amostra)
v
10 min

Resultado (mg/dL)

Figura 5. Esquema de reacdo para a dosagem de HDL-c olesterol em

aparelho Cobas Mira.
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I\VV.2.4. Dosagem de LDL-colesterol

A determinacédo do LDL-colesterol baseia-se em um sistema de inibicdo
seletiva direta no soro e foi desenvolvido como preconizado pelo kit da Diasys-
Diagnostic Systems International (2001). E um método homogéneo sem
centrifugacédo para a medicdo direta do LDL-colesterol. No primeiro passo, a
LDL é seletivamente protegida (reagente 1), enquanto as lipoproteinas ndo LDL
sdo enzimaticamente processadas. Num segundo passo (reagente 2), a LDL é
liberada e seletivamente determinada por uma reacdo enzimatica com
producao de cor.

O reagente 1 contém 22 mmol/L de tampéo, pH 6,8, > 2 kU/L de
colesterol esterase, > 2 kU/L de colesterol oxidase, 0,43 mmol/L de N-(2-
hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina e > 400 kU/L de catalase. O reagente
2 € composto por 22 mmol/L de solu¢cdo tampéao, pH 7,0, 0,68 mmol de 4-
aminoantipirina, > 3 kU/L de peroxidase e azida sodica.

O aparelho Cobas Mira foi utilizado para realizar as determinacgdes,

segundo o esquema da figura 6.

200 pl (reagente 1) + 50 pl (reagente 2) + 2 pl (amostra)
v
10 min

Resultado (mg/dL)

Figura 6. Esquema de reacdo para a dosagem de LDL-c olesterol em

aparelho Cobas Mira.
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IV.2.5. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA nuclear para a genotipagem do polimorfismo do
gene APOC lll foi realizada segundo a técnica descrita por Miller et al., (1988).
Foi realizada uma amplificacdo do DNA por técnica de PCR (polymerase chain
reaction) utilizando-se os primers sense e antisense 5° GGT GAC CGA TGG
CTT CAG TTC CCT GA 3" e reverse 5CAG AAG GTG GAT AGA GCG CTG
GCC T 37, respectivamente. A reacao foi preparada com 2,0uL de DNA , 0,5 puL
de cada primer em concentracdo de 40pmol, 1,0mM de MgCl, , 2,5 pL de
DMSO, e 1U de Tag DNA polimerase, para um volume final de 25 pL. As
amostras foram submetidas a 1 ciclo de 5 minutos a 95°C, 1 minuto a 55°C e
posteriormente a 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 40 segundos a 58°C e 40
segundos a 72°C.

A genotipagem foi realizada através da técnica de RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) utilizando-se 10 pL do produto de PCR, 5U da
enzima de restricdo Sstl em tampao especifico, com incubacdo a 37°C, over
night. Os fragmentos oriundos da digestdao foram visualizados em gel de
agarose a 2% os quais foram classificados como alelo G, os que apresentaram
um tamanho de 269 pares de base (pb) e 159 pb e como alelo C, os que

apresentaram um tamanho de 428pb.

[.12. Analise estatistica

Para detectarmos uma diferenca significativa entre 0s grupos
(descendentes japoneses e sem ascendéncia oriental), o nivel de significancia

para os testes foi p < 0,05. O teste estatistico utilizado foi o de analise de
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variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Turkey quando houvesse

diferencas significativas.
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V. CAPITULO 1
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VI. DISCUSSAO
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Segundo The International Committee for Evaluation of Hypertriglyceridemia
(1991), a hipertrigliceridemia € definida por niveis plasmaticos de TG acima de
200mg/dL. Embora as recomendacOes americanas (NCEP-ATP I, 2001) e
européias (Wood et al.,, 1998) sugiram um limite para os niveis de TG de 200
mg/dL, Miller et al. (1998) preconizam que niveis acima de 100 mg/dL j& possam
estar associados a doencas cardiovasculares (DCV). Em nosso estudo,
escolhemos os niveis descritos pelo 2° Congresso Brasileiro sobre Dislipidemias
(1996) da Sociedade Brasileira de Cardiologia, o qual € adotado pela maioria dos
laboratérios bioquimicos-clinicos e pelos médicos, para fins de diagnosticar,
juntamente com os dados clinicos, as DCV.

Valores de TG acima de 200 mg/dL também séo citados na literatura por
varios autores como relacionados as DCV (Criqui et al.,1993; Ginsberg et al.,1995;
Jeppensen et al., 1998; Sakata et al.,1998).

N&o ha na literatura muitos trabalhos comparando niveis de TG da
populacéo japonesa com aqueles de individuos ocidentais residindo no Brasil. Em
2005, nos publicamos o resultado de nosso primeiro trabalho com individuos
japoneses e observamos que 18,7% dos individuos japoneses possuiam niveis de
TG maiores que 200 mg/dL, e apenas em 8,4% dos individuos sem ascendéncia
japonesa haviam concentracdes acima deste nivel (Parzianello et al., 2005). Este
ano, Schwingel et al. (2007), publicaram um trabalho onde comparam as
concentracdes de HDL-colesterol em individuos japoneses residentes no Brasil
com aquelas de japoneses residentes no Japdo. Eles concluiram que os

brasileiros com ascendéncia japonesa possuem concentra¢des significativamente
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menores de HDL-colesterol quando comparados com japoneses que vivem no
Japéo

Em 1996, Namekata et al., compararam os niveis de TG em japoneses
americanos com aqueles de trabalhadores japoneses do Japao e observaram que
estes Ultimos possuiam niveis menores de TG bem como de colesterol total e
maiores de HDL-colesterol que os primeiros. Namekata et al. (1997), sugerem
como explicacdo para esta diferenca, o fato dos japoneses que vivem no Japao
serem mais ativos fisicamente devido a varios fatores como: acesso limitado a
automoveis, uso frequente de transporte publico e habitos de caminhar nas areas
metropolitanas do Japédo, assim como as modifica¢cdes no habito alimentar dos
orientais quando de sua mudanca para a América.

A Apo CIII fornece uma forte carga negativa na superficie das lipoproteinas
prevenindo interacdes inespecificas com células superficiais (Shelburne et al.,
1980) e com outras lipoproteinas. Isso serve para reduzir ciclos indteis no
transporte dos TG, como interagbes com a lipoproteina lipase (LPL) ou, por
exemplo, receptores especificos da superficie das células, como as vinculativas
para Apo E ou Apo B.

As concentracdes plasmaticas de Apo Clll estdo correlacionadas com o0s
niveis de TG (Waterworth et a., 2000). In vivo, a Apo ClII inibe a captacéo hepatica
de VLDL remanescentes (Winder & Havel, 1985).

A alteracdo genética causada pela deficiéncia da Apo CIIl, causa um
aumento de 6 a 7 vezes nos niveis plasmaticos do TG (Ginsberg et al., 1986).
Segundo Huang et al (2006) o sistema fisiolégico responséavel pelo transporte dos

TG é particularmente determinados pelas concentragdes plasméaticas da Apo C Il
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O gene que expressa a Apo CIIl é controlado por elementos positivos e
negativos que se encontram espalhados no braco curto do cromossomo 11 que
agrega os genes da Apo AI-CIII-AlV (Hubacek et al.,2001)

No presente trabalho estudamos o polimorfismo “Sstl” da apolipoproteina
Clll.  Foram analisados 159 individuos japoneses residentes no Sul do Brasil. A
distribuicdo esta de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Focamos 0 nosso
estudo na associagao entre o polimorfismo Sstl e os niveis plasmaticos dos TG.

A hipertrigliceridemia esta associada com o aumento da LDL-colesterol,
pelo enriquecimento desta LDL pelos TG vindos da VLDL (Deckelbaum et al.,
1982). Aléem de comentar o0 mesmo que Deckelbaum et al. (1982), Jeppensen et
al. (1998), acrescentam que o aumento dos niveis de TG esta também associado
a uma diminuicdo nos niveis de HDL-colesterol.

Os individuos da nossa amostra foram divididos em dois grupos. Os
individuos que possuiam concentracdes plasmaticas de TG menores ou iguais a
200 mg/dL foram denominados de NTG e aqueles com concentracdes plasmaticas
acima de 200 mg/dL de HTG.

A média de idade, pressdo sanguinea e o indice de massa corporal entre o0s
dois grupos foram praticamente semelhantes. Também podemos observar que
ndo houve diferenca significativa entre os niveis de glicose dos dois grupos.

Os niveis plasmaticos de TC, TG e VLDL-c no grupo HTG foram
significativamente diferentes quando comparados com aqueles individuos do
grupo NTG. Os niveis plasmaticos do HDL-c no grupo HTG foram estatisticamente
menores daqueles do grupo NTG. Também podemos observar que as relagbes

TG/HDL-c e TC/HDL-c séo diferentes estatisticamente entre os dois grupos.
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A hipertrigliceridemia esta associada com aumento da LDL-colesterol, pelo
enriqguecimento desta LDL pelos TG vindos da VLDL (Deckelbaum et al., 1982).
Além de comentar o mesmo que Deckelbaum et al. (1982), Jeppensen et al.
(1998), acrescentam que o aumento dos niveis de TG plasmaticos esta também
associado a uma diminuicdo nos niveis de HDL-colesterol.

O National Cholesterol Education Program (1993) define que valores de
HDL menores que 35 mg/dL sédo o principal fator de risco para doencas
coronarianas e valores maiores que 60 mg/dL protegem contra as mesmas.
Outros trabalhos também afirmam que niveis aumentados de HDL-colesterol estdo
relacionados inversamente com doencas cardiovasculares (Ross,1993; Sich et
al.,1998). A HDL possui propriedades anti-aterogénicas importantes, incluindo
efeitos antioxidantes e capacidade em inibir agregacdo das lipoproteinas
aterogénicas (Zhong et al.,1996).Observamos neste trabalho que individuos que
possuiam niveis de TG mais altos, eram 0s mesmos que possuiam concentracdes
plasméaticas de HDL-c menores.

Arai et al. (2005) descrevem que pacientes hipertrigliceridémicos
frequentemente apresentam valores diminuidos de HDL-colesterol e Kazumi et al.
(1997) afirmam que niveis de triacilglicer6is sé@o significativamente maiores em
individuos com concentra¢des mais baixas de HDL-colesterol.

Cullen et al. (2000) relatam que nem todos os niveis aumentados de VLDL
sdo aterogénicos, devem-se levar em consideracdo as subfracbes: a VLDL
pequena (IDL) esta relacionada com risco para DCV, e a VLDL nascente nédo esta
associada a DCV. A relagdo descrita acima, pode ser observada no nosso

trabalho. As concentracbes de VLDL nos individuos do grupo HTG foram
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significativamente maiores que no grupo NTG. Os individuos com o alelo G foram
0S que obtiveram as maiores concentracdes de VLDL.

Os individuos japoneses do grupo HTG, com a frequiéncia genotipica GG
possuiam as maiores concentracdes plasmaticas de TG seguidos por agueles que
possuiam a freqiiéncia genotipica CG e CC (tabela 4 do artigo).

Foi verificada uma frequéncia significativamente maior do alelo G no grupo
HTG (27,6%), quando comparado com o grupo NTG (9,3%). Estas associagdes ja
foram descritas em estudos com caucasianos (Tybjaerg et al., 1993), chineses (Ko
et al., 1997), japoneses (morando no Japao) (Bai et al., 1995), coreanos (Hong et
al., 1997) e indianos (Chhabra et al., 2002).

O presente estudo constatou a frequéncia do alelo G no grupo NTG e HTG
de 0,347 e 0,559, respectivamente. A frequéncia do alelo G esta em equilibrio com
os intervalos de populagbes como; chineses (0,30 - 0,43) , japoneses (0,25 - 0,48)
e indianos (0,36), mas € mais elevado que em caucasianos (0,00 - 0,011)
(Dammerman et al., 1993).

O significado clinico de possuir este alelo foi demonstrado em alguns
estudos de casos-controles, que demonstraram aumento de 2 a 5 vezes na
frequéncia em pacientes com doenca coronariana prematura e doenca vascular
periférica, em comparacdo com o grupo controle (O"Connor et al., 1988, Price et
al. 1989).

As bases bioquimicas para a associacdo entre o alelo G e a
hipertrigliceridemia, ainda nao esta bem elucidada. Dallinga - Thie et al. (1996) e
Shoulders et al. (1996), relataram uma associacdo entre niveis de Apo Clll e o

alelo G. O polimorfismo Sstl estéa localizado na regido 3° do gene da Apo CIIl,
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portanto € mais provavel que o alelo G ndo seja etioldgico, mas esteja em
desequilibrio com outra causa desconhecida de mutacdo no gene da Apo Clll que
determina os niveis de TG.

Foi sugerido que alguns haplo6tipos gerados através do polimorfismo Sstl,
podem proteger ou predispor a hipertrigliceridemia. Além disso, o polimorfismo
Sstl pode também influenciar a estabilidade do mRNA (Hong et al., 1997).

Neste estudo nos encontramos uma alta prevaléncia do alelo G da
apolipoproteina ClIl em individuos japoneses com concentracdes plasméaticas de
TG acima de 200 mg/dL. Este alelo G estava mais frequiente no nosso estudo
guando comparados com caucasianos. Como a hipertrigliceridemia é considerado
um fator de risco para doenca cardiovascular, sugerimos que haja mais pesquisas
relacionando o alelo G da apolipoproteina CIlll e niveis de TG em outras

populacgdes.
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VII. CONCLUSOES
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Estudando a populagdo de individuos japoneses residentes no Parana,

regido Sul do Brasil, podemos chegar as seguintes conclusdes:

- Individuos com niveis de triacilgliceréis acima de 200 mg/dL possuem
concentracdes plasmaticas de colesterol total, VLDL-colesterol e relacdes
TG/HDL-c e TC/HDL-c significativamente maiores que os individuos com

niveis de triacilglicer6is menores ou iguais a 200 mg/dL.

- Individuos com niveis de triacilgliceréis acima da normalidade possuiam
niveis de HDL-colesterol significativamente menores que o0s individuos sem

esta alteracdo

- A freqiéncia do alelo C e G da apolipoproteina ClII foram 0.584 e 0.416,

respectivamente.

- Observamos que individuos com a freqiéncia genotipica dos alelos GG da
apolipoproteina CllI, estavam trés vezes maior na populacdo com niveis

aumentados de triacilgliceréis que aqueles com niveis normais.

- Os individuos com niveis normais de triacilglicerois, possuiam frequéncia
do alelo C duas vezes maior que aqueles com niveis aumentados de

triacilgliceradis.
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- Quando analisados os individuos hipertrigliceridémicos, observamos que
agueles com a frequiéncia genotipica GG foram os individuos que possuiam
as maiores concentracdes plasmaticas de colesterol total, VLDL-colesterol,

seguidos dos alelos CG e CC.

- Observamos uma significativa relacdo entre os niveis aumentados de

triacilglicerdis e o alelo G da apolipoproteina ClII.

- Sugerimos que seja feita a pesquisa do genétipo GG, para os individuos

de origem japonesa com niveis de triacilglicerois acima da normalidade

(200 mg/dL).
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