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“Cada pessoa em sua existéncia pode ter duas atitudes: construir ou plantar.
Os construtores podem demorar anos em suas tarefas,

mas um dia terminam aquilo que estavam fazendo.

Entao param e ficam limitados por suas proprias paredes.

A vida perde o sentido quando a construgdo acaba.

Mas existem os que plantam.

Estes, as vezes, sofrem com tempestades, com as estagées,

e raramente descansam.

Mas ao contrario de um edificio, o jardim jamais para de crescer.
E, ao mesmo tempo que exige atencdo do jardineiro,

também permite que, para ele, a vida seja uma grande aventura.
Os jardineiros sempre se reconhecerdo entre si porque sabem
que na historia de cada planta esta o crescimento

de toda a Terra.”

(Paulo Coelho)



AGRADECIMENTOS

A Deus, criador do universo.

Aos meus pais, Nivaldo e Marines, meus irm&os, Leonardo e Marssel,
pelo incentivo e apoio durante o trabalho.

A Janice Carneiro Coelho, orientadora, pelo aprendizado e oportunidade
a mim confiada.

A Lisiane Dalle Mulle, pelas orientagdes dadas.

A Joiza Lins Camargo, pela ajuda prestada na realizagdo das analises
laboratoriais.

A Carmen Pilla, pelo constante apoio e disponibilidade na contribuicéo
deste trabalho.

Ao Antonio Assakura, pela dedicagao ao trabalho.

Ao Servigo de Genética do Hospital de Clinicas, pelo convivio agradavel.

Ao Laboratorio de Pesquisa, sendo representado por Afonso Barth, pela
amizade e convivio agradavel.

A Ana Maria Feoli, pelo auxilio neste trabalho.

Aos colegas do Curso de Po6s-Graduagado, tornando este periodo
agradavel e rico nas trocas de experiéncias.

Ao Curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas — Bioquimica pela
oportunidade da realizagdo do mestrado.

Ao CNPq pelo auxilio.



Ao Laboratério Parzianello, pela oportunidade concedida em busca do
conhecimento e também auxilio a pesquisa.

A LABTEST DIAGNOSTICA, representada pela empresa Centerlab-PR,
pela doagao dos kits bioquimicos.

A Labmax-PR, representante da DYASIS INTERNATIONAL SYSTEM,
pela doacao do Kit utilizado na pesquisa.

A ANALISE-SP, representante da empresa SEBIA, pela doagao do kit de

eletroforese de lipoproteinas.



Figura 1.1

Figura 1.2

Figura 1.3

Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 3.4

Figura 3.5

Figura 3.6

Figura 3.7

LISTA DE FIGURAS

Esquema ilustrativo da lipoproteina

Esquema demonstrando os  principais  caminhos
envolvendo o metabolismo das quilomicras pelo intestino e
sintese de VLDL pelo figado

Lipoproteinas — Sistema metabdlico exégeno e enddgeno
centralizado no figado

Divisdo e numeragdo dos grupos apresentados neste
trabalho

Esquema de reacdo para a dosagem de trigliceridios em
aparelho Cobas Mira

Esquema de reacéo para a dosagem de colesterol total em
aparelho Cobas Mira

Esquema de reagao para a dosagem de HDL-colesterol em
aparelho Cobas Mira

Esquema de reagdo para a dosagem de LDL-colesterol em
aparelho Cobas Mira

Esquema de reacdo para a dosagem da apolipoproteina A-I
em aparelho Cobas Mira

Esquema de reagao para a dosagem da apolipoproteina B

em aparelho Cobas Mira

17

20

28

44

47

48

49

50

51

52



Figura 3.8

Figura 4.1

Figura 4.2

Figura 4.3

Figura 4.4

Figura 4.5

Figura 4.6

Figura 4.7

Figura 4.8

Figura 4.9

Figura 4.10

Figura 4.11

Esquema da realizacédo da eletroforese de lipoproteina em
aparelho Hydasis System

Niveis de trigliceridios (mg/dL) em individuos com ou sem
ascendéncia oriental

Niveis de ftrigliceridios, levando-se em consideragao as
faixas etarias de cada grupo

Niveis de colesterol total (mg/dL) em individuos com ou
sem ascendéncia oriental

Niveis de colesterol total, levando-se em consideragao as
faixas etarias de cada grupo

Niveis de HDL-colesterol (mg/dL) em individuos com ou
sem ascendéncia oriental

Niveis de HDL-colesterol, levando-se em consideragao as
faixas etarias de cada grupo

Niveis de LDL-colesterol (mg/dL) em individuos com ou
sem ascendéncia oriental

Niveis de LDL-colesterol, levando-se em consideragao as
faixas etarias de cada grupo

Niveis de VLDL-colesterol (mg/dL) em individuos com ou
sem ascendéncia oriental

Eletroforese de lipoproteinas

Graficos das eletroforeses de lipoproteinas, por

densitometria

55

58

59

60

61

62

64

65

66

68

71

72



Tabela 1.1

Tabela 1.2

Tabela 1.3

Tabela 1.4

Tabela 1.5

Tabela 3.1

Tabela 4.1

Tabela 4.2

LISTA DE TABELAS

Comparacao dos processos lipoprotéicos

Classificagao das apolipoproteinas

Valores referenciais das dosagens referidas neste trabalho,
de acordo com a Organiza¢gdo Mundial da Saude
Classificagao das Hiperlipoproteinemias

Classificagao das Hipolipoproteinemias

Subdivis&o do grupo controle e oriental em faixas etarias e
numero de participantes em cada uma

Niveis de apolipoproteinas A-l e B, baseado nos valores
das dosagens de TG, CT, HDL. LDL

Niveis de lipoproteinas e apolipoproteinas nos individuos

japoneses, baseado nos valores de trigliceridios

19

30

39

40

41

43

69

70



TG

HDL

LDL

IDL

VLDL

LPL

HL

LCAT

FFA

ACAT

CETP

DAC

NHLBI

DCV

NCEP

OMS

pm

ANOVA

ATP

ABREVIATURAS

Trigliceridios

Lipoproteina de densidade alta

Lipoproteina de densidade baixa

Lipoproteina de densidade intermediaria
Lipoproteina de densidade muito baixa
Lipoproteina lipase

Lipase hepatica

Lecitina colesterol acil transferase

Acido graxo livre

Acil-COA colesterol acil transferase

Proteina transferidora de ésteres de colesterol
Doenca arterial coronariana

Instituto Nacional do Coragéo, Pulméao e Sangue
Doenca cardiovascular

Programa Nacional Educacional de Colesterol
Organizagdo Mundial da Saude

Rotagdo por minuto

Analise de varianca

Adult Treatment Program



SUMARIO

RESUMO

1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos Gerais sobre o Colesterol
1.2 Absorgéo Intestinal dos Lipidios
1.3 Metabolismo das lipoproteinas
1.3.1  Quilomicra

1.3.2 VLDL

1.3.3 IDL

1.3.4 LDL

1.3.41 LDL subfracdes

1.3.4.2 Receptores da LDL

1.3.5 HDL

1.3.5.1  Subclasses da HDL

1.3.5.2  Transporte Reverso do colesterol
1.4 Apolipoproteinas

1.4.1 Apolipoproteina A

1.4.2 Apolipoproteina B

1.4.3 Apolipoproteina C

1.4.3.1 Disturbio metabdlico associado a deficiéncia da apo Cl|

1.4.4 Apolipoproteina D

12

14

14

16

18

18

21

22

22

23

24

25

26

27

29

29

31

31

32



1.4.5 Apolipoproteina E

1.5 Deficiéncia da Lipoproteina Lipase
1.6 Doenca inflamatéria — Aterosclerose
1.7 Significado clinico das dosagens referidas neste trabalho
1.7.1 Trigliceridios

1.7.2 Colesterol total

1.7.3 HDL-colesterol

1.7.4 LDL-colesterol

1.7.5 Apolipoproteina A-l

1.7.6 Apolipoproteina B

1.7.7 Eletroforese de lipoproteinas

1.8 Valores referenciais das dosagens
1.9 Significado clinico de alteragdes no metabolismo lipoprotéico
2 OBJETIVO

2.1 Geral

2.2 Especificos

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostra

3.2 Coleta de amostras

3.3 Anélise das amostras

3.4 Métodos utilizados

3.4.1 Dosagem de Trigliceridios

3.4.2 Dosagem de Colesterol total
3.4.3 Dosagem de HDL-colesterol

3.4.4 Dosagem de LDL-colesterol

33

33

34

35

35

36

36

37

37

37

38

38

38

42

42

42

43

43

44

45

46

46

47

48

49

10



3.4.5 Dosagem da Apolipoproteina A-I

3.4.6 Dosagem da apolipoproteina B
3.4.7 Eletroforese de lipoproteina
3.5 Analises estatisticas

4 RESULTADO

4.1 Niveis de Trigliceridios

4.2 Niveis de Colesterol total

4.3 Niveis de HDL-colesterol

4.4 Niveis de LDL-colesterol

4 .5 Niveis de VLDL-colesterol

4.6 Niveis de Apolipoproteina A-l e Apolipoproteina B

4.7 Eletroforese de lipoproteina
5 DISCUSSAO

5.1 Trigliceridios

5.2 Colesterol total

5.3 HDL-colesterol

5.4 LDL-colesterol

5.5 VLDL-colesterol

5.6 Apolipoproteina A-l e B

5.7 Eletroforese de lipoproteina
6 CONCLUSOES

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO

51

52

53

56

S7

o7

59

62

64

67

68

71

73

73

76

78

80

81

82

84

86

89

105

11



RESUMO

Dislipidemia sao alteragbes nas concentragdes dos lipidios no
organismo, e sao divididos em hipo e hiperlipidemias. As hiperlipidemias
possuem maior importancia clinica, frequentemente associadas com um
aumento no risco em desenvolver outras doengas, como doencgas
coronarianas, pancreatites, etc. Altas concentragcbes dos lipidios plasmaticos,
principalmente colesterol total, estdo associados com doengas coronarianas.
Altos niveis de trigliceridios e baixos niveis de HDL-colesterol, também sao
fatores que predispdem a doencgas cardiovasculares. Os niveis de trigliceridios
podem ter varias causas: como a dieta ou alteragdes relacionadas ao
metabolismo lipidico. Este estudo foi composto por 96 individuos descendentes
de japoneses residindo no Sul do Brasil (Cascavel-PR). O objetivo deste
trabalho foi analisar alteracbes nos lipidios plasmaticos em uma populagao
especifica — individuos descendentes de japoneses residentes na regidao de
Cascavel (PR) . Foram determinados os niveis de trigliceridios, colesterol total,
HDL-colesterol, LDL-colesterol, VLDL-colesterol, apolipoproteina A-l e B e o
padrao eletroforético de lipoproteinas em 96 individuos japoneses entre 10 a 89
anos. Para os niveis de ftrigliceridios, 18,7% dos individuos descendentes de
japoneses obtiveram valores acima de 200 mg/dL.. Quando relacionamos os
niveis de colesterol total, 69,7% dos individuos descendentes de japoneses
possuem niveis acima da normalidade. Observamos dois padrdes

eletroforéticos de lipoproteinas na populacédo japonesa; 10,4% desses
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individuos obtiveram alteracbes na banda pré-beta relacionada ao VLDL-
colesterol e 8,3% obtiveram alteragdes nas bandas da origem (Quilomicra) e na

banda pré-beta.
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1 INTRODUGAO

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 horménios ou precursores de hormdnios, auxiliando na digestdo como
depositos de fonte de energia metabdlica, agindo como componentes
estruturais das biomembranas, formando isolamento para permitir a conducgéao
nervosa e evitar perdas de calor (Voet et al., 1995).

Os lipidios sdo formados, entre outros compostos, por: acidos graxos,
triglicerideos e fosfolipideos. O colesterol, considerado um lipidio, € um alcool
monoidrico ndo saturado da classe dos esterdides. Acidos graxos sdo os
combustiveis de alta energia metabdlica. A forma de armazenamento dos
acidos graxos é através de ésteres de glicerol, os trigliceridios. Os principais
locais de metabolismo de acidos graxos sdo os musculos e o figado, enquanto

que seu armazenamento ocorre nos tecidos adiposos (Rifai et al., 1997).

1.1 Aspectos gerais sobre o Colesterol

O colesterol, encontrado praticamente em todas as células e liquidos

organicos, € um alcool sélido contendo 27 atomos de carbono, e que possui 0
14



esqueleto tetraciclico do ciclopentanoperidrofenantreno. E o ponto de partida
de muitas vias metabodlicas, que incluem a sintese de vitamina D , dos
hormdnios esteroides e 0 metabolismo dos acidos biliares.

A dieta média da populagdo contém 400 a 700 mg de colesterol. Uma
quantidade semelhante existe no intestino, proveniente da secregao 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
dieta é rapidamente hidrolisado por colesterol esterases nas secrecdes do
pancreas e do intestino delgado (Wilson e Rudell,1994).

Para ser absorvido, o colesterol ndo esterificado deve inicialmente ser
solubilizado, o que é obtido pela formacdo de micelas mistas, que contém
acidos graxos, monoglicerideos , fosfolipideos e acidos biliares conjugados. Em
média 30 a 60% do colesterol sdo absorvidos diariamente. A absor¢gdo maxima
ocorre no intestino. Apds a absorcao pelas células da mucosa, o colesterol
juntamente com os triglicerideos, fosfolipideos e varias apolipoproteinas
especificas sado acondicionadas em uma grande micela (Ros,2000), onde
penetram na circulagdo sanguinea por mecanismos especificos, explicados
separadamente no texto abaixo.

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, o colesterol é transportado na forma de complexos,
conhecidos por lipoproteinas (Figura 1.1). No compartimento vascular e na

periferia é esterificado por acidos graxos pelas enzimas do plasma e do interior
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das células. Cerca de 70% do colesterol total do plasma esta sob a forma de
ésteres de colesterol.

Apos penetragcado nas células, os ésteres sao hidrolizados por lipases.
Cerca de um terco da producéao diaria de colesterol é catabolizado 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).
Apoés atingir o intestino delgado, exercem um papel ativo na absorgdo do

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

1.2  Absorcédo intestinal dos lipidios

Para o organismo fazer uso dos lipidios da dieta, eles necessitam
primeiro, serem absorvidos do intestino delgado. Como, essas moléculas séo
apolares, sao essencialmente insoluveis no ambiente aquoso do intestino. Para
absorcdo do lumem 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). A emulsificagao (solubilizagdo) dos lipidios da dieta &
acompanhada pelos sais biliares, estes sdo armazenados na vesicula biliar e
secretados logo apds a ingestao de gordura.

A emulsificagdo das gorduras da dieta contribui com lipases

pancreaticas (lipase e fosfolipase A;) acessiveis (Carrier et al.,1993). Estas
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enzimas excretadas no intestino pelo pancreas, geram acidos graxos livres e
mistura de mono e digliceridios da dieta (Marleen et al.,1998). Lipases
pancreaticas degradam os trigliceridios nas posi¢cdes 1 e 3 consecutivamente,
para gerar 1,2 diacilgliceridios e 2 gliceréis. Os produtos das lipases
pancreaticas sao difundidos para dentro das células epiteliais intestinais, onde
ocorre a re-sintese dos trigliceridios (Lehner,1995).

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

esquematico de uma lipoproteina.

Figura 1.1 - Esquema ilustrativo da lipoproteina.
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1.3  Metabolismo das Lipoproteinas

Os lipidios sao 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) sao particulas esféricas
constituidas por um nucleo de lipidios neutros nao polares (ésteres de
colesterol e ftrigliceridios), envolvidos por substancias relativamente polares
(fosfolipidios, colesterol livre e proteinas).

A via biolégica do metabolismo das lipoproteinas é extremamente
complexa e inclui varias etapas importantes: 1) como sintese de
apolipoproteinas e sua modificagdo intracelular e secrecédo, 2) modificagdo
extracelular de apolipoproteinas e lipoproteinas, 3) hidrélise de trigliceridios e
fosfolipidios pelas enzimas lipase-lipoprotéica (LPL) e lipase-hepatica (HL), 4)
transporte reverso de colesterol das células as lipoproteinas e 5) esterificagcao
do colesterol pela enzima lecitina colesterol acil transferase (LCAT).

As fungbes fisioldgicas das lipoproteinas envolvem uma série de
processos metabdlicos, nos quais ocorrem continuamente alteragcbes e trocas

entre as varias lipoproteinas, sendo referido como a cascata das lipoproteinas.

1.3.1 Quilomicra

As quilomicra sdo acumuladas na mucosa intestinal como forma de

transporte do trigliceridio e do colesterol exdgeno para o resto do organismo.

18



Quilomicra s&o, portanto, as particulas formadas para mobilizagdo dos lipidios
exogenos (Shiau et al.,1985). Os lipidios predominantes nas quilomicra séo os
trigliceridios (Tabela 1.1). As apolipoproteinas que predominam antes da
entrada das quilomicra na circulagéo sanguinea sao apo B-48 , apo A-l, apo A-

Il e apo—-IV (Gordon, 1997).

Tabela 1.1 - Comparagdo dos Complexos Lipoprotéicos

Complexo Fonte d(gimL) %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 1012 25-30 25-27 32-35 8-10 1
LDL VLDL 1.019-1.063 20-22 10-15 20-28 3748 8-10 1
* HDL, Quilomicra 1.063-1.125 33-35 5-15 32-43 20-30 5-10 0
* HDL3 \C/)tﬁcl)_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 - Trigliceridios; PL - Fosfolipideos; CE - Esteres de colesterol; C —
Colesterol livre; FFA — Acido graxo livre.

*HDL2 e HDL3 sao derivados do HDL nascente, resultado da aquisigao de ésteres de
colesterol

As quilomicra deixam o intestino via sistema linfatico e entram na
circulagdo através da veia subclavica esquerda (Hussain et al.,1996). Na
corrente sanguinea, as quilomicra adquirem a apo C-ll e a apo E das HDLs
plasmaticas. Nos capilares do tecido adiposo e musculos, os acidos graxos séo
removidos dos trigliceridios pela agdo da lipoproteina lipase (LPL), a qual
encontra-se na superficie das células endoteliais dos capilares. Sob condi¢des
fisiologicas normais (Figura 1.2), as quilomicra sao rapidamente hidrolisadas e
reduzidas significativamente de tamanho: 40nm a 70 nm (Mamo, 1995). A apo

C-Il ativa a LPL na presenca de fosfolipidios. Os acidos graxos s&o entéo
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absorvidos pelos tecidos e o esqueleto de glicerol dos trigliceridios retorna, via
corrente sangulinea, para o figado e rins. O glicerol é convertido a
diidroxiacetona fosfato, um intermediario da via glicolitica. Durante a remocéao
dos acidos graxos, uma porgao 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 degradacgao pela LPL.

As quilomicra remanescentes, contendo principalmente colesterol, apo E
e apo B-48 , sdo entregues e utilizadas pelo figado através do reconhecimento
dos receptores da célula hepatica a apo E. Um esquema do metabolismo das

quilomicra € demonstrado na figura 1.2.

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

Figura 1.2 - Esquema demonstrando os principais caminhos envolvendo o

metabolismo das quilomicra pelo intestino e sintese de VLDL pelo figado

20



A funcao das quilomicra, é a entrega dos trigliceridios exégenos para o

tecido adiposo e musculos, e do colesterol ao figado (Marleen et al., 1998).

1.3.2 VLDL

A ingestdo de uma dieta rica em gorduras e carboidratos, necessarios
pela demanda do organismo, leva a conversdo dos mesmos em trigliceridios no
figado. Esses trigliceridios sdo empacotados e liberados na circulagéo e
entregues a varios tecidos (principalmente musculos e tecido adiposo) para
armazenamento ou producdo de energia através da p-oxidagado mitocondrial e
peroxissomal. Em adicdo aos trigliceridios, as VLDLs contém colesterol,
ésteres de colesterol e apolipoproteinas (B-100, C-I, C-I, C-lll e E). Como as
quilomicra, as VLDLs adquirem apo C e apo E das HDLs plasmaticas. A porgcao
do acido graxo das VLDLs é liberada ao tecido adiposo e musculos da mesma
maneira que as quilomicra, através da LPL. A ac&do da LPL unida a perda de
certas apolipoproteinas (C) convertem a VLDL a IDL, também denominada de
VLDL remanescente.

A VLDL é, portanto, a particula formada para transportar o trigliceridio
endogeno para as tecidos extra hepaticos. Um esquema do metabolismo das

VLDL é demonstrado na figura 1.2.
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1.3.3 IDL

As IDLs sao formadas pela perda de trigliceridios das VLDLs. O destino
da IDL é a conversdo em LDL ou absorgao direta pelo figado. A IDL é
convertida a LDL pela remogao de trigliceridios. O figado utiliza a IDL apds a
interacdo com receptores de LDL formando complexos , os quais sofrem
endocitose pela célula. Para os receptores hepaticos da LDL reconhecerem a

IDL é requerido a presencga de ambas apo B-100 e apo E.

1.3.4 LDL

A sintese de colesterol, para ser utilizado como componente de
membrana é realizada por um dos dois caminhos: ou ele é sintetizado de novo
a partir dos limites celulares, ou ele é suprido de fontes extracelulares, pelas
quilomicra e LDLs. Como indicado acima, o colesterol exdgeno que passa para
as quilomicra é fornecido ao figado pela interagcdo das quilomicra
remanescentes com os seus receptores. As LDLs sao os principais carreadores
plasmaticos de colesterol a todos os tecidos.

As LDLs sdo absorvidas pelas células via receptores de LDL. A
absorcdo da LDL ocorre predominantemente no figado (75%), adrenais e
tecido adiposo. Como nas IDLs, as LDLs interagem com os receptores da LDL
requerendo a presenga da apo B-100, a apolipoproteina exclusiva da LDL. As
vesiculas da membrana endociticas (endossomo) fundem-se com os

lisossomos, pela qual as apolipoproteinas sdo degradadas e os ésteres de
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colesterol sdo hidrolizados para formar colesterol livre. O colesterol é entado
incorporado  nas membranas plasmaticas dependendo da necessidade
(Schneider,1993). Excesso de colesterol intracelular é reesterificado pela acil-
COA colesterol acil transferase (ACAT) para armazenamento intracelular. A
ACAT, é uma enzima intracelular que cataliza a formacado 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 presencga de

colesterol intracelular.

1.3.41 Subfracdes da LDL

Foram identificadas por ultracentrifugacdo e por eletroforese seis
principais subclasses da lipoproteina LDL.

-Padrédo B: S&o 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 A: S&o as duas maiores e menos densas das seis subclasses
da LDL (McNamara et al.,1992).

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

A conversao da LDL densa (padrao 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 doengas cardiovasculares, mesmo em

pacientes que possuem niveis normais de colesterol.
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1.3.4.2 Receptores da LDL

O receptor da LDL é uma proteina da superficie celular que regula o
colesterol plasmatico por absorcdo especifica das particulas de LDL da
corrente circulatéria (Smilde et al.,2001). E o principal carreador plasmatico de
colesterol do figado aos tecidos periféricos, principalmente para as adrenais e
para o tecido adiposo, também podendo retornar ao figado. A absorg¢do de
colesterol da LDL ocorre devido a interacdo da LDL com os seus receptores
(também chamado de receptor apo B-100/apo E) (Yamamoto,1996). A uUnica
apolipoproteina presente na LDL é a B-100, a qual é necessaria para a
interacao, lipoproteina-receptor.

O receptor € um polipeptideo de 839 aminoacidos que atravessa a
membrana plasmatica. Um dominio extracelular é responsavel pela ligagcao
entre a apo B-100/apo E. O dominio intracelular é responsavel pelo
agrupamento dos receptores da LDL em regides da membrana plasmatica
denominadas “ coated pit . Uma vez a LDL ligada ao receptor , o complexo é
rapidamente internalizado. A bomba de préton dependente de ATP diminui o
pH dos endossomos, o0 que resulta na dissociacdo da LDL do receptor. A
porcdo da membrana endossomal ancorada no receptor € entdo reciclada a
membrana plasmatica e o LDL contido nos endossomos funde-se com os
lisossomos. Hidrolases acidas dos lisossomos degradam as apolipoproteinas
liberando acidos graxos e colesterol. O colesterol livre é tanto incorporado a
membrana plasmatica ou esterificado (pela ACAT) e armazenado na célula.

O nivel de colesterol intracelular é regulado pela supressédo da sintese

de receptores da LDL e pela inibigdo da sintese de colesterol endégeno, ambas
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induzidas por excesso de colesterol. O aumento do nivel intracelular do
colesterol resultado da absorcdo de LDL, possui efeito de ativacdo da ACAT,
assim permitindo o armazenamento de colesterol nas células. Porém, o efeito
na supressao da sintese de receptores da LDL causa uma diminui¢do na taxa
pela qual a LDL e IDL sdo removidas do soro. Isto pode levar a um excesso na
circulagao dos niveis de colesterol e ésteres de colesterol, quando a entrada de
gordura na dieta excede a necessidade do organismo. O excesso de colesterol
tende a ser depositado na pele, tenddes e mais gravemente nas artérias,
levando a aterosclerose.

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

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

1.3.5 HDL

A HDL é sintetizada de novo no figado e intestino delgado, rica em
proteinas. Essas recentes HDLs formadas sao praticamente destituidas de
colesterol e ésteres de colesterol. As principais apolipoproteinas da HDL sao A-
I, C-I, C-ll e E (Rader,1996). De fato, a maior fungdo da HDL é atuar como
estoque circulante de apo C-I, C-ll e E.

As HDLs sao convertidas em particulas esféricas pela acumulagao de
ésteres de colesterol. Esta acumulagao converte a HDL nascente em HDL; e
HDLs;. Qualquer presenca de colesterol livre nas quilomocras e VLDL

remanescentes (IDL), pode ser esterificado pela agcdo de uma enzima
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associada a HDL, a lecitina colesterol aciltransferase (LCAT). A LCAT ¢
sintetizada no figado e assim chamada devido a transferéncia de acido graxo
da posicdo C-2 da lecitina para o C-3-OH do colesterol, gerando o éster de
colesterol e a lisolecitina. A atividade da LCAT requer interagcdo com a apo A-l ,
a qual é encontrada na superficie da HDL.

A HDL rica em colesterol retorna ao figado, onde é endocitada. A
absorcao hepatica da HDL, pode ser mediada através de um receptor da apo
A-l especifico da HDL ou através de interacbes entre os lipidios. Os
macrofagos também absorvem a HDL por interagcdes entre receptores da apo
A-l, podendo a HDL adquirir colesterol e apo E destas células. A adicdo de apo
E na HDL leva a um aumento na sua absorgédo e catabolismo pelo figado. A
HDL também pode obter o colesterol a partir das células de membrana,
diminuindo o nivel de colesterol intracelular, dessa maneira os ésteres de
colesterol armazenados nas proéprias células sdo mobilizados e substituem a
membrana plasmatica.

Os ésteres de colesterol da HDL também podem ser transferidos para a
VLDL e LDL pela agao da enzima CETP (proteina transferidora de ésteres de
colesterol) (Tall,17995). Esta proteina permite que o excesso de colesterol
celular retorne ao figado através de receptores da LDL e da HDL (Bagdade et

al., 1991).

1.3.51 Subclasses da HDL

A lipoproteina HDL compreende quatro subclasses variando em

tamanho e composigcdo, e a existéncia dessas varias particulas esta
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relacionada a um sistema de transporte lipidico organizado que representa o
remodelamento e provavel reciclamento das macromoléculas em resposta a
acgao de enzimas lipoliticas e proteinas transferidoras de lipidios. (Fidge, 1999).

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

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

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

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

HDLzb, HDLza, HDL3a e HDL3C.

1.3.5.2 Transporte reverso do colesterol

As HDLs nascentes captam colesterol nido 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 (via eliminag¢ao), neste caso, com reabsorgéo

de cerca de dois tergos do mesmo (ciclo éntero-hepatico).

27



Resumidamente Brites et al. (20000 demostram quatro principais
caminhos mais relevantes no transporte reverso do colesterol; (1) efluxo do
colesterol livre das células extrahepaticas e sua absorgcao por aceptores
iniciais, (2) esterificacdo do colesterol livre pela LCAT, (3) transferéncia dos
esteres de colesterol sintetizados pela HDL para lipoproteinas contendo apo B
e troca com os triglicerideos, transportado pela CETP e (4) absorgédo hepatica
dos ésteres de colesterol formados.

A Figura 1.3 resume esquematicamente o0 metabolismo acima

mencionado das lipoproteinas.

e —

Fonte: Publicacées da Labtest-Diagnostica, 1997,

4_

Figura 1.3 — Lipoproteinas - Sistema metabdlico exégeno e enddégeno

centralizado no figado.
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1.4  Apolipoproteinas

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

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 1.2), bem como seus
niveis no plasma. Cada uma destas etapas envolve uma ag¢ao 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.

1.4.1 Apolipoproteina A

As apolipoproteinas A constituem as principais proteinas encontradas na
HDL . Os genes que codificam a apo A-l, A-ll, A-IV estao localizados no brago
longo do cromossomo 11, 10 e 11 respectivamente (Birchbauer et al., 1993).

A sintese da apo A-l é predominantemente hepatica e intestinal,
estimulando o efluxo de colesterol das células periféricas e fornecendo
substrato para acdo da LCAT. Ela esta envolvida na transformagdo de HDL

nascente em maduro. Varios estudos epidemiolégicos e clinicos revelaram uma
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associagao 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 fungdes propostas

para a apo A-ll em relagao a ativagcao da LPL e inibicdo da LCAT ainda estao

para serem confirmadas (Mietus-Snyder et al., 1990).

A apo A-1V é um constituinte da quilomicra na linfa, sintetizado no figado,

sua sintese é controlada por fatores hormonais (insulina) e nutricionais

(gorduras).

Tabela 1.2 — Classificagdo das Apolipoproteinas

Apolipoproteina

Peso molecular (DA) Associacdes

Fun¢des e comentarios

Apo A-I

Apo A-lI

Apo A-IV

Apo B-48

Apo B-100

Apo C-l

Apo C-lI

Apo C-IIl

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 da HDL
Aumenta a atividade da HL

Presentes em lipoproteinas
ricas em trigliceridios

Exclusivamente encontrada
nas Quilomicra

Maior proteina da LDL
Liga-se a receptores da LDL

Pode também ativar a LCAT

Ativacao da LPL

Inibicdo da LPL

Estreitamente associada

com LCAT

Ligagdo aos receptores da
LDL
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1.4.2 Apolipoproteina B

A apo B é a principal por¢cdo 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, sendo expressa e
secretada pelos hepatdcitos, como parte da VLDL, com subsequente
hidrolisagao por lipases (HL e LPL), para tornar-se LDL (Cladaras et al., 1986).

A apo B-48, sintetizada pelas células intestinais € um importante
componente para agrupar e secretar a quilomicra, sendo a apo B-48

exclusivamente encontrada nesta lipoproteina.

1.4.3 Apolipoproteina C

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

A apo C-l é componente principal da VLDL, sendo capaz de ativar
moderadamente a LCAT.

A apo C-ll é um cofator da LPL extra-hepatica, a enzima responsavel
pela hidrélise de lipoproteinas ricas em triglicerideos, VLDL e quilomicra. Na
auséncia de apo C-Il, a atividade da LPL é prejudicada. A apo C-Il também
inibe a ligacdo de VLDL e quilomicra a receptores hepaticos, enderegando

estas lipoproteinas a depuracgéo extra-hepatica.
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A apo C-lll é componente do quilomicra e da VLDL, e é capaz de inibir a

LPL (Jeanpierre et al.,1984).

1.4.3.1 Disturbio metabdlico associado a deficiéncia da apo Cl|

A deficiéncia da apo CIl € um erro inato do metabolismo autossémico
recessivo. Esta deficiéncia resulta em uma alteragdo funcional na LPL.
Geralmente manifesta-se entre os 13 e 60 anos de idade. O sintoma
predominante neste disturbio, sdo dores abdominais, causados por ocorréncias

repetidas de pancreatite (Scriver et al.,2001).

1.4.4 Apolipoproteina D

Foi sugerido que a apo D possa funcionar como uma proteina de

transferéncia, auxiliando no movimento de ésteres de colesterol e triglicerideos

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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1.4.5 Apolipoproteina E

O local de sintese primaria da apo E é o figado, em menor extensao 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 €& catabolizada para IDL ou quilomicra remanescente,

respectivamente.

1.5 Deficiéncia da Lipoproteina Lipase (LPL)

A deficiéncia familiar da LPL é uma doenca rara, estimada, na
populacdo, em 1:1.000.000 de individuos. E uma deficiéncia autosémica
recessiva caracterizada pela acumulagado excessiva de quilomicra no plasma,
juntamente com aumento na concentragdo da VLDL. Esta doenga manifesta-se
na infancia e se da através de episédios de dores abdominais. Metade dos
pacientes com esta deficiéncia apresentam xantomas eruptivos na pele devido
a presencga 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 serao utilizados, pelos tecidos, como energia.
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1.6  Doenca inflamatéria - Aterosclerose

Aterosclerose € um doenga inflamatéria, que n&o esta relacionada
somente com a acumulacao de lipidios nas paredes arteriais (Ros,1999).

As lesdes da aterosclerose representam uma série de respostas
especificas celulares e moleculares (Ros,7993) e as lesbes ocorrem
principalmente nas artérias.

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

A disfuncdo endotelial, resultado de danos, leva a respostas
compensatoérias 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 inflamatério que neutralize ou remova os agentes
agressores, 0 processo pode continuar indefinidamente. Ao contrario, a
resposta estimula a migragcédo e proliferacdo de células musculares lisas que
interagem com a area inflamada, formado uma lesédo intermediaria. N&o
havendo combate ao processo, podera haver engrossamento da parede
arterial, sendo compensado por uma dilatagdo gradual. A resposta é mediada
por mondcitos e linfécitos T especificos em todas as fases da doenca,

migrando do sangue para a lesao.
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Deste modo, a acumulagdo de células mononucleares, devido a
migracao e proliferacdo de células musculares lisas, leva a um alargamento e
reestruturagcdo da lesao, tornando-a recoberta por uma camada fibrosa, que
consiste de um nucleo lipidico e tecido necrosado. Em um certo ponto, a
parede arterial dilatada altera o fluxo sanguineo.

A maior causa de dano ao endotélio, € a modificacdo da lipoproteina
LDL por oxidagao, glicagdo, agregacdo ou incorporagao a imunocomplexos
(Navab et al. 1996).

Quando as particulas de LDL sao capturadas pela artéria, elas podem
sofrer progressiva oxidagdo e serem internalizadas por macréfagos através de
receptores na superficie destas células (Steinberg,1997). A internalizagao leva
a formacado de perdxidos de lipidios facilitando a acumulagdo de ésteres de
colesterol, resultando em células “espumosas” (Griendling & Alexander, 1997).

A remocao das LDL modificadas é parte importante no processo inicial e
de protegdo dos macrofagos na resposta inflamatéria e redugcéo dos efeitos

negativos da LDL ao endotélio.

1.7  Significado clinico das dosagens referidas neste trabalho

1.7.1 Trigliceridios

A determinacgéo dos trigliceridios ocupa lugar de destaque porque é um

dado importante e necessario para a classificagdo e fenotipagem das
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hiperlipoproteinas (Patsch et al.,1992). A elevagcao dos niveis de ftrigliceridios
pode estar relacionada a varias doengas chamadas hiperlipidemias, sendo de
causa primarias ou secundarias. Os principais fendtipos descritos por
Frederickson que relacionam uma elevacgao nos trigliceridios sao os tipos |, 1b,

I, IVeV.

1.7.2 Colesterol-total

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
entre os niveis de colesterol, mais especificamente do LDL-colesterol e o risco
de doenga 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 doencga arterial coronariana (DAC).

1.7.3 HDL-colesterol

A HDL-colesterol tem um efeito protetor contra a prevaléncia da DAC
(Kalofoutis et al.,1999). Estudos demonstram que os niveis sdo 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)
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1.7.4 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).

1.7.5 Apolipoproteina A-|

A determinagao da apolipoproteina A-l representa um paradmetro mais
discriminatério que a determinacdo tipica dos lipidios nos estudos de
enfermidades cardiovasculares. E um marcador da lipoproteina HDL (Syvanne
et al.,1995) e os niveis plasmaticos estdo inversamente relacionados com a

DAC (Buring et al.,1993).

1.7.6 Apolipoproteina B

A determinacdo da apolipoproteina B representa um parametro mais
discriminatério da determinagdo da lipoproteina LDL nos estudos de
enfermidades cardiovasculares. Apo B é a principal apolipoproteina da LDL
(Rader et al,1994) e sua concentracdo plasmatica estd associada

positivamente com a DAC (Lamarche et al.,1996).
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1.7.7 Eletroforese de lipoproteinas

A eletroforese oferece vantagens em fornecer simultaneamente e
diretamente a medida do colesterol nas suas quatro principais classes de
lipoproteinas (Quilomicra, LDL, VLDL e HDL), e a visualizagdo das bandas
(origem, beta, pré-beta e alfa) podem permitir a identificacdo de fendtipos

incomuns (Contois et al.,1999).

1.8 Valores referenciais dos exames

Cada dosagem possui um valor referencial dentro dos quais os mesmos

sao considerados normais ou alterados. Esses valores sdo preconizados pela

Organizagao Mundial da Saude sendo os mesmos adotados neste trabalho.

Na tabela 1.3, apresentamos os valores referenciais para cada exame.

38



Tabela 1.3 — Valores referenciais das dosagens referidas neste trabalho, de

acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

VALORES REFERENCIAIS
(mg/dL)

Trigliceridios 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

Apolipoproteina A-I Normal: 90 a 190

Apolipoproteina B Normal: 50 a 100

Eletroforese de lipoproteinas Quilomicra: 0.0%
Beta lipoproteina (LDL): 38.6 a2 69.4%
Pré-beta lipoproteina (VLDL): 4.4 a23.1%
Alfa lipoproteina (HDL): 22.3a53.3%

1.9  Significado clinico de alteragdes no metabolismo lipoprotéico

Existem erros inatos do metabolismo que podem levar a hiper ou
hipolipoproteinemias. Uma classificagdo atual destas dislipoproteinemias €
mostrada nas tabelas 1.4 e 1.5.

A classificagao destes disturbios baseia-se em Frederickson (1964) e no

NHLBI (National Heart, Lung and Blood Institute).
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Tabela 1.4 — Classificacdo das Hiperlipoproteinemias

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

(Aumento) Plasma * Total proteina Lipoproteina

Quilomicra Camada cremosa, in- Normal a mo- Pronuncia- Normal Normal a 1 B-48 Faixa intensa Tipo |
franadante limpido deradamente damente ele- diminuido TA-IV na origem
ou levemente turvo  elevado vado T CH

LDL Limpido, possivel Geralmente Normal Elevado Normal a 1 B-100 Faixa Tipo 1A
aumento de tom elevado diminuido aumentada

amarelo — alaranjado

LDL,VLDL Limpido a levemente Elevado Elevado Elevado Normal a 1 B-100 Faixa g e pré-B Tipo IIB
Turvo diminuido aumentadas
IDL Turvo a opaco Elevado Elevado Normal a Normal a T E-ll Faixa p Tipo 11l
diminuido diminuido J E-lI larga
L E-IV
VLDL Turvo a opaco Normalale- Moderadoa  Normal Normal a N 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 N c-ll Faixa intensa Tipo V
Quilomicra franadante turvo a deradamente mente elevado diminuido 1 B-48 na origem, faixa
opaco elevado 1 B-100 pré-B aumentada
HDL Limpido Normal a mo- Normal Normal Elevado T Al Faixa a Hiperalfali-
deradamente T A aumentada poproteine-
elevado mia

* Apos 16 horas a 4° C. ** Segundo Frederickson
Fonte: Adaptado de Burtis, C.A. e Ashwood, E.R.: Tietz - Fundamentos de Quimica Clinica 1998, p 374.



Tabela 1.5 - Classificagdo das Hipolipoproteinemias

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

LDL Limpido Pronunciada- Diminuido Ausente Normal 4 B-100 Faixa B ausente Abetalipo-
mente dimi- e pré-p diminuida proteinemia
nuido

LDL Limpido Leve a pronun- Normal Diminuido Normal 4 B-100 Faixa B diminuida Hipobetali-
ciadamente di- poprotei-
minuido nemia

HDL Limpido Normal a Normal Normal Ausente WA Faixa o ausente Analfalipo-
diminuido WAl proteinemia

24 C-lil

HDL Limpido Normal, Normal a Normal a Diminuido YA Faixa B ausente Hipoalfali-
diminuido ou  diminuido aumentado WA poprotei-
aumentado nemia

* Apos 16 horas a 4° C. ** Segundo Frederickson
Fonte: Adaptado de Burtis, C.A. e Ashwood, E.R.: Tietz - Fundamentos de Quimica Clinica 1998, p 374

xli



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo principal deste trabalho foi demostrar alteragbes relacionadas
aos niveis de trigliceridios, lipoproteinas e apolipoproteinas em individuos

descendentes de japoneses que residem na regido de Cascavel (PR).

2.2 Especificos

Estabelecer os niveis de triglicerideos, colesterol total, HDL-colesterol,
LDL-colesterol, apolipoproteina A-1, apolipoproteina B e padrao eletroforético
de lipoproteinas em amostras de sangue de individuos descendentes ou n&o
de japoneses desta regido.

Comparar os niveis de triglicerideos, colesterol total, HDL-colesterol e
LDL-colesterol de individuos com ascendéncia japonesa com 0s niveis de
individuos sem ascendéncia e juntamente com dados da literatura, levando em
consideragado os niveis estabelecidos pela Organizagdo Mundial da Saude

(OMS).



3 MATERIAIS e METODOS

3.1 Amostra

Para este trabalho foram utilizados dois grupos de individuos:

Grupo controle: Noventa e seis individuos sem ascendéncia japonesa, que n&o
possuiam diabetes, aterosclerose ou doencga coronariana
conhecida. Estes individuos eram provenientes da cidade de
Cascavel (PR).

Grupo oriental: Noventa e seis individuos com ascendéncia japonesa,
provenientes da mesma regido do grupo controle e com 0s
mesmos critérios de exclusao.

Estes dois grupos foram subdivididos em 7 outros grupos de acordo com

a faixa etaria de seus participantes. Na tabela 3.1 podemos observar as faixas

etarias utilizadas e o numero de individuos em cada uma delas.

Tabela 3.1 — Subdivisdo do grupo controle e oriental em faixas etarias e

numero de participantes em cada uma.

Numero de individuos

Faixa etaria Grupo controle Grupo oriental
10a19 09 09
20a29 16 16
30a39 08 08
40 a 49 14 14
50 a 59 19 19
60 a 69 19 19

70a89 11 11




Dentro de cada faixa etaria os individuos ainda foram divididos em
outros dois grupos: aqueles que obtiveram valores das analises laboratoriais
dentro dos limites normais estabelecidos para cada exame pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) e os que obtiveram valores acima dos valores
normais. Um esquema ilustrando a divisdo e expondo a numeragao dos grupos

utilizada em todo o trabalho pode ser observado na figura 3.1.

Grupo 1: valores das dosagens no
limite da normalidade

Controles
Grupo 2: valores das dosagens acima
da normalidade
Faixa etaria
= R
g o p Grupo 3: valores das dosagens no
e limite da normalidade
Orientais A

Grupo 4: valores das dosagens acima
da normalidade

Figura 3.1 — Divisdo e numeragéo dos grupos apresentados neste trabalho

3.2 Coleta das Amostras

Para ambos os grupos, os individuos de origem japonesa e 0s sem
ascendéncia oriental 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 hs da manh& sob supervisdo do mestrando, no



laboratdrio Parzianello em Cascavel (PR). Para cada faixa etaria de individuo
de origem japonesa era coletado um sem ascendéncia oriental.

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 10 ml de sangue, através de pung¢ao venosa. As amostras
foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 mim e o soro armazenado em
recipientes adequados, sendo logo apds congelado a —40° C para posterior
analise.

No término da coleta de todos os individuos, as amostras foram
transportadas em um isopor contendo gelo seco e levadas ao Servigo de

Genética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

3.3 Analises das amostras

As amostras permaneceram 10 dias congeladas a —40° C, sendo
descongeladas um dia anterior as analises laboratoriais.

As analises foram realizadas no Laboratério de Pesquisa do HCPA nos
aparelhos automatizados Cobas Mira (Roche) e Hidrasys (Sebia). Através do
aparelho Cobas Mira foram determinados os niveis de trigliceridios, colesterol

total, HDL-colesterol, LDL-colesterol. Ja as determinagdes da apolipoproteina



A-1 e apolipoproteina B foram realizadas somente nos individuos de origem
japonesa, cujo motivo é explicado no item Resultados
Pelo aparelho Hidrasys foi realizado a eletroforese de lipoproteinas do

soro dos individuos de origem japonesa.

3.4 Meétodos utilizados

3.4.1 Dosagem de Trigliceridios

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 hidrélise dos
trigliceridios, catalisada pela lipase da lipoproteina € convertido pela agao da
glicerolquinase em glicerol-3-fosfato, que é oxidado a dihidroxiacetona e
peréxido de hidrogénio na presenca da glicerolfosfato oxidase. A reagao de
acoplamento que ocorre entre peréxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e
ESPAS é catalisada pela peroxidase produzindo a quinoneimina que tem
maximo de absorbancia em 540 nm. A intensidade da cor violeta formada é
diretamente proporcional a concentragéo dos trigliceridios na amostra.

O reagente de cor é formado por uma solugdo tampao 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 U/,
glicerolfosfato > 2500 U/I, lipase de lipoproteina > 100 KU/I, peroxidase > 350

U/l e azida sodica 1,54 mmol/L.



As determinagdes segundo o esquema da figura 3.2, foram realizadas

no aparelho Cobas Mira.

300 pl (reagente de cor) + 3 ul (amostra)

WV 10 min

Resultado (mg/dL)

Figura 3.2 — Esquema de reagéo para a dosagem de trigliceridios em aparelho

Cobas Mira.

3.4.2 Dosagem de Colesterol total

A dosagem de colesterol total também baseia-se em um sistema
enzimatico com reagao de ponto final, em amostras de soro e foi desenvolvido
como preconizado pelo kit da Labtest-Diagnostica (2001). Os ésteres de
colesterol sao hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol livre e acidos
graxos. O colesterol livre é oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-enona e
peréxido de hidrogénio. Na presenga de peroxidase e perdxido de hidrogénio, o
fenol e a 4 aminoantipirina s&o oxidados formando antipirilquinonimina 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 sdodio 0,5 mmol/L, azida sdédica 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 3.3, foi

realizada no aparelho Cobas Mira.

300 pl (reagente de cor) + 3 ul (amostra)

WV 10 min

Resultado (mg/dL)

Figura 3.3 — Esquema de reagéo para a dosagem de colesterol total em

aparelho Cobas Mira.

3.4.3 Dosagem de HDL-colesterol

Este método foi desenvolvido de acordo com o preconizado pelo kit da
Labtest-Dianostica (2001). Constitui-se um sistema homogéneo direto do HDL-
colesterol no soro. Este sistema utiliza dois reagentes que possibilitam a
dosagem seletiva do colesterol ligado as HDL. O primeiro reagente contém um
polidnion que forma complexos estaveis com superficies das 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 reagdo com as enzimas presentes no segundo reagente. Como
somente o colesterol HDL fica sujeito a acdo das enzimas, a cor resultante da
segunda reacao é diretamente proporcional a concentracdo do colesterol HDL
da amostra.

Os reagentes sdo formados por um polidnion 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 determinagdes, segundo o esquema da figura 3.4, foram realizadas

no aparelho Cobas Mira.

200 pl (polianion) + 65 ul (enzimas) + 2 ul (amostra)

7

10 min

Resultado (mg/dL)

Figura 3.4 — Esquema de reagdo para a dosagem de HDL-colesterol em

aparelho Cobas Mira.

3.4.4 Dosagem de LDL-colesterol



A determinagao do LDL-colesterol baseia-se em um sistema de inibigao
seletiva direta no soro e foi desenvolvido como preconizado pelo kit da Diasys-
Diagnostic Systems International (2001). E um método homogéneo sem
centrifugacdo para a medi¢ao direta do LDL-colesterol. No primeiro passo, a
LDL é seletivamente protegida (reagente 1), enquanto as lipoproteinas néo LDL
sdo enzimaticamente processadas. Num segundo passo (reagente 2), a LDL é
liberada e seletivamente determinado por uma reagdo enzimatica com
producéo 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 é composto por 22 mmol/L de solugao tampao, pH 7,0, 0,68 mmol de 4-
aminoantipirina, > 3 kU/L de peroxidase e azida sddica.

O aparelho Cobas Mira foi utilizado para realizar as determinagdes,

segundo o esquema da figura 3.5.

200 ul (reagente 1) + 50 ul (reagente 2) + 2 ul (amostra)

7

10 min

Resultado (mg/dL)

Figura 3.5 — Esquema de reagdo para a dosagem de LDL-colesterol em

aparelho Cobas Mira.



3.4.5 Apolipoproteina A-l

A determinagdo da apolipoproteina A-l baseia-se em um sistema
imunoturbidimétrico, em amostras de sangue e foi desenvolvido pelo Kit da
SpinReact S.A. 2001. A amostra diluida com uma solugcédo tampéao (reagente 1)
com excesso de anticorpo (reagente 2), forma um imunocomplexo insoluvel
produzindo uma turbidez, cuja intensidade €& proporcional a quantidade de
antigeno (apolipoporteina A-l) presente na amostra.

O reagente de trabalho é composto pelos regentes 1 e 2. O reagente 1
contém uma solugad tampao TRIS / PEG, 100 mmol/L, em pH 7,5. O reagente
2 é composto por antisoro de apolipoproteina A-I.

As determinagdes foram realizadas, segundo o esquema da figura 3.6

no aparelho Cobas Mira.

200 pl (reagente de trabalho) + 4 ul (amostra)

* 10min

Resultado (mg/dL)

Figura 3.6 — Esquema de reacéo para a dosagem da apolipoproteina A-l em

aparelho Cobas Mira.

3.4.6 Apolipoproteina B



A apolipoproteina B foi determinada por um sistema imunoturbidimétrico,
em amostras de sangue, de acordo com o Kit da SpinReact S.A. 2001. A
amostra diluida com uma solugdo tampdo (reagente 1) com excesso de
anticorpo (reagente 2), forma um imunocomplexo insoliuvel produzindo uma
turbidez, cuja intensidade € proporcional a quantidade de antigeno
(apolipoproteina B) presente na amostra.

O reagente de trabalho é composto pelos regentes 1 e 2. O reagente 1
contém uma solugao tampéao TRIS / PEG, 100 mmol/L, em pH 7,5. O reagente
2 é composto por antisoro de apolipoproteina B.

As determinagdes foram realizadas no aparelho Cobas Mira, segundo o

esquema da figura 3.7.

200 ul (reagente de trabalho) + 20 ul (amostra)

* 10min

Resultado (mg/dL)

Figura 3.7 — Esquema de reagdo para a dosagem da apolipoproteina Bl em

aparelho Cobas Mira.

3.4.7 Eletroforese de lipoproteinas



As analises foram executadas por eletroforese em gel de agarose com

tampao alcalino (pH 8.8). As lipoproteinas separadas sao coradas pelo Sudan

Black, um corante especifico para lipidios. O excesso de corante € removido

por uma solugao alcoolica. O resultado dos eletroforegramas foi avaliado por

densitometria para obtencao quantitativa das zonas individuais (Sebia, 2001).

Abaixo estdo relacionados os reagentes e materiais e suas fungoes,

para ser realizada a eletroforese.

Gel de agarose: 0,8 g/dL de agarose, tampéao alcalino com pH 8,8;
suporte médio para eletroforese de lipoproteina.

Tiras contendo tampao: tampao alcalino com pH 8,5, azida sddica;
funciona como reservatorio e garante o contato entre os eletrodos e o
gel.

Coloragao Sudan Black: 120 mL de etanol puro (96%), 2 ml do
corante Sudan Black, 90 ml de agua deionizada, 10 mL de solugcao
tampao-corante; cora as bandas separadas da eletroforese.
Tampao-corante: Tampao com pH 4,8, acido acético; componente da
coloragao do Sudan Black.

Aplicador: Aplica a amostra no gel.

Filtro de papel: Absorve o excesso de umidade do gel antes da
aplicacao da amostra.

Solugao descorante: 220 mL de solugao contendo 45% de etanol e
55% de agua destilada; descora e remove o excesso de corante no
gel.

Solugéo de lavagem (n° 1) Hydrasis: Tampao alcalino com pH 8,8, e

azida sddica; serve para limpar o compartimento de coloragao.



e Solugédo de lavagem (n° 2): 1 L de solugéo contendo 75% de etanol
puro e 25% de agua deionizada; lavar o compartimento de coloragao
apos corado o gel.

e Fluidil: diluir amostras turvas e viscosas.

As eletroforeses de lipoproteinas foram realizadas no aparelho Hydrasis

System, segundo o esquema da figura 3.8.



10 ul das amostras foram colocadas nos aplicadores

Tiras com tampé&o foram colocadas entre os eletrodos

v
Gel adaptado foi colocado no local especifico
v
Os aplicadores foram inseridos no aparelho
v
O processo da eletroforese foi iniciado
v
O gel foi colocado no compartimento para ser corado
v
O gel corado e seco foi retirado

7

Andlise (scanner) através de densitometria

Figura 3.8 — Esquema da realizagéo da eletroforese de lipoproteina em

aparelho Hydrasis System.



3.5 Analise estatistica

Para detectarmos uma diferenca significativa entre os grupos
(descendentes japoneses e sem ascendéncia oriental), o nivel de significancia
para os testes foi p < 0,05 em teste bicaudal. O teste estatistico utilizado foi o
de analise de varianga com fator unico (ANOVA) seguido pelo teste de Turkey

guando houvessem diferengas significativas.



4 RESULTADOS

4.1 Niveis de trigliceridios

Nossa amostra foi composta por 4 grupos, como descrito em Material e
Métodos. O nivel de trigliceridios considerado como normal foi igual ou inferior
a 200 mg/dL.

De acordo com os niveis de trigliceridios, 88 dos individuos sem
ascendéncia oriental (91,6%) constituiram o grupo 1, ou seja, apresentaram
niveis de trigliceridios abaixo ou igual a 200 mg/dL. Os 8 individuos restantes
(8,4%) formaram o grupo 2. Dos 96 individuos de ascendéncia oriental, 78
(81,3%) apresentaram niveis de trigliceridios menores ou iguais a 200 mg/dL
(grupo 3) e 18 (18,7%) niveis acima deste valor (Figura 4.1).

Comparando-se a porcentagem de individuos sem ascendéncia oriental
com niveis maiores que 200 mg/dL (8,4%) com a porcentagem de individuos
de ascendéncia japonesa pertencentes ao grupo 4 (18,7%), observamos que
esta ultima é significativamente maior que a primeira, ou seja, ha mais
individuos com ascendéncia oriental e niveis de trigliceridios aumentados do
que individuos sem esta ascendéncia (y*=4,44; p < 0,05).

Analisando-se estatisticamente os dados, observamos que os niveis de
trigliceridios do grupo 4, foram estatisticamente maiores que aqueles dos
demais grupos, ja o grupo 2, apresentou niveis estatisticamente superiores

aqueles dos grupos 1 e 3 [F(3,191)=42,78; p < 0,001].
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Figura 4.1 — Niveis de trigliceridios (mg/dL) em individuos com ou sem
ascendéncia oriental. Grupos descritos em Material e Métodos. a =
estatisticamente maior que o grupo 1 e 3; b = estatisticamente maior que 0s

grupos 1, 2 e 3, pelo teste ANOVA, p < 0,001.

Quando separamos nossa amostra por faixa etaria (Figura 4.2),
observamos que no grupo 2 estavam somente individuos com 40 anos ou mais
€ no grupo 4, individuos com 30 anos ou mais. Nos grupos 1 e 3, encontramos
individuos de todas as faixas etérias.

A partir da faixa etaria de 30 a 39 anos, os valores do grupo 4 sao
maiores que aqueles observados nos grupos 1 e 3. A partir de 40 a 49 anos, os
valores do grupo 2 também mostraram-se maiores que os dos grupos 1 e 3 .
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos 2 e 4 em todas as faixas
etarias analisadas. O valor de F quando p < 0,05 para cada faixa etaria

encontra-se no anexo 1.
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Figura 4.2 - Niveis de trigliceridios, levando-se em consideragcdo as faixas

etarias de cada grupo. Grupos descritos em Material e Meétodos. a

estatisticamente maior que o grupo 1 e 3, pelo teste ANOVA, p < 0,05.

4.2 Niveis de Colesterol

Nossa amostra foi composta por 4 grupos, como descrito em Material e
Métodos. O nivel de colesterol total considerado como normal foi igual ou
inferior a 200 mg/dL.

De acordo com os niveis de colesterol total, 60 dos individuos sem
ascendéncia oriental (62,5%) constituiram o grupo 1, ou seja, apresentaram
niveis de colesterol total abaixo ou igual a 200 mg/dL. Os 36 individuos
restantes (37,5%) formaram o grupo 2. Dos 96 individuos descendentes
japoneses, 29 (30,5%) apresentaram niveis de colesterol total menores ou

iguais a 200 mg/dL (grupo 3) e 67 individuos (69,7%) niveis acima deste valor.



Comparando-se a porcentagem de individuos sem ascendéncia oriental
(Figura 4.3) com niveis de colesterol total maiores que 200 mg/dL (37,5%) com
a porcentagem de individuos descendentes de japoneses pertencentes ao
grupo 4 (69,7%), observamos que esta ultima é significativamente maior que a
primeira, ou seja, ha mais individuos descendentes de japoneses com niveis de
colesterol total aumentados do que individuos sem esta ascendéncia
(x*=20,13; p < 0,01).

Analisando-se estatisticamente os dados, observamos que os niveis de
colesterol total do grupo 4, foram estatisticamente maiores que aqueles dos
demais grupos, ja o grupo 2, apresentou niveis estatisticamente superiores

aqueles dos grupos 1 e 3 [F(3,191)=146,66; p < 0,001].
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Figura 4.3 — Niveis de colesterol total (mg/dL) em individuos com ou sem
ascendéncia oriental. Grupos descritos em Material e Métodos. a =
estatisticamente maior que o grupo 1 e 3; b = estatisticamente maior que os

grupos 1, 2 e 3, pelo teste ANOVA, p < 0,001.



Quando separamos nossa amostra por faixa etaria, observamos no
grupo 2 (Figura 4.4) que os niveis de colesterol total acima de 200 mg/dL
estavam presentes somente nos individuos com 30 anos ou mais e no grupo 4,
haviam individuos de todas as faixas etarias. Nos grupos 1 e 3 encontramos
individuos de todas as faixas etarias.

A partir da faixa etaria de 10 a 19 anos, os valores do grupo 4 sao
maiores que o grupo 1,2 e 3. A partir de 30 a 39 anos os valores do grupo 2
mostraram-se maiores que os dos grupos 1 e 3 . Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos 1 e 3 em todas as faixas etarias. O valor de F

quando p < 0,05 para cada faixa etaria encontra-se no anexo 2.
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Figura 4.4 — Niveis de colesterol total (mg/dL), levando-se em consideragao as
faixas etarias de cada grupo. Grupos descritos em Material e Métodos. a =

estatisticamente maior que o grupo 1 e 3, pelo teste ANOVA, p < 0,05.



4.3 Niveis de HDL-colesterol

O nivel de HDL-colesterol considerado como normal foi igual ou superior
a 35 mg/dL.

De acordo com os niveis plasmaticos de HDL-colesterol, 87 dos
individuos sem ascendéncia oriental (90,6%) constituiram o grupo 1, ou seja,
apresentaram niveis de HDL-colesterol acima ou igual a 35 mg/dL. Os 9
individuos restantes (9,4%) formaram o grupo 2 (< 35 mg/dL). Dos 96
individuos descendentes de japoneses, 88 (91,6%) apresentaram niveis da
HDL-colesterol maiores ou iguais a 35 mg/dL (grupo 3) e 8 (8,4%) niveis abaixo

deste valor (Figura 4.5).
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Figura 4.5 — Niveis da HDL-colesterol (mg/dL) em individuos com ou sem
ascendéncia oriental. Grupos descritos em Material e Métodos. a =

estatisticamente menor que o grupo 1 e 3, pelo teste ANOVA p < 0,001.



Comparando a porcentagem de individuos sem ascendéncia oriental
com niveis de HDL-colesterol menor que 35 mg/dl (9,4%) com a porcentagem
de individuos de ascendéncia japonesa pertencentes ao grupo 4 (8,4%),
observamos que os dois grupos comportaram-se da mesma maneira, ou seja,
ha um mesmo numero de individuos sem ascendéncia oriental e niveis da
HDL-colesterol diminuidos que individuos com esta ascendéncia .

Analisando-se estatisticamente os dados, observamos que os niveis da
HDL-colesterol dos grupos 2 e 4, foram estatisticamente menores que aqueles
dos grupos 1 e 3 [F(3,191)=22,36; p <0,001].

Quando separamos nossa amostra por faixa etaria, observamos que no
grupo 2 e 4 (Figura 4.6), os niveis da HDL-colesterol abaixo de 35 mg/dL
estavam presentes somente nos individuos acima de 30 anos. Nado houve
individuos com ascendéncia oriental com menos de 35 mg/dL de HDL-
colesterol na faixa de 60 a 69 anos.

Na faixa etaria de 30 a 39 anos observamos diferenca estatistica entre
os grupos 3 e 4. Na faixa de 40 a 49 anos, observamos que os niveis da HDL-
colesterol nos individuos com ascendéncia oriental (grupo 4) sdo menores e
estatisticamente diferentes que os grupos 1 e 3. Porém, entre a faixa etaria de
50 a 59 anos além da diferenga acima, observamos que o grupo 2 também
diferiu do grupo 3. Contudo na faixa de 60 a 69 anos os niveis plasmaticos de
HDL-colesterol dos individuos sem ascendéncia oriental (grupo 2) foram
menores e diferentes quando comparados aos dos grupos 1 e 3. O valor de F

quando p < 0,05 para cada faixa etaria encontra-se no anexo 1.
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Figura 4.6 — Niveis da HDL-colesterol (mg/dL), levando-se em consideragéo as
faixas etarias de cada grupo. Grupos descritos em Material e Métodos. a =
estatisticamente menor que o grupo 1 e 3; b = estatisticamente menor que o

grupo 3, teste de ANOVA, p < 0,05.

4.4 Niveis de LDL-colesterol

O nivel da LDL-colesterol considerado como normal foi igual ou inferior
a 130 mg/dL.

De acordo com os niveis da LDL-colesterol, 66 dos individuos sem
ascendéncia oriental (68,7%) constituiram o grupo 1, ou seja, apresentaram
niveis de LDL-colesterol abaixo ou igual a 130 mg/dL. Os 30 individuos
restantes (31,3%) formaram o grupo 2. Dos 96 individuos descendentes de
japoneses, 37 (38,7%) apresentaram niveis da LDL-colesterol menores ou
iguais a 130 mg/dL (grupo 3) e 59 individuos (61,3%) niveis acima deste valor

(Figura 4.7).



Comparando-se a porcentagem de individuos sem ascendéncia oriental
(Figura 4.7) com niveis da LDL-colesterol maiores que 130 mg/dL (31,3%) com
a porcentagem de individuos descendentes de japoneses pertencentes ao
grupo 4 (61,3%), observamos que esta ultima é maior que a primeira, ou seja,
ha mais individuos descendentes de japoneses e niveis de LDL-colesterol
aumentados do que individuos sem esta ascendéncia (x°=17,62; p < 0,01).

Analisando-se estatisticamente os dados, observamos que os niveis de
LDL-colesterol do grupo 4, foram estatisticamente maiores que aqueles dos
demais grupos, ja o grupo 2, apresentou niveis estatisticamente superiores

aqueles dos grupos 1 e 3 [F(3,191)=153,51; p < 0,001].
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Figura 4.7 — Niveis da LDL-colesterol (mg/dL) em individuos com ou sem
ascendéncia oriental. Grupos descritos em Material e Métodos. b =
estatisticamente menor que os grupos 2 e 4, ¢ = estatisticamente menor que 0s

grupos 2 e 4, pelo teste ANOVA, p < 0,001.



Quando separamos nossa amostra por faixa etaria, observamos que no
grupo 2 (Figura 4.8), niveis de LDL-colesterol acima de 130 mg/dL foram
encontrados somente nos individuos com 30 anos ou mais. Nos grupos 1, 3 e 4

encontramos individuos de todas as faixas etarias.
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Figura 4.8 — Niveis da LDL-colesterol (mg/dL), levando-se em consideragéo as
faixas etarias de cada grupo. Grupos descritos em Material em Métodos. a =
estatisticamente maior que o grupo 1 e 3; b = estatisticamente maior que o

grupo 1, pelo teste ANOVA, p < 0,05.

Os niveis de LDL-colesterol nas faixas etarias de 10 a 19 e 20 a 29 anos
do grupo 4 foram estatisticamente maiores que aqueles do grupo 1. A partir dos
30 a 39 anos até os 50 a 59 anos os grupos 2 e 4 possuem niveis similares de
LDL-colesterol, mas estes sao significativamente maiores que aqueles dos
grupos 1 e 3. Nas duas ultimas faixas etarias, individuos descendentes de
japoneses (grupo 4) continuam apresentando niveis similares aos do grupo 2,

sem ascendéncia oriental e maiores que os do grupo 1 e 3. O grupo 2 diferiu



significativamente somente do grupo 1. O valor de F quando p < 0,05 para

cada faixa etaria encontra-se no anexo 2.

4.5 Niveis de VLDL-colesterol

O nivel da VLDL-colesterol considerado como normal foi igual ou abaixo
de 40 mg/dL.

De acordo com os niveis da VLDL-colesterol, 88 dos individuos sem
ascendéncia oriental (91,6%) constituiram o grupo 1, ou seja, apresentaram
niveis da VLDL-colesterol abaixo ou igual a 40 mg/dL. Os 8 individuos
restantes (8,4%) formaram o grupo 2. Dos 96 individuos de ascendéncia
oriental, 78 (81,3%) apresentaram niveis da VLDL-colesterol menores ou iguais
a 40 mg/dL (grupo 3) e 18 individuos (18,7%) tiveram niveis acima deste valor
(Figura 4.9).

Comparando-se a porcentagem de individuos sem ascendéncia oriental
com niveis maiores que 40 mg/dL de VLDL-colesterol (8,4%) com a
porcentagem de individuos de ascendéncia japonesa pertencentes ao grupo 4
(18,7%), observamos que esta ultima é significativamente maior que a primeira,
ou seja, ha mais individuos com ascendéncia oriental e niveis da VLDL-
colesterol aumentados do que individuos sem esta ascendéncia (y%=4,44; p <
0,05).

Analisando-se estatisticamente os dados, observamos que os niveis da
VLDL-colesterol do grupo 4, foram estatisticamente maiores que aqueles dos
demais grupos, ja o grupo 2, apresentou niveis estatisticamente superiores

aqueles dos grupos 1 e 3 [F(3,191)=42,79; p < 0,001].
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Figura 4.9 — Niveis da VLDL-colesterol (mg/dL) em individuos com ou sem
ascendéncia oriental. Grupos descritos em Material e Métodos. a =
estatisticamente maior que o grupo 1 e 3; b = estatisticamente maior que 0s

grupos 1, 2 e 3, pelo teste ANOVA, p < 0,001.

Os individuos ndo foram separados em faixas etarias para os niveis de
VLDL-colesterol, pois 0 modo pela qual foi obtido o valor desta foi através do
calculo, trigliceridios/5. Quando comparado os grupos de individuos, a divisdo
por faixa etaria para os niveis de VLDL-colesterol tem o mesmo perfil que os

niveis de trigliceridios separados por idade (Figura 4.2).

4.6 Apolipoproteina A-1 e Apolipoproteina B

Pelo que foi exposto acima, podemos observar que no grupo 4, aquele

cujos individuos possuem ascendéncia japonesa, todos os parédmetros

analisados estavam fora da normalidade fazendo com que este grupo diferisse



significativamente dos demais grupos. Isto nos levou a avalia-los quanto a
medida da apolipoproteina A-I e B comparando os resultados com aqueles dos
individuos com a mesma ascendéncia mas que tinham todos os parametros
dentro da normalidade (grupo 3). Nao foi possivel estendermos a avaliagcéao
para o grupo 1 e 2 devido ao custo das técnicas empregadas.

Na tabela 4.1 estdo relacionados os valores dos niveis de
apolipoproteina A-l e apolipoproteina B nos individuos descendentes de
japoneses. Esta tabela mostra os valores dos ensaios acima descritos, levando
em consideragao os valores limitrofes de trigliceridios e colesterol total e de
HDL-colesterol e LDL-colesterol, ou seja, os resultados acima e abaixo dos

valores normais, respectivamente (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Niveis de apolipoproteina A-I e apolipoproteina B, baseado nos

valores das dosagens de TG, CT, HDL, LDL.

Ensaios (mg/dL)

TG TC LDL HDL
<200 >200 <200 >200 <130 > 130 >35 <35
Apo A-l 138£19 123+18* 137£18 135+21 137£19 134+20 138£19 111+10*
Apo B 89+£22 100+£23 71£12 101£21* 7111 103£19* 92123 81+17

Valores representam a média + DP. * diferenga significativa pelo teste “t ” de
Student (p < 0,05).

Individuos do grupo 4 que apresentaram valores de trigliceridios acima
de 200 mg/dL e valores da HDL-colesterol abaixo de 35 mg/dL, foram os que
mostraram valores estatisticamente menores de apolipoproteina A-I quando
comparados com os individuos (grupo 3) com os mesmos paramétros dentro

do limite da normalidade (t= 3,36, p<0,001; t= 4,07, p<0,001, respectivamente).



Os individuos que obtiveram dosagem de colesterol total acima de 200
mg/dL e niveis de LDL-colesterol maior que 130 mg/dL (grupo 4), foram
aqueles que obtiveram niveis de apolipoproteina B estatisticamente maior,
quando comparados com individuos do grupo 3 (t= 7,23, p <0,001; t= 8,89,
p<0,001, respectivamente).

Por outro lado, se separarmos os individuos em grupos 3 e 4 de acordo
com os niveis de trigliceridios (tabela 4.2), podemos observar, que aqueles do
grupo 4, além de possuirem apolipoproteina A-l diferente daqueles do grupo 3,
possuem também colesterol total (t= 3,56, p < 0,001) e VLDL-colesterol (t=
7,77, p < 0,001) significativamente maiores e HDL-colesterol (= 4,34, p <

0,001) significativamente menor que aqueles deste grupo.

Tabela 4.2 — Niveis de lipoproteinas e apolipoproteinas nos individuos

Japoneses, baseado nos valores de trigliceridios.

Trigliceridios (mg/dL)
Grupo 3 (n=78) Grupo 4 (n=18)
Colesterol total 215 +46 260 +42 *
HDL-colesterol 52 +10 40 +10~*
LDL -colesterol 139 + 37 165 + 35
VLDL-colesterol 26 +5 80 +61*
Trigliceridios 130 + 28 400 + 306 *
Apolipoproteina A-I 138 +19 123 +18 *
Apolipoproteina B 89 +22 100 + 23

Média + desvio padrao. * diferente estatisticamente do grupo 3 pelo teste “t “
de Student (p < 0.001).



4.7  Eletroforese de lipoproteinas

As eletroforeses de lipoproteinas foram realizadas em todos os
individuos descendentes de japoneses (grupo 3 e 4), com o intuito de
demonstrar alteragdes nas classes de lipoproteinas.

Observamos que houveram dois padrdes eletroforéticos (Figura 4.10).
Alguns individuos obtiveram altera¢des nas quilomicras e VLDL (6 individuos),
referente as bandas da origem e pré-beta, e outros alteragdes somente na
lipoproteina VLDL (pré-beta) (12 individuos). Na figura 4.10 sao representados

somente alguns individuos do total analisado.
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LDL (bets) ——— H-IHH-!“HHH_H

Eilomicra [origem] —

1T 2 3 4 5 & T B 95 10 1

Figura 4.10 - Eletroforese de lipoproteina. 1: individuo descendente de japonés
(grupo 3); 2: individuo sem ascendéncia oriental (grupo 1); 3-5: individuos
descendentes de japoneses (grupo 4) com alteragcdo na banda pré-beta; 6-11:
individuos descendentes de japoneses (grupo 4) com alteragdo na banda

relacionada a origem e pré-beta.



ApoOs realizada a eletroforese, as bandas foram quantificadas por
densitometria (figura 4.11). A analise dos resultados permite-nos inferir que
todos os individuos com aumento da banda da origem (quilomicra) e/ou pré-

beta (VLDL) confirmaram este aumento na densitometria.

Loh b

Figura 4.11- Gréaficos das eletroforeses de lipoproteinas, por densitometria
(scanner) A — representa um padrdo normal. B — representa um aumento na
banda pré-beta, referente a lipoproteina VLDL. C — representa um padrdo
anormal, com aumento na banda de origem (Quilomicra) e na banda pré-beta
(VLDL). Na figura 4.10, n° 1-2 referem-se ao grafico A; n° 3-5 grafico B e n° 6-

11 ao gréfico C.



5 DISCUSSAO

5.1  Trigliceridios

Segundo  The International =~ Committee  for  Evaluation  of
Hypertriglyceridemia (1991), a hipertrigliceridemia é definida por um aumento
nos niveis plasmaticos de TG acima de 200mg/dL. Embora as recomendagdes
americanas (NCEP-ATP Ill, 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 ja possam estar associados a doengas
cardiovasculares (DCV). Em nosso estudo, escolnemos os niveis descritos pelo
2 Congresso Brasileiro sobre Dislipidemias (1996) da Sociedade Brasileira de
Cardiologia, o qual & adotado pela maioria dos laborat6rios 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 sao 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).

Observamos na amostra de descendentes de japoneses da regido de
Cascavel (PR) 18,7% dos individuos com aumento nos niveis de TG, enquanto
na amostra de individuos sem ascendéncia japonesa da mesma regido

somente 8,4% dos individuos tiveram este lipidio aumentado.



Frontini (2001) relata que 1% de negros e 18% de brancos americanos
obtiveram concentragdes plasmaticas de TG acima de 200 mg/dL. Estes dados
discordam de nosso trabalho, pois observamos uma porcentagem
significativamente menor de individuos sem ascendéncia japonesa e niveis de
TG elevados. Talvez este fato deva-se a diferencas no habito alimentar na
Ameérica do Norte e aquele apresentado pelos brasileiros. Quanto a idade de
aparecimento dos niveis aumentados de TG na populagdo americana, o autor
acima revela que os mesmos ocorrem a partir dos 30 anos de vida, sendo, este
fato, considerado por ele como um potencial fator de risco para DCV em
adultos jovens.

Observamos que o aumento nos niveis de TG dos individuos nao
descendentes de japoneses comeca a partir dos 40 — 49 anos de vida, o que
difere dos autores americanos.

Nos individuos descendentes de japoneses, ha um aumento dos niveis
de TG a partir dos 30 — 39 anos de idade, ou seja, uma década mais cedo que
nos individuos do outro grupo.

Nao ha na literatura trabalhos comparando niveis de TG da populacao
japonesa com aqueles de individuos ocidentais residindo no Brasil. 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. Quando comparamos nossos resultados com
os destes autores, observamos o mesmo fato, ou seja, nossa amostra de
descendentes de japoneses também possui niveis de TG maiores que aqueles

de japoneses que vivem no Japao. 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
automoéveis, uso frequente de transporte publico e habitos de andar nas areas
metropolitanas do Japao, assim como as modificagdes no habito alimentar dos
orientais quando de sua mudancga para a América.

Obesidade e altos indices de massa corporal estdo associados a altos
niveis de TG segundo Jeppensen et al. (1997), além da prevaléncia de
hipertensao e baixa atividade fisica. Em nosso trabalho nao foi possivel inquirir
quanto aos habitos alimentares e atividade fisica dos individuos analisados,
nao sendo possivel relacionar estes fatores ao aumento dos niveis de TG nas
duas amostras analisadas.

A hipertrigliceridemia esta associada com o aumento da LDL-colesterol,
pelo enriquecimento desta LDL pelos TG vindos da VLDL (Deckelbaum et al.,
1982). No grupo de individuos com ascendéncia japonesa onde os niveis de
TG estavam acima do normal, foi observado também um aumento nos niveis
de LDL-colesterol, o que esta de acordo com a afirmacao acima.

Além de comentar o mesmo que Deckelbaum et al. (1982), Jeppensen et
al. (1998), acrescentam que o aumento dos niveis de TG esta também
associado a uma diminuigdo nos niveis de HDL-colesterol. Isto também foi
observado em nosso trabalho. Os individuos com aumento no nivel de TG
também possuiam HDL-colesterol diminuida.

Além do exposto acima, como possiveis causas para o aumento no nivel
de TG em individuos de ascendéncia japonesa, ndao podemos excluir a
Hiperlipidemia familiar, que associa niveis elevados de TG entre 200 e 500

mg/dL com niveis elevados de colesterol entre 200 e 300 mg/dL (Cullen, 2000).



Em nossa amostra (grupo 4) observamos valores médios de 400 mg/dL de TG
e 260 mg/dL de colesterol, os quais podem sugerir este disturbio.

O aumento nos niveis de TG encontrado em nosso trabalho poderia ter
como provaveis causas: (1) dieta com alto conteudo de glicidios e gordura; (2)
habitos fisicos sedentarios; (3) alteracdo na apolipoproteina CII, um cofator
responsavel pela ligagdo da Quilomicra e da VLDL a lipoproteina lipase. A
apolipoproteina CIl é rica em TG; (4) alteragdo na apolipoproteina CIlIl. Esta
liga-se a lipoproteina lipase apds a hidrélise dos TG liberando as lipoproteinas
para a corrente circulatéria e (5) atividade nula ou diminuida da lipoproteina

lipase a ponto da mesma nao hidrolisar todo o conteudo das lipoproteinas.

5.2 Colesterol Total

No grupo de individuos sem ascendéncia oriental observamos uma
incidéncia de 37,5% de individuos com niveis de colesterol total acima de 200
mg/dL. J& no grupo oriental foi observada uma incidéncia de 69,7% de
individuos com alteracédo nos niveis de colesterol. Quando sao comparados as
porcentagens entre os individuos das duas etnias, constatamos que houve
diferenca estatistica entre eles. Houve mais individuos descendentes de
japoneses e niveis de colesterol total aumentados que os individuos sem esta
ascendéncia.

A porcentagem de individuos descendentes de japoneses com niveis de
colesterol total acima de 200 mg/dL aqui observada (67%) foi maior que aquela

descrita em outros trabalhos. Segundo o Honolulu Heart Program (1991-93),



42% dos japoneses americanos possuem niveis de colesterol total acima de
200 mg/dL; entre os homens mexicanos americanos 53% possuem valores
acima do normal, e para os indios americanos este aumento é de 38%,
segundo dados do Strong Heart Study (1989-92).

Quando comparamos as faixas etarias entre todos os individuos,
percebemos que a partir da faixa de 10-19 anos ja houve individuos
descendentes de japoneses com niveis de colesterol total acima de 200 mg/dL,
e nos individuos sem esta ascendéncia s6 a partir dos 30 anos. Também
notamos que os niveis de colesterol total nos individuos descendentes de
japoneses aumentam progressivamente com o passar dos anos, nao sendo
este dado observado na populacdo sem esta ascendéncia.

Segundo Berenson et al. (1992) as fases iniciais da aterosclerose entre
criangas e adultos jovens variam na raga, sexo e idade estando associados aos
niveis de lipidios plasmaticos. Este dado esta de acordo com as diferencgas
aqui encontradas.

A dieta e habitos alimentares podem influenciar os niveis de lipidios
plasmaticos. Robertson et al. (1977) citado por Criqui e Golomb (1998)
demostraram em seu estudo, que os individuos japoneses que imigraram do
Japao para o Hawai e Califérnia ingeriam maior quantidade de gordura, tendo
assim, niveis mais altos de colesterol total, devido a mudangas de ambiente e
habitos de vida. Em nosso trabalho, ndo foi possivel registrar os alimentos
ingeridos pelos individuos dos dois grupos estudados, mas talvez, como no
trabalho de Robertson et al. (1977), o tipo de alimentagdo tenha sido o
responsavel pelas diferencas nos niveis de colesterol total entre estes dois

grupos.



53 HDL-colesterol

Observamos uma porcentagem similar de individuos sem ascendéncia
japonesa (9,4%) e individuos com esta ascendéncia (8,4%) com niveis de HDL-
colesterol abaixo de 35 mg/dL.

O National Cholesterol Education Program (1993) define que valores de
HDL menores que 35 mg/dL sdo 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 doengas cardiovasculares (Ross,71993;
Sich et al.,1998). A HDL possui propriedades anti-aterogénicas importantes,
incluindo efeitos antioxidantes e capacidade em inibir agregagdo das
lipoproteinas aterogénicas (Zhong et al., 1996).

Observamos que os niveis de HDL-colesterol diminuidos aparecem
naqueles individuos que possuem niveis de trigliceridios acima de 200 mg/dL.
Sniderman e Cianflone (1999) descrevem que pacientes hipertrigliceridémicos
frequentemente apresentam valores diminuidos de HDL-colesterol e Kazumi et
al. (1997) afirmam que niveis de trigliceridios sao significativamente maiores
em individuos com concentragdes mais baixas de HDL-colesterol. Todas estas
afirmacdes estdo de acordo com nossos resultados.

Quando comparamos os niveis de HDL-colesterol dos dois grupos de
individuos analisados com os niveis de colesterol total e LDL-colesterol dos

mesmos, notamos uma relagao inversa, ou seja, individuos com baixos niveis



de HDL-colesterol, possuem valores aumentados de colesterol total e LDL-
colesterol. Estes achados estdao associados a um alto fator de risco para
doencgas coronarianas.

Outra possivel explicagao para a associagcao dos niveis de trigliceridios e
HDL-colesterol, deve-se ao fato de que altas concentragcbes plasmaticas de
trigliceridios afetam os trés primeiros passos do metabolismo reverso do
colesterol (Brites et al. 2000). Jeppensen et al. (1997) ja haviam demonstrados
em seus estudos, que o transporte reverso do colesterol € anormal em
pacientes hipertrigliceridémicos com baixos niveis de HDL-colesterol, e
consideraram este achado como fator de alto risco no desenvolvimento de
doencas isquémicas do coracao.

Outros autores, Lamarche et al. (1999), sugeriram que o trigliceridio
enriquecido na HDL pode ter um impacto significativo no metabolismo das
particulas de HDL, predispondo esta HDL a sair da circulagao, explicando parte
da relagao inversa entre os niveis de trigliceridios e HDL.

Esta relacdo entre os niveis de trigliceridios e HDL também foi
encontrada em nosso trabalho.

Quando sao comparadas as faixas etarias dos individuos, notamos que
em ambas as populagbes, o aparecimento de niveis de HDL-colesterol
menores que 35 mg/dL, foi observado a partir dos 30 anos.

Além das explicagdes acima, ndo podemos deixar de salientar que a
diminuicdo nos niveis de HDL-colesterol pode estar associada a outras
possibilidades:

a-) as particulas pequenas da HDL, as quais sao produtos da lipdlise

intravascular da HDL rica em trigliceridio, sdo mais rapidamente removidas;



b-) a HDL rica em ftrigliceridio podem ser intrinsecamente mais instavel
na corrente circulatoria;

c-) o proprio processo de lipdlise pode diminuir o numero de particulas
de HDL determinando a perda da apo A-l das particulas da mesma;

d-) uma disfungao na LPL pode contribuir para a diminuicdo nos niveis
da HDL, reduzindo a disponibilidade dos constituintes da superficie das
lipoproteinas ricas em trigliceridios, as quais sdo necessarias para a formagéao

das particulas de HDL nascentes.

54 LDL-colesterol

Observamos que 61,3% dos individuos descendentes de japoneses
possuem niveis de LDL-colesterol acima de 130 mg/dL, e entre os individuos
sem esta ascendéncia foi observado uma porcentagem de 31,3% com esta
alteragdo. Esta diferenga foi estatisticamente significativa, mostrando haver
uma distincdo entre as duas populagdes quanto a este parametro. A partir
destes resultados podemos sugerir que estes individuos descendentes de
japoneses possuem um risco maior em desenvolver doengas coronarianas.

Quando as faixas etarias sdo comparadas, observamos que a alteracao
nos niveis de LDL-colesterol na populagao japonesa se da a partir dos 10-19
anos, com aumento progressivo com o passar dos anos. Isto ocorreu bem mais

cedo que nos individuos do grupo controle (30-39 anos).



Austin et al. (2000), em um trabalho realizado com individuos japoneses
observaram um nivel médio de 142 mg/dL de LDL-colesterol. Este valor é
similar ao encontrado em nosso trabalho: 155 mg/dL.

A relagao positiva entre a concentragdo do colesterol total e doencga
coronariana € o achado mais consistente nos estudos epidemiologicos. A LDL-
colesterol corresponde a dois tercos do colesterol total e se constitui na fracédo
aterogéncia primaria do colesterol sérico.

Segundo Cullen et al. (2000), os fatores para doengas cardiovasculares,
relacionado aos lipidios seguem a seguinte ordem decrescente: LDL-colesterol,

colesterol total, HDL-colesterol e trigliceridios.

5.5 VLDL-colesterol

O nivel de VLDL-colesterol foi calculado pela férmula trigliceridio/5. Este
calculo é internacionalmente utilizado devido a uma relagao direta entre os dois
compostos, pois os trigliceridios sao transportados pelas quilomicras e VLDL-
colesterol no nosso organismo.

Dos individuos descendentes de japoneses, 18,7% apresentaram niveis
aumentados de VLDL-colesterol enquanto no outro grupo estudado esta
percentagem foi de 8,4%.

Estes valores nos sugerem que pode haver alteragdes no metabolismo
das lipoproteinas (Quilomicras e VLDL), pois os trigliceridios transportados
pelas mesmas ndo estdo sendo totalmente hidrolisados pela lipoproteina

lipase, com isso ha um acumulo de trigliceridios na corrente circulatoria.



Cullen et al. (2000) relatam que nem todos os niveis aumentados de
VLDL séao aterogénicos, deve-se levar em consideracgao as subfragdes: a VLDL
pequena (IDL) esta relacionada com risco para DCV, e a VLDL larga nao esta
associada a DCV.

Somente pelos niveis de VLDL ndo podemos saber qual de suas fragdes
esta relacionada com o aumento dos trigliceridios, isto pode ser observado

através da eletroforese de lipoproteinas, que sera discutido adiante.

5.6  Apolipoproteina A-l e Apolipoproteina B

As apolipoproteinas (A-l e B) foram estudadas somente naqueles
individuos com ascendéncia japonesa que obtiveram niveis alterados de
trigliceridios, colesterol total, HDL-colesterol e LDL-colesterol (grupo 3) ou
acima do limite de normalidade (grupo 4). Estas dosagens foram realizadas
somente nos individuos descendentes de japoneses devido ao alto custo de
cada teste.

Individuos com alteragbes nos niveis de trigliceridios (grupo 4)
apresentaram menores niveis de Apo A-l que aqueles com trigliceridios
normais (grupo 3), sendo esta diferenga estatisticamente diferente. Isto esta de
acordo com os achados de Brites et al. (2000) que demostraram que pacientes
hipertrigliceridémicos, com baixos niveis de HDL, sdo acompanhados por
valores diminuidos de apo A-l e apo A-Il.

Como a apo A-l é a principal apolipoproteina da HDL (Maciejko et al.

1983) e sua concentracdo esta inversamente relacionada com risco para DCV,



possivelmente os individuos do grupo 4 (niveis de HDL menores que 35 mg/dL)
estdo mais predispostos a esta patologia. Estes dados confirmam aqueles ja
levantados anteriormente.

A apo B é a maior apolipoproteina componente da lipoproteina LDL
(Noma et al. 1983) e também esta relacionada com aumento no risco de DCV.
Estas estdo interrelacionadas, ou seja, quando ha um aumento da apo B
proporcionalmente ocorrera um aumento na LDL.

As médias para apo A-l e apo B encontradas em nosso trabalho foram
de 131 mg/dL e 95 mg/dL, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo
com os resultados de Sakurabayashi et al. (2001) que trabalharam com
individuos japoneses que possuiam concentragdes de colesterol total,
trigliceridios e HDL dentro dos niveis normais. Para estes autores, as médias
das concentracdes plasmaticas para a apo A-l e apo B foram de 142 e 87
mg/dL, respectivamente.

Observamos também que individuos com niveis de colesterol total e
LDL-colesterol alterados apresentaram concentracbes de apo B maiores e
estatisticamente diferentes daqueles que com niveis de colesterol total e LDL-
colesterol normais. Os primeiros, possivelmente, estdo sujeitos a um risco

maior no desenvolvimento de DCV.



5.7 Eletroforese de lipoproteinas

Em todos os individuos descendentes de japoneses com trigliceridios
acima de 200 mg/dL foram realizadas eletroforeses das lipoproteinas com o
objetivo de verificarmos se havia alguma alteragdo nas mesmas.

Um aumento nos niveis de trigliceridios pode significar um acumulo de
duas lipoproteinas, quilomicra e VLDL ou também uma composi¢cao anormal
das apolipoproteinas que compdem estas lipoproteinas (Brites et al., 1998).

Como, a eletroforese divide as lipoproteinas do soro de diferentes
densidades, é possivel, com esta técnica, observar alteragdes nas distribuicoes
das mesmas.

Obtivemos dois tipos de resultados apds a analise das eletroforeses do
soro dos individuos descendentes de japoneses:

1- um padrao eletroforético alterado na banda pré-beta que corresponde
a uma fragdo da VLDL. Estes resultados estdo de acordo com aqueles
encontrados por Brites et al. (2000). Estes autores relatam que seus pacientes
hipertrigliceridémicos possuiam a banda pré-beta (VLDL) aumentada na
eletroforese de lipoproteinas.

2- um padrao eletroforético alterado nas bandas da origem (quilomicra) e
pré-beta (VLDL).

Nas eletroforeses de lipoproteinas de individuos normais nao foi
observada a presenga de quilomicra. Este resultado ja era esperado, pois esta
lipoproteina quando em concentracdo normal, apés um periodo de 12 h de

jejum, nao faz mais parte do conjunto de lipoproteinas circulantes no plasma.



Estes resultados nos levam a crer que individuos descendentes de
japoneses possuem alteracdo no metabolismo de algumas lipoproteinas.

Outra vantagem observada pela eletroforese de lipoproteinas, foi a
separagado da quilomicra e da VLDL. Quando medimos a concentragéo de
VLDL pela férmula trigliceridios/5 nédo sabemos ao certo quanto de quilomicra
estara incluida no resultado, ja que os trigliceridios podem estar sendo
transportados tanto por esta lipoproteina quanto pela VLDL. Pela eletroforese
de lipoproteinas podemos diferenciar as quilomicras da VLDL. A partir dos
nossos resultados observamos que uma parte (10,4%) de nossa amostra de
descendentes de japoneses que possuem niveis elevados de trigliceridios
possui um aumento somente na banda beta da VLDL e outra parte (8,3%)

possui, além do aumento nesta fragdo, um aumento de quilomicra.

Nossos resultados mostraram que os individuos descendentes de
japoneses da regido de Cascavel-PR comportam-se de maneira diferente
daqueles individuos da mesma regido, mas sem esta ascendéncia quanto ao

nivel de lipidios, apolipoproteinas A-1 e B e lipoproteinas plasmaticas.



6 CONCLUSOES

Estudando os individuos com e sem ascendéncia japonesa da regido de

Cascavel-PR, podemos chegar as seguintes conclusoes:

- ha mais individuos de ascendéncia japonesa (18,7%) com niveis de
trigliceridios acima da normalidade do que individuos sem esta

ascendéncia (8,4%);

- a idade de aparecimento de niveis aumentados de trigliceridios na
populagao japonesa foi a partir de 30 anos e para os individuos sem

esta ascendéncia foi a partir de 40 anos;

- os individuos com niveis de ftrigliceridios acima da normalidade
apresentaram niveis de HDL-colesterol e apolipoproteina A-l

menores e diferentes daqueles individuos sem esta alteragao;

- ha mais individuos de ascendéncia japonesa (69,7%) com niveis de
colesterol total acima da normalidade do que individuos sem esta

ascendéncia (37,5%);



a partir da faixa etaria de 10-19 anos foi observado individuos com
ascendéncia japonesa e niveis de colesterol total acima da
normalidade. Nos individuos sem esta ascendéncia a idade de
aparecimento de niveis de colesterol total acima de 200 mg/dL foi a

partir de 30 anos;

nao houve diferenga entre o numero de individuos sem ascendéncia
japonesa e HDL-colesterol abaixo da normalidade (9,4%) e o numero

de individuos descendentes de japoneses (8,4%);

em ambos os grupos a faixa etaria onde apresentaram niveis de

HDL-colesterol abaixo do normal foi a partir dos 30 anos;

ha mais individuos com ascendéncia japonesa (61,3%) com niveis de
LDL-colesterol acima da normalidade do que individuos sem esta

ascendéncia (31,3%);

a partir da faixa etaria de 10-19 anos os individuos com ascendéncia
japonesa apresentaram niveis de LDL-colesterol acima da
normalidade. No grupo sem esta ascendéncia japonesa a idade foi a

partir dos 30 anos;

os individuos com niveis de LDL-colesterol aumentados também
apresentaram valores maiores da apolipoproteina B quando

comparados com o outro grupo;



ha mais individuos de ascendéncia japonesa (18,7%) com niveis de
VLDL-colesterol acima da normalidade do que individuos sem esta

ascendéncia (8,4%);

os niveis de apolipoproteina A-l e B apresentaram valores
relacionados as lipoproteinas as quais pertencem, HDL e LDL,
respectivamente. Quando apresentavam um aumento na
lipoproteina, respectivamente aumentava a concentragcdo da

apolipoproteina;

observamos dois padroes eletroforéticos de lipoproteinas na
populacdo japonesa: 10,4% dos individuos japoneses obtiveram
alteragdes na banda pré-beta relacionada ao VLDL-colesterol e 8,3%
obtiveram alteragdes nas bandas da origem (quilomicra) e na banda

pré-beta.
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ANEXO 1

Valores de F quando p < 0,05 nas diferentes faixas etarias para trigliceridios,

colesterol total, HDL-colesterol e LDL-colesterol nos 4 grupos analisados.

Faixa etaria Ensaios
Trigliceridios Colesterol total HDL-colesterol LDL-colesterol

10a 19 F(2,17)=6,29; p<0,05 F(2,17)=4,97; p<0,05
20a29 F(2,31)=16,46; p<0,001 F(2,31)=19,06; p<0,001
30 a 39 F(3,15)=10,01; p<0,05  F(3,15)=7,04; p<0,05  F(3,15)=3,98; p<0,05  F(3,15)=26,27; p<0,001
40 a 49 F(3,27)=13,96; p<0,001 F(3,27)=18,19; p<0,001 F(3,27)=3,12; p<0,05  F(3,27)=23,36; p<0,001
50a59 F(37,3)=25,45; p<0,001 F(3,37)=30,47; p<0,001 F(3,37)=5,13; p<0,05 F(3,37)=32,27; p<0,001
60 a 69 F(3,37)=22,07; p<0,001 F(3,37)=23,25; p<0,001 F(3,37)=8,19; p<0,001  F(3,37)=23,89; p<0,001

70 a 89 F(3,21)=27,10; p<0,001 F(3,21)=16,52; p<0,001 F(3,21)=3,31; p<0,05  F(3,21)=18,95; p<0,001
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