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RESUMO

As doencas cardiovasculares, dentre as doengas cronicas nao transmissiveis, sdo a principal
causa de morte no mundo. Existem varios fatores de risco para o desenvolvimento dessas
doengas cardiacas, podendo ser fatores modificaveis (hipertensdo, obesidade, dislipidemia,
diabetes) e os ndo-modificaveis (genética, idade e sexo). Diversos fatores ndo modificaveis
podem influenciar no metabolismo lipoproteico, especificamente em alteracdes na
funcionalidade da lipoproteina de alta densidade (HDL), e o impacto que o fator genético
pode ter nessas fungdes, mais especificamente o estudo de polimorfismos genéticos. Nesse
contexto, destaca-se o polimorfismo de nucleotideo tnico rs670 do gene da apolipoproteina
Al, no qual o alelo selvagem tem a guanina (G) trocada pela adenina (A) no alelo polimorfo.
Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o envolvimento do polimorfismo da Apo Al
(rs670) no tamanho e acdo antioxidante da lipoproteina de alta densidade (HDL). Para tanto,
foram incluidos no estudo 78 individuos voluntarios, de ambos os sexos, com 20 a 75 anos,
atendidos no Laboratério de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do
Ceara, sendo, posteriormente, separados em dois grupos de acordo com a presenga do alelo A
referente ao polimorfismo do gene da Apo Al (rs670). Nos individuos incluidos foi aplicado
um formulario para obtencao de informacdes socioeconOmicas, culturais e clinicas, além de
serem realizados: andlises antropométricas; andlises de perfil glicolipidico (glicemia,
colesterol total e fracdes, triglicerideos, Apolipoproteina A, Apolipoproteina B, acidos graxos
ndo esterificados, indice-dmega-3) de amostras sanguineas obtidas; analise das subfra¢des da
HDL (Lipoprint System, Quantrimetrix®); analise da funcao antioxidante da HDL por ensaio
de lagtime; e genotipagem do polimorfismo rs670 do gene ApoAl, usando sistema TagMan.
Foi observado que nao houve diferencas nos parametros do perfil glicolipidicos e
antropométricos entre os grupos quanto a presenc¢a ou nao do alelo A; glicemia, triglicerideos,
IMC e CC tiveram correlacdo inversamente proporcional com a concentracio c-HDL
(colesterol-HDL) em individuos sem alelo A, entretanto essa correlacao deixa de existir
quando o alelo A esteve presente; houve correlagdo positiva entre concentragdo de c-HDL e a
razdo de HDL 1-2/9-10 (concentragao de particulas grandes dividido por particulas pequenas)
independente do rs670, mas essa correlagdo se mostrou mais forte (rho=0,827 ; p=0,001) em
individuos portadores do alelo A. Glicemia e indice de ApoB/ApoA tiveram correlacdo
negativa com a razdo HDL 1-2/9-10 em individuos com alelo A; o lag time HDL nao

apresentou associagdo com rs670 nem correlagdo com os parametros antropométricos e



glicolipidicos quanto a presenca do alelo A. Apesar da ndo associacdo do tamanho de
particula de HDL com a presenga do alelo A em uma abordagem univariada, em um ajuste de
regressao multivariada, a razdo de HDL 1-2/9-10 elevada esteve associado
independentemente com a presenca do alelo A, no contexto de alteragdes no perfil glicolipidio
e antropométrico. No entanto, a fun¢do antioxidante do HDL, analisada pelo lag time, nao
teve associacdo com a presenca do alelo A em todos os modelos de regressdao. Em conclusao,
o polimorfismo da ApoA1l (rs670) parece ter influencia importante no tamanho das particulas

de HDL em alterag¢des no perfil glicolipidico e antropométrico.

Palavras-chave: Polimorfismo de Nucleotideo Unico; Lipoproteina de Alta Densidade;

Antioxidante.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases, a non-communicable chronic diseases, is an important cause of death
worldwide. There are several risk factors for the development of these heart diseases,
including modifiable factors (hypertension, obesity, dyslipidemia, diabetes) and non-
modifiable factors (genetics, age, and sex). Non-modifiable factors may influence lipoprotein
metabolism, specifically alterations in high-density lipoprotein (HDL) functionality and
genetic factors on these functions, mainly genetic polymorphisms. In this context, the single
nucleotide polymorphism rs670 of the Apo Al gene is highlighted, in which the wild-type
allele has guanine (G) replaced by adenine (A) in the polymorphic allele. Thus, the objective
of this study was to evaluate the involvement of the Apo Al (rs670) polymorphism in the size
and antioxidant action of high-density lipoprotein (HDL). For this purpose, 78 volunteer
individuals of both sexes, aged 20 to 75, attending the Laboratory of Clinical and
Toxicological Analysis at the Federal University of Ceara, were included. Two groups were
constructed according to the presence of the A allele related to the Apo Al (rs670) gene
polymorphism. Data collection included socio-economic, cultural and clinical information,
anthropometric analyses, glycolipid profile analyses (glucose, total cholesterol, cholesterol
fractions, triglycerides, Apolipoprotein A, Apolipoprotein B, non-esterified fatty acids,
omega-3 index) of obtained blood samples; analysis of HDL subfractions (Lipoprint System,
Quantrimetrix®); analysis of HDL antioxidant function through lag time assay; and
genotyping of the rs670 polymorphism of the ApoAl gene using the TagMan system. There
was observed no differences in glycolipid and anthropometric profile parameters between the
groups concerning the presence or absence of the A allele; glucose, triglycerides, BMI, and
waist circumference had an inversely proportional correlation with c-HDL (HDL cholesterol)
concentration in individuals without the A allele, but this correlation ceased to exist when the
A allele was present; there was a positive correlation between c-HDL concentration and the
HDL 1-2/9-10 ratio (concentration of large particles divided by small particles) independent
of rs670, but this correlation was stronger (rho=0.827; p=0.001) in individuals carrying the A
allele. Glucose and ApoB/ApoA index showed a negative correlation with the HDL 1-2/9-10
ratio in individuals with the A allele; lag time HDL showed no association with rs670 or
correlation with anthropometric and glycolipid profile parameters regarding the presence of
the A allele. Although there was no association between HDL particle size and the presence

of the A allele in a univariate approach, in a multivariate regression analysis, an elevated HDL



1-2/9-10 ratio was independently associated with the presence of the A allele, in the context
of glycolipid and anthropometric profile alterations. However, HDL's antioxidant function,
analyzed by lag time, showed no association with the presence of the A allele in all regression
models. In conclusion, the ApoAl (rs670) polymorphism appears to have an important

influence on the size of HDL particles in the scenario with glycolipid and anthropometric

profile alterations.

Keywords: Single Nucleotide Polymorphism; High-Density Lipoprotein; Antioxidant.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencas cronicas nao transmissiveis

As doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) sdo condi¢des de satde de
longa duracdo e progressdo lenta, que geralmente se desenvolvem ao longo do tempo e
tétm uma relacdo complexa com fatores genéticos e ambientais. Essas doencas
representam uma carga significativa para a saude publica em todo o mundo. Todas as
DCNT podem ser preveniveis ou controldveis por meio de medidas como adogdo de
estilos de vida saudéveis, diagnostico precoce, tratamento adequado e gestdo de fatores
de risco. Alguns exemplos dessas doengas sdo: cancer, doengas respiratorias cronicas,

diabetes, doengas renais cronicas e doencas cardiovasculares (BRUINS, M. J., 2019).
1.2 Doencas cardiovasculares

As doengas cardiovasculares (DCV) referem-se a um grupo de condigdes que
afetam o coracdo e os vasos sanguineos. Elas sdo uma das principais causas de morte
em todo o mundo. Alguns exemplos comuns de doencas cardiovasculares incluem a
doenga arterial coronariana, o acidente vascular cerebral (AVC), a insuficiéncia cardiaca
e as doengas das valvulas cardiacas (ROTH, G. A., 2020).

As DCV tém uma significativa carga global de morbidade e mortalidade. De
acordo com a Organiza¢gdo Mundial da Satde (OMS), estima-se que 18,6 milhdes de
pessoas morreram de doengas cardiovasculares em 2019, representando cerca de 32%
de todas as mortes registradas globalmente. Permaneceu sendo a principal causa de
morte entre 2000 a 2019 e nestes anos as mortes por doencas cardiacas aumentaram de
2 milhdes em 2000 para 9 milhdes em 2019 (ROTH, G. A., 2020).

No Brasil, as DCV sdo a causa de morte nimero 1, sendo responsaveis por cerca
de 30%, quase um terco, de todas as mortes registradas no pais, € podem variar em
prevaléncia e caracteristicas em diferentes regides. Observou-se reducdo na taxa de
mortalidade ajustada por idade de 1990 a 2019 em todas as regides, embora menos
significativa no Norte e Nordeste em comparacdo as outras regides (OLIVEIRA, G. M.
M., 2022).

No Ceara, entre as doencas cronicas ndo transmissiveis, as DCV tem um
comportamento crescente de mortalidade de 1997 a 2016. Destaca-se trés tipos de DCV

que apresentaram os seguintes aumentos percentuais no periodo supracitado: doengas
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cereborvasculares (67,5%); doengas isquémicas do coragdo (123,0%) e doencas doengas
hipertensivas (313,5%) (CARDOSO, A. R. P., 2017).

As DCV estao associadas a variados fatores de risco: tabagismo; obesidade;
diabetes; estilo de vida sedentario; dieta pouco saudavel; historico familiar de doengas

cardiacas; hipertensao arterial; e, dislipidemias.
1.3 Dislipidemia

A dislipidemia trata-se de um grupo heterogéneo de desordens caracterizados
por niveis anormais de lipidios (gorduras) no sangue, como colesterol e triglicerideos, e
lipoproteinas. Exemplificando os diferentes tipos de dislipidemia tém-se: a
hipercolesterolemia que ¢ caracterizada pelo aumento das concentragdes de colesterol
presente na LDL (lipoproteina de baixa densidade). O acumulo excessivo de colesterol
LDL (c-LDL) nas paredes das artérias pode levar a formacao de placas ateroscleroticas,
obstruindo o fluxo sanguineo e aumentando o risco de eventos cardiovasculares; a
hipetrigliceridemia que ¢ caracterizada pelo aumento das concentracdes de triglicerideos
(TG), que sdo outra forma de lipideo sanguineo, e este aumento também esta associado
ao aumento do risco de DCV; a dislipidemia mista que ¢ uma combinacdo de
concentragdes altas de c-LDL e TG; e, baixas concentragdes de colesterol presente na
HDL (lipoproteina de alta densidade), e que ajuda a remover o colesterol dos tecidos do
corpo e transporté-lo para o figado a fim de ser metabolizado (PATNI, N., 2023).

Varios fatores podem contribuir para o desenvolvimento de dislipidemia,
incluindo dieta rica em gorduras saturadas e trans, falta de atividade fisica, obesidade,
tabagismo, diabetes, historico familiar de dislipidemia e certas condigdes genéticas.

O diagnostico de dislipidemia ¢ geralmente feito por meio de exames de sangue
que medem o perfil lipidico, que € composto pela contracdo de TG, colesterol total (CT),

c-HDL e c-LDL.

1.4 Lipoproteinas

As lipoproteinas desempenham um papel fundamental no transporte e
metabolismo dos lipideos no organismo. Como os lipideos sdo insoliveis em agua, eles
precisam ser encapsulados em particulas chamadas lipoproteinas para serem

transportados pelo sangue. Estes transportadores consistem em uma combinagdo de
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lipideos, principalmente triglicerideos e colesterol, e proteinas, formando particulas
esféricas com uma camada externa composta por proteinas (apolipoproteinas) e
fosfolipidios e um nucleo interno contendo os lipidios (FEINGOLD, K. R., 2022).

O papel das lipoproteinas ¢ transportar os lipideos para os tecidos que
necessitam deles, como células musculares, tecido adiposo e 6rgdos vitais. Elas atuam
como veiculos de entrega, permitindo a distribuicdo eficiente dos lipideos pelo
organismo. E desempenham outros papéis importantes, como a regulagdo do
metabolismo lipidico, a interagdo com enzimas ¢ receptores celulares e a participacao
em processos inflamatorios e imunoldgicos (FEINGOLD, K. R., 2022).

As lipoproteinas sdo classificadas de acordo com o tipo de lipideo mais
prevalente que esta transportando, funcdo, tipo de apolipoproteinas associadas e de
acordo com a densidade. Por exemplo: os quilomicrons sdo lipoproteinas de grande
tamanho e menor densidade e sua funcdo principal ¢ transportar os triglicerideos
alimentares do intestino delgado para os tecidos periféricos; lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL) sdo sintetizadas pelo figado e transportam triglicerideos enddgenos
(produzidos pelo figado) para os tecidos periféricos; lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL) ¢ pouco prevalente no organismo, sendo composta por
triglicerideos e ésteres de coleterol, ficando responséavel pelo transporte endogeno de
triglicerideos e colesterol; lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo responsaveis
pelo transporte do colesterol e outros lipidios para os tecidos periféricos; e,
lipoproteinas de alta densidade (HDL) que tém a funcdo de captar o excesso de
colesterol dos tecidos periféricos e das outras lipoproteinas, transportando-o de volta

para o figado para ser eliminado ou reciclado (ARNAO, V., 2019).

1.4.1 Lipoproteina de alta densidade (HDL)

A lipoproteina de alta densidade (HDL) ¢ uma classe de lipoproteinas
encontrada no sangue ¢ sua densidade elevada ¢ devido a sua maior propor¢do de
proteinas em relagdo aos lipidios. Esse diferencial em riqueza proteica soma quase 100
proteinas que incluem, enzimas, proteinas de transferéncia de lipidios, proteinas de
resposta de fase aguda, componentes do complemento e inibidores de proteinase e

apolipoproteinas (SOPPERT, J. 2020).
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A HDL ¢ sintetizada, principalmente, no figado e no intestino delgado, e
consiste em uma combinacao de proteinas e lipidios, incluindo colesterol e fosfolipidios.
A apolipoproteina A-I (apo A-I) ¢ a principal proteina estrutural da HDL, seguida da
apolipoproteina A-II (apo A-II) que existe em menor quantidade (BEN-AICHA, S.,
2020).

A apo A-I constitui 70% do total de proteinas da HDL e tem como objetivos
realizar a interagdo da HDL com proteinas de ligacdo como o ABCA1 (cassete de
ligacdo ao ATP Al), ABCGI1, SR-BI1 (receptor scavenger classe B tipo 1) a fim de
captar colesterol de tecidos extra hepaticos para a metabolizacdo no figado, além de ser
um ativador de enzimas como a lecitina coleterol aciltransferase (LCAT), permitindo a
conversao do coleterol livre em éster de coleterol (FEINGOLD, K. R., 2022).

A estrutura da HDL ¢ organizada em camadas concéntricas, com diferentes
componentes em cada uma delas. Ha um ntcleo lipidico que € composto principalmente
por ésteres de colesterol e triglicerideos. Esses lipideos sdo insoluveis em agua e sdo
armazenados no interior da particula de HDL, conferindo-lhe uma aparéncia esférica.
Tem, também, uma camada de fosfolipideos que estao localizados na camada externa da
HDL. Eles possuem uma parte polar, que ¢ hidrofilica (afinidade por 4gua), e uma parte
apolar, que ¢ hidrofobica (repulsdo por agua). Os fosfolipideos se orientam com suas
partes polares voltadas para fora, interagindo com a 4agua do meio extraparticular,
enquanto suas partes apolares se voltam para dentro, interagindo com o nucleo lipidico.
Outro componente sdo as apolipoproteinas que sdo as proteinas estruturais e estdo
localizadas tanto na camada externa quanto na camada interna da HDL, interagindo com
os fosfolipidios, colesterol e outras proteinas (Figura 1). E as moléculas de colesterol
que estao presentes tanto no nucleo lipidico quanto na camada externa da HDL. Além
desses componentes principais, a HDL também pode conter outras proteinas, como
enzimas antioxidantes e proteinas envolvidas na modulacdo do metabolismo lipidico

(BEN-AICHA, S., 2020).



17

Figura 1. Constituicdo da HDL e suas fun¢des em diferentes sistemas
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Fonte: Figura adaptada de Ben-Aicha, S. et. al. (2020)

A estrutura e composi¢do da HDL s3o dinadmicas ¢ podem variar em resposta a
diferentes estimulos metabolicos e fisiologicos. Essa versatilidade permite que a HDL
desempenhe suas funcdes bioldgicas, como a remog¢ao de excesso de colesterol das
células e a protecao contra doengas cardiovasculares (FEINGOLD, K. R., 2022).

E importante ressaltar que a estrutura da HDL ¢ complexa e existem diferentes
subfragoes de HDL com composi¢des e funcdes especificas. Essa complexidade esta
sendo cada vez mais estudada para melhor compreender o papel da HDL na saude

cardiovascular e o potencial terapéutico dessas particulas (SOPPERT, J. 2020).

1.4.1.1 Subfracdes da lipoproteina de alta densidade

As HDLs podem ser diferenciadas com base na composicdo de suas
apolipoproteinas. A apolipoproteina Al (apoA-I) ¢ a principal apolipoproteina presente
na HDL e desempenha um papel fundamental em suas fungdes, como a promog¢do do

transporte reverso de colesterol. A apolipoproteina A2 (apoA-II) também esta presente
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na HDL, mas em menor quantidade em comparagdo com a apoA-I (FEINGOLD, K. R,
2022).

As apolipoproteinas sdo proteinas estruturais que ajudam a estabilizar e dar
fungdo as lipoproteinas, incluindo a HDL. Além da apoA-I e da apoA-II, a HDL
também contém outras apolipoproteinas, como apoC, apoE e apoM, entre outras. Essas
apolipoproteinas desempenham papéis especificos na metabolizacdo do colesterol, no
transporte de lipidios e nas interagdes com receptores celulares (FEINGOLD, K. R.,
2022). Embora as apolipoproteinas A-I e A-II estejam presentes na HDL, a subdivisdo
da HDL com base na composicao dessas apolipoproteinas nao ¢ uma classificagdao
comum. Em vez disso, outras classificagdes que sdo mais utilizadas das subfragdes da
HDL ¢ baseada em suas caracteristicas fisico-quimicas, como tamanho, densidade e

composic¢ao lipidica.

Figura 2. Populagdes heterogéneas das particulas de HDL. As principais subfracdes
de HDL diferem em forma (A), composi¢do de apolipoproteinas (B), densidade e

tamanho (C) e mobilidade eletroforética (D).
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Fonte: figura adaptada de Panzoldo N. B., 2014

A HDL ¢ altamente heterogénea em termos de tamanho, densidade e
composi¢do (Figura 2). Com base nessas caracteristicas, a HDL ¢ dividida em varias
subfragdes, sendo as principais: HDL, ¢ rica em proteinas estruturais, como apoA-I, e
possui atividade antioxidante e capacidade de capturar e transportar colesterol; HDL3
contem menos proteinas e mais triglicerideos em relagdo ao colesterol; pré-beta-HDL,
uma subfragdo inicial da HDL, que se forma durante a sintese e secrecdo da apoA-I,
sendo pequena, densa e rica em fosfolipidios; e, HDL discoidal, uma subfracao
intermediaria, que surge durante o processo de maturagdo da HDL, quando ocorre a
transferéncia de colesterol das células para a HDL (ARNAO, V., 2019).

Essas subfracdes da HDL podem ter fungdes distintas no metabolismo do
colesterol e na prote¢cdo contra doencas cardiovasculares. Uma particula de HDL grande

¢ considerada mais cardioprotetora, devido as suas propriedades antioxidantes, anti-
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inflamatorias e capacidade de promover a remocdo de colesterol das artérias. Ja uma
particula de HDL pequena tem uma capacidade de transporte de colesterol menos
eficiente (CHO, KH., 2022).

E, por fim, existem algumas técnicas utilizadas para separagcdo das subfracdes da
HDL, como, por exemplo, a ultracentrifuga¢do em gradiente de densidade e a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC, do inglés High-Performance Liquid
Chromatography) associada a detec¢do de apolipoproteinas especificas e, ainda, por
eletroforese (FEINGOLD, K. R., 2022).

Importante enfatizar que essas subfragdes lipoproteicas coexistem e possuem

papeis especificos e distintos no metabolismo lipidico.

1.5 Papel da HDL no metabolismo lipidico

A etapa inicial de formacao da lipoproteina de alta densidade ¢ a sintese de apo
A-I no figado e no intestino (Figura 3). Nestes ¢ secretado a Apo A-1 que entdo adquire
colesterol e fosfolipidios que sdo efluidos de celulas periféricas, comos hepatocitos,
enterocitos e macréfagos levando a formacdo de pré-beta-HDL (BEN-AICHA, S.,
2020).

As células periféricas acumulam colesterol por meio da sintese de colesterol e da
captagdo de colesterol das lipoproteinas circulantes. Apenas algumas células
especializadas possuem mecanismos para diminuir os niveis de colesterol celular. As
células intestinais podem secretar colesterol no limen intestinal e os sebdcitos e
queratinocitos podem secretar colesterol na superficie da pele. Células adrenais,
testiculares e ovarianas podem converter o colesterol em hormdnios esterdides. Outras
células s6 podem diminuir o colesterol celular por meio do transporte reverso do
colesterol. A capacidade dos macrofagos na parede arterial de remover eficientemente o
colesterol pela via de transporte reverso do colesterol pode desempenhar um papel

importante na preven¢ao da aterosclerose (FEINGOLD, K. R., 2022).

Figura 3. Produ¢do da HDL e seu papel no metabolismo das lipoproteinas.
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ABCALI = Transportador de cassete de ligacdo de ATP Al, FC = Coleterol livre, LCAT
= Lecitina-colesterol aciltransferase, ABCG1 = Transportador de cassete de ligagdo de
ATP G1, SR-BI = Receptor scavenger classe B tipo 1, CETP = Proteina transportadora
de coleterol esterificado, CE = Esteres de colesterol, PL = Fosfolipideos, LDLR =
receptores de LDL, PLTP = Proteina transportadora de fosfolipideos.

Fonte: Figura adaptada de Mérs W. et. al. (2017).

O efluxo de colesterol e fosfolipidios para particulas pré-beta-HDL pobres em
lipidios ¢ facilitado pelo receptor ABCA1 (Figura 4) e pacientes com mutacdes de perda
de fungdo nesse receptor sdo incapazes de adicionar lipidios a recém-secretada Apo A-I,
sendo degradada rapidamente e resultando em niveis baixos de HDL. Enquanto que o
efluxo de colesterol celular para particulas maduras de HDL ¢ mediado por ABCGI
(SOPPERT, J. 2020). ABCA1 e ABCGI sao regulados positivamente pela ativagao de
LXR, um fator nuclear de transcri¢do hormonal que é ativado por oxisterdis. A medida

que o colesterol celular aumenta, a formagdo de oxister6is ¢ aumentada, resultando na
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ativacdo de LXR, que estimula a expressio de ABCA1 e ABCGI, resultando em um
aumento no efluxo de colesterol das células para o HDL (FEINGOLD, K. R., 2022).

O pré-beta HDL pode receber a transferéncia de colesterol e fosfolipideos de
quilomicrons e VLDL, que sdo lipoproteinas ricas em triglicerideos, o que explica a
observacdo de que pacientes com niveis plasmaticos elevados de triglicerideos devido a
diminui¢do do metabolismo da lipoproteina rica em triglicerideos geralmente também
apresentam niveis baixos de HDL. O metabolismo das lipoproteinas ricas em
triglicerideos também resulta na transferéncia de apolipoproteinas para HDL. O
movimento de fosfolipidios entre lipoproteinas ¢ facilitado pela proteina de
transferéncia de fosfolipidios (PLTP) (FEINGOLD, K. R., 2022).

O colesterol livre que ¢ efluido das células para o HDL e para formar grandes
particulas esféricas maduras de HDL, deve ser esterificado. Este processo ¢ facilitado
pela enzima LCAT, que ¢ ativado pela Apo A-I que estd associada ao HDL e que
catalisa a transferéncia de &acidos graxos dos fosfolipidios para o colesterol livre,
resultando na sintese de ésteres de colesterol que migram da superficie das particulas de
HDL para o nacleo (CHO, KH., 2022).

O tamanho e a composi¢ao das particulas de HDL sdo determinados por lipases
e proteinas de transferéncia. Por exemplo, a CETP que medeia a transferéncia de ésteres
de colesterol do nucleo das particulas de HDL para lipoproteinas contendo Apo B em
troca de triglicerideos (ARNAO, V., 2019). Os triglicerideos transferidos para HDL
podem ser metabolizados pela lipase hepatica (LH) resultando em pequenas particulas
de HDL. A Apo A-I dissocia-se mais facilmente do pequeno HDL, resultando no
aumento da degradagdo da Apo A-I. Os seres humanos deficientes na atividade da
CETP tém grandes particulas de HDL e niveis muito altos de colesterol HDL. Como
seria de esperar, a auséncia de CETP também resulta em uma diminui¢ao nos niveis de
colesterol LDL. A deficiéncia genética da lipase hepatica resulta em particulas de HDL
maiores ¢ uma elevagdo modesta nos niveis de colesterol HDL. Os fosfolipidos
transportados nas particulas de HDL sao hidrolisados pela lipase da célula endotelial
(FEINGOLD, K. R., 2022).

O colesterol HDL ¢ entregue principalmente ao figado. SR-B1, que promove a
absorcao seletiva de colesterol HDL medeia a absor¢ao de colesterol HDL pelo figado.

As particulas de HDL se ligam ao SR-BI hepatico e o colesterol em HDL ¢ transportado
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para o figado sem a internalizagdo da particula de HDL. Isso resulta em uma particula
de HDL menor e sem colesterol, que ¢ entdo liberada de volta para a circulagdo (BEN-
AICHA, S., 2020). O SR-B1 ¢ um receptor chave para o transporte reverso de colesterol,
pois a existéncia de deficiéncia nele, apesar de aumentar as concentragoes de c-HDL,
pode elevar o risco de doengas ateroscleroticas, devido ao comprometimento do
transporte reverso de colesterol (FEINGOLD, K. R., 2022). E existe outra via para o
colesterol ser carregado na HDL para o figado que ¢ através da transferéncia do
colesterol via CETP para as particulas de lipoproteina Apo B com a subseqiiente

captagdo de lipoproteinas contendo Apo B pelo figado (BEN-AICHA, S., 2020).

Figura 4. Etapas do transporte reverso de colesterol.
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A: remocao de colesterol dos tecidos periféricos e formagdo da HDL madura. B:
remocao das particulas de HDL pelo figado e formacao de remanescentes de HDL.

Fonte: Figura adaptada de Leanca C. C. et. al. (2010)

O colesterol entregue ao figado pode ser eliminado do corpo por 2 vias. Primeiro,
o colesterol pode ser secretado na bile, um processo que ¢ facilitado por ABCGS e
ABCGS. A expressao destes receptores ¢ aumentada pela ativacdo de LXR e, portanto,
um aumento nos niveis de colesterol hepatico resulta em um aumento na produgdo de
oxisterol, aumentando assim a ativacdo de LXR e a secrecdo de acido biliar. Em
segundo lugar, o colesterol pode ser convertido em 4cidos biliares e secretado na bile
(FEINGOLD, K. R., 2022).

A Apo A-I ¢ metabolizada independentemente do colesterol HDL, sendo a maior
parte da Apo A-I catabolizada pelos rins e o restante catabolizado pelo figado. O rim
filtra a Apo A-I livre ou pobre em lipidios, que ¢ entdo captada pelos tiibulos renais. O
tamanho da particula de Apo A-I determina se ela pode ser filtrada pelos rins e, portanto,
o grau de lipidagdo de Apo A-I determina a taxa de metabolismo. HDL pobre em
lipidios leva ao catabolismo rapido de Apo A-1 pelo rim. Condi¢des ou estados de
doenga que resultam em HDL pobre em lipidios estdo associados a baixos niveis de
HDL e Apo A-I. No tibulo renal, a Apo A-I liga-se a cubilina, que em associacdo com a

megalina, um membro da familia do gene do receptor de LDL, resulta na captagdo e
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degradagdo da Apo A-I filtrada pelas células tubulares renais. Os mecanismos pelos
quais o figado cataboliza Apo A-I sdo mal definidos. Particulas de HDL contendo Apo
E podem ser absorvidas pelo receptor de LDL e outros receptores de Apo E no figado ¢

degradadas (FEINGOLD, K. R., 2022).

1.6 Funcoes da HDL

A principal fun¢do da HDL ¢ a remog¢do do excesso de colesterol dos tecidos
periféricos, incluindo as células do revestimento dos vasos sanguineos, € o transporte
desse colesterol de volta para o figado. Além do transporte reverso do colesterol, a HDL

tem varias outras propriedades benéficas para a satde cardiovascular.

1.6.1 Acao antioxidante da HDL

A HDL contribui para a prote¢do do organismo contra o estresse oxidativo
através de algumas formas, e, primeiramente, é por meio da remogao e neutralizacao de
radicais livres, que sdo moléculas instaveis e altamente reativas que podem danificar as
células e as estruturas celulares (RUIZ-RAMIE, J. J., 2019).

A ApoA-I, além de ser fundamental para o efluxo de colesterol celular, previne a
associacdo de lipidios oxidados ou fatores oxidantes com LDL, sequestrando essas
moléculas. Além disso, protege o LDL do dano oxidativo induzido por radicais livres
por sua capacidade de neutralizar os hidroperoxidos lipidicos derivados do LDL em
hidroxidos lipidicos redox-inativos. Além disso, a ApoA-I se liga com alta afinidade a
paraoxonase 1 (PON1), uma enzima, encontrada exclusivamente na HDL, capaz de
bloquear a oxida¢do do LDL, melhorando assim a atividade ¢ a estabilidade da PON1
(SOPPERT, J. 2020).

Além de PONI, duas outras hidrolases associadas a HDL, que sdo a LCAT e a
fosfolipase A2 associada a lipoproteina (Lp-PLA2) impactam no aumento da
capacidade da HDL de bloquear a oxidacdo do LDL ao catabolizar fosfolipidios
oxidados. Assimcomo a PON1, a LCAT ¢ encontrada exclusivamente no HDL. Além de
seu papel na esterificagdo do colesterol, LCAT pode degradar mediadores aterogénicos
na particula de LDL, ou seja, fator ativador de plaquetas (PAF) e fosfolipidios oxidados
(ZIMETTI, F. 2021).
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Em contraste com PON-1 e LCAT, Lp-PLA2 associa-se principalmente com
LDL e em menor grau com HDL. No LDL, ela cliva as fosfatidilcolinas oxidadas em
lisofosfatidilcolina e &cidos graxos livres oxidados, com a lisofosfatidilcolina
modulando muitos efeitos biologicos do LDL oxidado. Em contraste, existe a hipotese
de que o HDL fornega um local mais seguro para a liberacao de lisofosfolipidios que, de
outra forma, danificariam potencialmente as membranas celulares e outras lipoproteinas
(ZIMETTI, F. 2021).

Devido a essa importante capacidade da HDL, alguns estudos avaliam essa agao
analisando, por exemplo, a quantidade de tempo que a HDL consegue impedir a
formagdo de dienos conjugados apds impor a LDL a oxidagdo induzida por cobre. Esse
tempo de resisténcia da-se o nome de lag time da HDL. Essa analise ¢ utilizada em
estudos de medicamentos, como estatinas, ¢ comparagdo qualitativa da HDL entre

individuos (VAVLUKIS, A., 2022; MENESES, R. R. C., 2022)

1.6.2 Acao anti-inflamatoria da HDL

A HDL por ser um fator importante para modulac¢ao do estresse oxidativo e este
ser um componente importante para inflamagdo, faz com que a HDL tenha mais um
ponto positivo como agente anti-inflamatdrio.

O efeito anti-inflamatdrio ocorre devido a reducao da expressao de moléculas de
adesdo celular, incluindo molécula-1 de adesdo celular intercelular (ICAM-1),
molécula-1 de adesdo celular vascular (VCAM-1) e E-selectina, nas células endoteliais.
Essas moléculas sdo responsaveis pela adesdo e migragdo de leucdcitos para os locais de
inflamacdo. Ao reduzir a expressao dessas moléculas, a HDL inibe a adesdo ¢ a entrada
de leucocitos inflamatorios nos tecidos (LOTFOLLAHI, Z., 2020; BEN-AICHA, S.,
2020).

H4, também, supressdo da produgdo de citocinas pro-inflamatorias, como
interleucina-1p3 (IL-1P), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-o (TNF-a).
Essas citocinas desempenham um papel importante na indugdo e amplificacdo da
resposta inflamatéria. A redu¢do na produgdo dessas citocinas ajuda a modular a
resposta inflamatodria e a reduzir o dano tecidual associado a inflamagdo (TANAKA, S.,

2020; RUIZ-RAMIE, J. J., 2019).
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Como ja visto, anteriormente, a HDL ajuda na preservagdo da funcio endotelial
e, além disso, restaura ¢ mantém a funcdo adequada do endotélio, diminuindo a
permeabilidade vascular e prevenindo a entrada de substancias pro-inflamatorias nos
tecidos (LOTFOLLAHI, Z., 2020)

E, por ultimo, a HDL tem a capacidade de remover lipopolissacarideos (LPS),
que s3o componentes da parede celular de bactérias Gram-negativas ¢ podem
desencadear uma resposta inflamatoria. A HDL se liga ao LPS e o transporta para fora
da circulagdo, prevenindo a ativa¢do do sistema imunologico e a resposta inflamatoria

associada (TANAKA, S., 2020).

1.6.3 A¢ao antitrombdtica da HDL

Algumas fungdes especificas ja supracitadas ddo caminhos para a redugdo de
trombos, como, por exemplo, a redugdo do estresse oxidativo causando,
proporcionalmente, a redu¢do da formacao de codgulos. E a HDL, como ja conhecido, ¢
um agente preservante da fun¢do endotelial e isso se d4, também, por ser um promotor
da producdo de oxido nitrico (NO), que possui propriedades vasodilatadoras e
anticoagulantes (BEN-AICHA, S., 2020; TANAKA, S., 2020).

A HDL reduz a expressdo de moléculas pro-coagulantes, como o fator tecidual
(TF), nas células endoteliais. O TF desempenha um papel importante na iniciagdo da
cascata de coagulacdo. Ao reduzir a expressdo do TF, a HDL diminui a predisposi¢do
para a formacdo de codgulos sanguineos. Além disso, a HDL estimula a sintese de
prostaciclinas, que inibem a agregacdo plaquetaria, fornecendo 4cido araquiddnico e
induzindo a expressdo da ciclooxigenase-2. E a HDL junto a apoA-I inibem a
autoassociagdo do fator de von Willebrand, processo envolvido na ligagdo de plaquetas
e formacdo de trombos oclusivos em pequenos vasos (PIRILLO, A., 2019).

A HDL, também, regula o sistema fibrinolitico, responsavel pela dissolugao de
coagulos sanguineos. Ela aumenta a produgdo ¢ a atividade da enzima fibrindlise
plasminogénio ativador tissular (t-PA), que esta envolvida na degrada¢do do coagulo
sanguineo. Ao promover a fibrindlise, a HDL contribui para a dissolu¢do de coagulos
existentes e impede a formacdo de novos codgulos. Estes também sdo reduzidos devido
a HDL interferir em vias de sinalizagdo envolvidas na ativagdo e agregacao de plaquetas

(LIMA, E. S., 2006).
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Mediante a tantos efeitos benéficos da HDL existem varias pesquisas cientificas
que buscam entender e ser meios de promog¢ao das principais maneiras de melhorias das
fungdes da HDL que incluem adotar um estilo de vida saudavel, como praticar
exercicios regularmente, manter um peso corporal saudavel, evitar o tabagismo, limitar
o consumo de alcool, ter ciéncia das predisposi¢des genéticas e seguir uma dieta

equilibrada, rica em acidos graxos dmega-3 e fibras.

1.7 HDL e a influéncia de fatores genéticos e nutricionais

Tanto os hébitos de vida quanto a genética podem influenciar a HDL e a saude
cardiovascular de forma independente, mas também podem interagir entre si.

Sabe-se que os principais habitos de vida que podem impactar beneficamente a
producdo e fungdo da HDL sdo a pratica de exercicios regulares, principalmente
atividades aerdbicas, o controle de peso corporal e 0 ndo tabagismo, além da dieta, ricas
em fibras soliveis, antioxidantes, 4cidos graxos Omega-3 e baixas em gorduras
saturadas e trans (PEREZ-BELTRAN, Y. E., 2022; RUDKOWSKA, 1. 2013; RUIZ-
RAMIE, J. J., 2019).

Neste estudo, de forma complementar, ¢ analisado a presenc¢a de acidos graxos
omega-3 e acidos graxos ndo esterificados (NEFAS) como fatores que influenciam a

produgdo e fungdo da HDL e que impactam a saude cardiovascular.

1.7.1 Acidos graxos nao esterificados (NEFAS)

Também conhecidos como acidos graxos livres (AGL), NEFAs sdo moléculas
de 4cidos graxos que estdo presentes no organismo na forma nao esterificada, ou seja,
ndo estdo ligadas a outras moléculas, como glicerol, para formar triglicerideos.

Os NEFAs s3o componentes importantes do metabolismo lipidico e
desempenham diversos papéis no organismo. Eles sdo uma fonte de energia para as
células, especialmente em periodos de jejum ou exercicio intenso, quando os estoques
de glicogénio sdo esgotados. Os NEFAs também sdo utilizados para a sintese de outros
lipidios, como os fosfolipidios, que sdo componentes importantes das membranas

celulares (SOBCZAK, A. 1. S. 2019).
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No entanto, altos niveis de NEFAs circulantes podem estar associados a
condi¢des metabolicas desfavoraveis. Em individuos com obesidade, resisténcia a
insulina ou diabetes tipo 2, a liberagdo excessiva de NEFAs pelo tecido adiposo pode
levar ao acumulo de gordura em outros tecidos, como o figado e os musculos,
contribuindo para a resisténcia a insulina e o desenvolvimento de doencas metabdlicas
(SOBCZAK, A. 1. S. 2019).

Altos niveis de NEFAs circulantes estdo frequentemente associados a niveis
reduzidos de HDL. Isso pode ocorrer porque os NEFAs interferem no transporte reverso
de colesterol e na atividade da enzima lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), que
desempenha um papel importante na maturagdo e no metabolismo da HDL. E, niveis
elevados de NEFAs podem resultar em uma diminui¢do na quantidade de fosfolipidios e
apolipoproteinas presentes nas particulas de HDL, afetando sua capacidade antioxidante

e anti-inflamatoria (ROSALES, C., 2020).

1.7.2 indice de dmega-3

O omega-3 ¢ uma classe de acidos graxos poli-insaturados que desempenham
um papel importante na saide cardiovascular. Esses &cidos graxos podem ser
encontrados em fontes alimentares, como peixes de dgua fria (salmdo, sardinha, cavala),
nozes, sementes de linhaga e 6leo de peixe (RUDKOWSKA, 1. 2013).

O indice de 6mega-3 ¢ uma medida que avalia a quantidade de acidos graxos
omega-3 de cadeia longa, como o 4&cido eicosapentaenoico (EPA) e o 4cido
docosahexaenoico (DHA), presentes nas membranas celulares dos glébulos vermelhos
do sangue. Esses acidos graxos dmega-3 sdo considerados essenciais, pois 0 corpo
humano nao ¢ capaz de produzi-los em quantidades adequadas e, portanto, devem ser
obtidos por meio da alimenta¢do ou de suplementagdo (RODRIGUEZ, D. 2022).

Esse indice ¢ expresso como uma porcentagem e ¢ calculado dividindo-se a
soma das concentragdes de EPA e DHA nos globulos vermelhos do sangue pelo total de
acidos graxos dmega-3 e dmega-6. Em outras palavras, ¢ uma medida da propor¢do de
omega-3 em relagdo aos outros 4cidos graxos presentes nas membranas celulares
(HARRIS, W. S., 2004).

A porcentagem de Omega-3 ¢ frequentemente usada como um indicador do

status de Omega-3 no organismo. Valores mais altos do indice sdo considerados
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indicativos de uma maior ingestdo e incorporagdo de 6mega-3 na dieta. Pesquisas tém
demonstrado que um indice mais elevado estd associado a diversos beneficios para a
saude, como a reducdo do risco de doengas cardiovasculares, diminui¢dao da inflamagao,
melhora da fun¢do cognitiva e suporte a satide ocular (HARRIS, W. S., 2004).

Estudos cientificos t€ém demonstrado que a ingestdo adequada de 6mega-3 estd
associada a um aumento nos niveis de HDL no sangue. O O6mega-3 pode afetar o
metabolismo lipidico de varias maneiras, incluindo o aumento da producdo de HDL
pelo figado e a melhoria da func¢do antioxidante da HDL (LIU, Q. K., 2021).

A medic¢do do indice de d6mega-3 ¢ realizada por meio de uma amostra de sangue,
geralmente coletada por pungdo venosa. As concentragdes de EPA e DHA nos globulos
vermelhos sdo determinadas por analises laboratoriais, como cromatografia gasosa ou
espectrometria de massa (RUDKOWSKA, I. 2013).

E importante destacar que o indice é apenas um indicador do status de dmega-3
no organismo ¢ nao fornece informagdes sobre a ingestdo total de 6mega-3 na dieta.
Além disso, embora seja um parametro relevante, ndo deve ser considerado
isoladamente, sendo necessario avaliar outros aspectos relacionados a satude e estilo de
vida (RODRIGUEZ, D. 2022).

E importante ressaltar que a relagdo do 6mega-3, NEFAS ¢ HDL pode variar
dependendo de diversos fatores, como a dose e a fonte do 6mega-3 consumido, contexto
metabolico, estado de satde geral, estilo de vida e a genética individual (PEREZ-

BELTRAN, Y. E., 2022).

1.7.3 Genética e HDL

As variagdes genéticas de uma pessoa pode influenciar os niveis de HDL. Certas
variagdes genéticas podem afetar a producdo, o metabolismo e a fun¢do da HDL,
resultando em niveis mais baixos de HDL mesmo com habitos saudaveis.

As variagdes genéticas abordadas neste estudo foram os polimorfismos que sao
variaveis alélicas, ou seja, alelos mutantes de um determinado gene. Polimorfismos
acontecem em uma frequéncia maior que 1% da populagdo, ao contrario de mutacdes
que ocorrem em menos de 1%. Os polimorfismos genéticos podem acontecer devido a

uma troca de bases, uma duplica¢dao, uma delecdo de um ou varios pares de bases, ou
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uma translocagdo cromossomica (FLORES, M. F. 2006; LANDER e¢ WEINBERG,
2000; CORELLA e ORDOVAS, 2005).

1.7.3.1 Polimorfismo de nucleotideo tinico (SNP)

Polimorfismos de nucleotideo tinico, também conhecidos como SNPs (do inglés
Single Nucleotide Polymorphisms), sdo variagdes genéticas que ocorrem quando uma
unica base de nucleotideo em um gene difere entre individuos. Essas variagcdes sdo a
forma mais comum de varia¢do genética encontrada no genoma humano (SANTORO,
A., 2010).

Os SNPs sdo a base da diversidade genética entre os individuos e podem ocorrer
em diferentes regidoes do DNA, incluindo genes codificadores de proteinas, regides
regulatorias e regides nao codificantes. Eles podem ser encontrados em todas as partes
do genoma, ocorrendo aproximadamente a cada 1.000 bases (KAWASHIRI, M., 2018).

Existem diferentes tipos de SNPs. O tipo mais comum ¢ o SNP bialélico, no
qual ha apenas duas formas alélicas (variantes) para o SNP em questdo. Por exemplo,
em um determinado SNP, um individuo pode ter a variante A e outro individuo pode ter
a variante G. No entanto, também existem SNPs multialélicos, nos quais existem mais
de duas variantes para um determinado SNP (CAETANO, A. R., 2009).

Os SNPs podem ter diferentes efeitos funcionais. Alguns SNPs estao localizados
em regides codificadoras de proteinas e podem levar a uma mudanga na chamada “fase
de leitura”, mudanca que ocorre entre o cdédon de iniciagdo ATG e o codon de
terminacao da cadeia polipeptidica. Mudangas nas fases de leitura podem alterar o
sentido daquele codigo, gerando proteinas ndo funcionais (perda de sentido ou parada
prematura da sintese proteica). Esses SNPs sdo conhecidos como SNPs ndo sindnimos.
SNPs sindnimos, por outro lado, ocorrem em regides codificadoras, mas ndo alteram o
aminoacido da proteina, devido a degeneragdo do codigo genético. Além disso, SNPs
em regides ndo codificantes podem afetar a regulacao da expressdo génica, a estrutura
do DNA ou a ligacgao de fatores de transcricao (CAETANO, A. R., 2009).

Os SNPs tém sido amplamente estudados em pesquisas genéticas e tém
implicagdes significativas na genética humana, incluindo o estudo de doengas
complexas, resposta a medicamentos, suscetibilidade a doencgas e caracteristicas

fenotipicas individuais (KAWASHIRI, M., 2018).
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Esses polimorfismos podem ocorrer no gene da Apo Al e que favorece o
aparecimento de distirbios no metabolismo lipidico, podendo trazer maleficios a saude

cardiovascular (BERTOLINI, S. et al. 2003).

1.7.3.2 Polimorfismo do gene da Apo Al

O gene da Apo Al estéd localizada na regido 23 do brago longo do cromossomo
11 (11g23), como ilustrado nas figuras 5 e 6. O gene que regula a expressao da apo A-I
codifica uma proteina composta por 243 aminoacidos e isto representa 79 % das
proteinas presentes na HDL, mostrando-se uma proteina essencial para a formacao da
lipoproteina de alta densidade e o exercicio de suas fungdes principais como efluxo de
colesterol das células e ativagdo da enzima LCAT para a esterificagdo de colesterol

(FLORES, M. F. 2006; BERTOLINI, S. et al. 2003; BALTHAZAR, E. A., 2012).

Figura 5. Localizagdo do gene da Apo Al
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Fonte: Figura adaptada de Balthazar, E. A., 2012.
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A primeira descricdo de alteracdo estrutural da apo Al foi feita em um estudo
com uma familia de origem italiana. Essa primeira alteracdo foi chamada de alelo
Milano para Apo Al e resulta de uma mutagdo que causa uma substitui¢do do
aminoacido arginina por cisteina na posicao 173 (Argl73Cys) na seqiiéncia da apo A-I
(WEISGRABER et al., 1983).

Exemplos de dois polimorfismos localizados a poucos nucleotideos um do outro

levam as substituicdes de uma guanina por uma adenina (G/A) no sitio -75 G>A (rs670)
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e a transi¢cdo de uma citosina por uma timina (C/T) no sitio +83C>T (rs5069). Ambas
variantes alélicas tem sido associadas a alteragcdes nas concentragdes sanguineas de c-
HDL, a incidencia de doengas cardiovasculares, hiperlipidemias familiares e, ainda,
alteragdes na pressdo sanguinea (ASSMANN et al.,1992; AL-YAHYAEE et al., 2004;
KAMBOH et al., 1996; MA et al., 2005; WANG et al., 1996; ZOU et al., 2003).
Interessante mencionar que os polimorfismos rs670 e rs5069, anteriormente
citados, tem suas expressoes genéticas influenciadas por dietas alimentares ricas em

acidos graxos essenciais como Omega-3 e Omega-6 (ORDOVAS, 2006).

Figura 6. Esquema do gene apo A-1 e indicagdo de alguns polimorfismos encontrados.
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Fonte: Figura adaptada de Flores, M.F., 2006.

Outro polimorfismo, o T84C Haelll ApoAl (rs5070), no gene apo Al
encontrou-se associado com hipertrigliceridemia e reducao dos niveis plasmaticos de c-
HDL (GROENEDIKI et al, 2001, YAMADA et al, 2007; SHIOJI et al, 2004)

Existem outros estudos sobre variagdes genéticas no gene da apo Al que
demonstram diferentes resultados voltados a alteracdes no metabolismo lipidico e
fatores associados, como, por exemplo, sobre alteracdes na elevagdo da glicemia em

mulheres, ou que ndo foi observado alteragdes glicolipidicas em criangas, ou que ndo foi
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observado associagdao com doenga arterial coronariana (FLORES, 2006; LARSON et al.,
2002; DE FRANCA et al., 2005; MANSUR et al., 2000).

1.7.3.3 Outros polimorfismos relacionados ao metabolismo da HDL

A lipase hepatica (LH), que ¢ responsavel pela quebra de lipidios das
lipoproteinas, ¢ composta por 449 aminoécidos e ¢ codificada por seu gene localizado
no cromossomo 15q21-g23 com um tamanho de fragmento >120kb de DNA (tabela 1).
E a expressdo genética da LH tem sido relacionada a alteragdes na concentragdo
sanguinea de c-HDL de forma inversamente proporcional, assim como em pesquisas
sobre variantes alélicas do gene (CARR et al, 2001; ISAACS et al, 2004; GOMES et al,
2005; JT et al, 2002; ORDOVAS et al, 2002; SOMEKAWA et al., 2002; ZAMBON et al,
2001; ZHANG et al, 2005; YAMAKAWA-KOBAYASHI et al, 2002).

Outras variantes genéticas estudadas e relacionadas as doengas cardiovasculares
sdo os polimorfismos do gene da apo E que se destacam por influenciar as
concentragdes de lipoproteinas. O gene da ApoE localiza-se no cromossomo 19q13.2,
com uma extensdo de 3160 pares de bases, consiste de 4 exons ¢ trés introns. Nesse
locus génico j& foram identificados 84 polimorfismos, dentre estes, um ¢ amplamente
estudado que ¢ a mutagao missense a qual existe em 3 isoformas: E2, E3 e¢ E4
(GOLLEDGE et al, 2010; MINIHANE et al, 2007, LOVEGROVE; GITAU, 2008;
1270, 2008).

Variacdes no gene da LCAT (cromossomo 16g22.1), que codifica uma proteina
madura de 416 aminoacidos, causam o aparecimento de trés fenotipos que definem o
surgimento estados deficientes de lipoproteina de alta densidade: deficiéncia familiar de
LCAT; Doenga do Olho de Peixe; e, hipoalfalipoproteinemia familiar. E, felizmente, na
maioria desses casos, ndo ha o aumento de doencas cardiovasculares, devido a
diminui¢do, também, de lipoproteinas pro-aterogénicas contendo Apo B na presenca de
defeitos na LCAT (BERTOLINI, 2003).

A hipoalfalipoproteinemia (HA) familiar também pode ser causada por mutagdes
genéticas no gene da lipoproteina lipase (cromossomo 8p22). A enzima LPL, composta
por 448 aminodcidos, hidrolisa triglicerideos em quilimicrons e VLDL na presenga do

co-fator apo C-III. E, individuos com polimorfimos no gene da LPL, sdo caracterizados
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por terem hipertrigliceridemia, hiperquilomicronemia com, consequente, HA e aumento
no risco de doengas cardiovasculares (BERTOLINI, 2003).

E, como tultimo exemplo, tem-se a forma mais grave de hipoalfalipoproteinemia
que ¢ a doenca de Tangier (DT) que ¢ identificada em individuos com mutacdoes no
gene que codifica o ABCA1 (cromossomo 9q31) que ¢ um transportador celular
fundamental para o efluxo de fosfolipideos e coleterol ndo esterificado de tecido
periféricos do organismo, e transferéncia desse lipideos para particulas de apo Al pobre
em lipideos. Com a deficiéncia de ABCAI1, o efluxo de colesterol ¢ prejudicado,
ocasionando o acumulo intracelular de ésteres de coleterol e, também, prevenindo a
produgdo de HDLs nascentes a partir de particulas de apo Al pobre em lipideos, que,
dessa forma, eleva a depuragdo de HDL do plasma. Além de aumentar a incidéncia de

doengas cardiovasculares em 50% dos casos (BERTOLINI, 2003).

Tabela 1. Genes de apolipoproteinas, lipoproteinas e enzimas relacionadas ao

metabolismo lipidico

Gene Localizacao Eunf.;an do produto protéico
cromossémica

Apolipoproteina A-1 11qg Componente de HOL; co-fator LCAT

Apolipoproteina A-1V 119 Componente de quilomicrons e HOL;
pode influenciar metabolismo de HDL

Apaolipoproteina C-MI 11q Variagao alélica associada a
hipertrigliceridemia

Apolipoproteina B 2p Ligante para o receptor de LDL; envolvida
na formacao de VLDL LDL, IDL e OM

Apolipoproteina D 2p Componente de HDL

Apaolipoproteina C-1 190 Afivacho de LCAT

Apaolipoproteina G-Il 19g Ativagao de lipoproteina lipase

Apaolipoproteina E 190 Ligante para o receptor de LDL

Apolipoproteina A-ll 1p Componente de HDL

Receptor de LDL 19p Captacao de particulas circulantes de
LDL

Lipoproteina (a) €q Transporte de colesterol

Lipoproteina Lipase 8p Hidrdlise de lipidios de lipoproteina

Lipase hepatica 15g Hidrdlise de lipidios de lipoproteina

Lecitina colesterol acil- 160 Esterificacao de colesterol

iransferase

Proteina Transferidora de 16g Facilita fransferéncia de ésteres de

Esteres de Colesterol colesterol e lipoproteinas de fosfolipidios

Fonte: Figura adaptada de Flores, 2006.
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2. JUSTIFICATIVA

Frente a significativa carga global na saude publica de morbidade e mortalidade
causada por doengas cardiovasculares, tornando esta a mais grave das doengas cronicas
ndo transmissiveis, ¢ sendo a responsavel por, aproximadamente, 1/3 das mortes da
populagdo brasileira, tem sido realizado varios estudos para compreender as causas
como fatores genéticos e ambientais e buscas de acdes de controle e prevencdes na
populacdo a fim de reduzir esses dados epidemiologicos que s6 crescem a cada ano.

Uma das principais causas das DCVs sdo as dislipidemias, que sdo disfungdes
do metabolismo lipidico e lipoprotéico, e estas t€ém como exemplo, as concentragdes
baixas de colesterol transportados pela HDL. Este estado de concentragdo reduzida de
colesterol na lipoproteina de alta densidade impacta na diminui¢do do tamanho da
particula, que, consequentemente, impacta na piora das acdes benéficas da HDL, como
o transporte reverso de colesterol e, analisado nesse estudo, a acao antioxidante.

Acgdes podem ser tomadas para melhoria desse quadro como uso de terapias
medicamentosas ou somente adequacao de habitos saudaveis que podem impactar tanto
na quantidade de c-HDL como na funcionalidade da lipoproteina de alta densidade.

Mas ha um fator que deve ser levado em consideracdo e que ¢ um foco de
contribuicdo desse estudo, que ¢ o fator genético. E este pode mudar a resposta de um
individuo em relagdo aos possiveis efeitos benéficos de uma intensidade de exercicio
fisico ou tomada de medicamentos ou alimentagdo saudavel. Essas reflexdes sdo
abordadas em alguns estudos recentes que estdo expostos no quadro 1, onde cita
algumas das 33 citagdes sobre o rs670 (Relatorio de SNPs de referéncia da NIH/NCBI).

Portanto, como continuagdo a pesquisas realizadas anteriormente a esta, sobre a
influéncia de fatores lipidicos, focando na hipoalfalipoproteinemia sobre a
funcionalidade da HDL (MENESES, R. R. C., 2022), este estudo aborda o fator

genético que pode vir a influenciar tanto na estrutura quanto na fun¢do da HDL.
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Quadro 1. Citagdes sobre rs670 e suas relagdes com DCVs, perfil glicolipidico, antropométrico, dietas e outras tematicas (NIH/NCBI)

Izaola, O. et al., 2020

Genética como fator de variabilidade na resposta dietética; rs670 associado na redugdo de IMC, c-LDL e resisténcia a insulina; presenca do
alelo A associa-se ao aumento do c-HDL, diminui¢do de CC ¢ massa gorda, além de trazer prote¢do ao estado de sindrome metabolica;
gendtipo AA relacionado ao aumento de glicemia

Ramezani-Jolfaie, N., et al. 2020

Com intervengdo de dleo de gergelim e canela, individuos com alelo A demonstraram maior melhora no perfil lipidico e redugdo de fatores de
risco cardiovascular; associa¢do da presenca do alelo A com o aumento de c-HDL em relagdo ao genotipo GG

Boes, E. et al. 2009

Estudo de 3 polimorfismos da Apo Al (rs670, rs5069 e rs 5070) os quais mostram associagdo com as concentragdes de c-HDL e impacto na
incidéncia de doengas cardiovasculares

van Vliet-Ostaptchouk, J. V ;
Snieder, H.; Lagou, V., 2012

Estudo de polimorfismos e seu impacto na incidéncia de obesidade

Rudkowska, I. et al., 2013

Estudo sobre polimorfismos e o indice de omega-3 e possiveis modula¢des sobre os fatores de risco de doengas cardiovasculares relacionados
ao perfil lipidico

Wang, X. etal., 2018

Associacdo de polimorfismos do gene da Apo Al no diferente tipos de obesidade e em diferencas de concentagdes de c-HDL; alelo G mais
associado a concentragdes reduzidas de c-HDL

Wu, Y. etal., 2016

Mostra associagdes entre polimorfismo da Apo Al e sindrome metabdlica; rs670 associado com alteracdes nas concentragdes de c-HDL e
pressdo arterial; alelo A com risco aumentado de sindrome metabdlica

Wang, Y. et al., 2017

Associacdo de rs670 e outros polimorfismos da Apo Al com AVC isquémico, dislipidemias, sindrome metabolica e resistencia a insulina; alelo
T associado a risco aumentado de AVC isquémico

Hosseini-Esfahani, F. et al., 2017

Alelo A associado com aumento de c-HDL e Apo Al; ingestdo de agucar foi associado a um menor risco de sindrome metabdlica em alelo A

de Luis, D. A. et al., 2018

Papel do polimorfismo da Apo Al (rs670) nos niveis de lipoproteinas e pardmetros antropométricos apds a cirurgia de derivagdo
biliopancreatica (DBP) em pacientes obesos morbidos

de Luis, D. A. etal., 2018

Expressdo do gene da Apo Al relacionado ao aumento de c-HDL e protecéo contra aterosclerose; efeito do rs670 sobre a responsividade da
concentragdo de c-HDL a mudangas da gordura dietética em normolipidémicos; portadores de alelo A tiveram maior redugdo de adiposidade,
IMC, massa gorda e CC em relagdo a ndo portadores; dieta rica em acido graxos poliinsaturados reduziu c-LDL em em portadores de alelo A
do que em ndo portadores; gendtipo AA foram relacionados ao aumento de glicemia; alelo A associado como protetor contra sindrome
metabolica

Wang, X. et al., 2018

Alelo G (rs670) com maior propensdo no desenvolvimento de dislipidemias

Casillas-Muifioz, F. et al., 2018

Polimorfismos do gene da Apo Al como agentes modificadores de riscos a eventos cardiovasculares; como alguns achados ndo foi visto
contribui¢@o do polimorfismo do gene da Apo Al sobre a sindrome coronariana aguda e nas concentragdes de Apo Al

Supajaree, P. et al., 2022

Alelo A com risco 1,46 vezes maior de doengas com concentragdes de c-HDL baixo

Pérez-Beltran, Y. E. et al., 2022

Revisdo sobre nutrigenética, mostrando como a ingestao de acidos graxos saturados, poli e mono insaturados podem modificar o metabolimso
lipidico e que isso pode se diferenciar devido a fatores genéticos
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar o envolvimento do polimorfismo da Apolipoproteina Al (rs670) no

tamanho e acgdo antioxidante da lipoproteina de alta densidade (HDL).

3.2 Objetivos Especificos

@ Identificar a presenga do polimorfismo rs670 na populagdo de estudo;

@ Comparar perfil glicolipidico e antropométrico quanto a presenga do
polimorfismo da Apo Al (rs670);

@ Investigar o impacto do polimorfismo da Apo Al(rs670) sobre a
funcionalidade/qualidade da HDL;

@ Avaliar a associacdo independente de pardmetros antropométricos, perfil
glicolipidico, ag¢do antioxidante e tamanho da HDL com a presenca do Alelo A

do polimorfismo da Apo Al.
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4. METODOLOGIA
4.1 Populacio, tamanho da amostra e tipo de estudo

Os individuos voluntarios do estudo foram selecionados, através de uma
pesquisa documental e atendidos no Laboratorio de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas
(LACT) vinculado a Faculdade de Farmaécia, Odontologia ¢ Enfermagem (FFOE) da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Este laboratdrio realiza exames direcionados,
prioritariamente, ao fortalecimento do ensino dos proprios graduandos da Faculdade de
Farmacia e promocao do acesso as comunidades mais fragilizadas economicamente.

A amostragem foi do tipo ndo probabilistica do tipo conveniente. O estudo foi
observacional analitico e transversal.

Considerando os critérios de inclusdo e exclusdo que serao descritos
posterioemnte, foram incluidos 78 individuos no espaco amostral e, em seguida, estes
foram divididos em 2 grupos, de acordo com a presencga ou ndo do alelo A referente ao

polimorfismo do gene da Apo Al (rs670).

4.2 Critérios de inclusio e exclusao

Foram considerados elegiveis os individuos, com idade de 20 a 75 anos de
ambos os sexos, sendo excluidos individuos que estivessem usando estatinas ou fibratos
e, ainda, individuos desnutridos, gravidas ou lactentes, alcoolistas e usuarios de drogas

ilicitas.

4.3 Avaliacao socioeconomica e clinica

O perfil socioecondmico foi avaliado por meio de formulério estruturado (Anexo
1), relacionando caracteristicas sobre sexo, raga, como variaveis qualitativas nominais;
renda familiar e nimero de individuos que moram na casa como varidveis qualitativas
ordinais; e idade como uma variavel quantitativa discreta.

A avaliagao clinica foi constituida pelas informagdes sobre historia clinica atual,
antecedentes familiares de doengas cronicas (pai e mae), uso regular de medicamentos

e/ou vitaminas como variaveis qualitativas nominais.
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4.4 Avaliacao antropométrica

Foram coletados os seguintes dados antropométricos: massa corporal (Kg),
estatura (m) e circunferéncia da cintura (cm) como varidveis quantitativas.

A massa corporal foi mensurada com os participantes utilizando o minimo de
roupas e descalcos, através da balanga digital com limite de capacidade de 150,0 Kg e
precisdo de 100,0 g. A medida da estatura foi realizada por meio do estadidmetro
portatil com limite de 2,1 m e precisao de 1,0 mm, estando os individuos descalgos, em
posicao ereta, com os pés paralelos, calcanhares, panturrilha, gliteos, ombros e cabega
encostados no estadidmetro, com a cabeca sob o plano horizontal de Frankfurt. Esses
dados foram utilizados para célculo do indice de massa corporal (IMC), definido como a
massa corporal em quilogramas pela estatura em metros quadrados (Kg/m2). O valor do
IMC foi classificado de acordo com a OMS (2003).

Utilizando uma fita inelastica, flexivel, com precisao 1,0 mm, foi coletado a
medida da circunferéncia da cintura (CC), adotando-se como referencial anatomico o
ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca. O paciente foi orientado a
permanecer com o abddmen relaxado, ficar em pé, manter os bragos paralelos ao corpo
e pés unidos. Os valores de circunferéncia da cintura foram classificados considerando
os valores propostos pela OMS (2004).

A avaliacdo da porcentagem de massa gorda corporal foi realizada através do
equipamento de Bioimpedancia Biodynamics 450®.

Os pacientes foram posicionados em decubito dorsal, em posi¢cdo confortavel e
relaxados, com os membros superiores ao longo do corpo e os inferiores em extensdo e
abduzidos de forma a manter uma distancia aproximada de 15 a 20 cm entre os
mesmos. O membro superior direito foi posicionado a aproximadamente 15 cm
do tronco, punho em posi¢do neutra, apoiado na maca e dedos em extensdo. Na regido
dorsal da mao, o eletrodo distal injetor de corrente foi posicionado na base da terceira
falange proximal e o eletrodo proximal detector de voltagem no eixo da
articulagdo radio-carpica, entre o processo estildide da ulna e do radio. Com o membro
inferior direito relaxado, o eletrodo distal injetor de corrente foi posicionado na regido

dorsal do pé, na base da terceira falange proximal e o eletrodo proximal detector de
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voltagem na linha da articulagdo do tornozelo, face anterior, entre os maléolos interno e

externo.

4.5 Avaliacao bioquimica
4.5.1 Obtencao de sangue

Amostras sanguineas (20 mL) foram coletadas apos jejum prévio de 12 horas. O
sangue foi coletado em trés tubos a vacuo, um contendo 4cido etileno-
diaminotetraacético-EDTA (1,0 mg/mL) (BD, Brasil), utilizado para a obten¢do do
plasma o qual foi usado para avaliar o tamanho das lipoproteinas HDL ¢ a papa de
hemaécias e leucocitos que foi utilizado para a analise do indice 6mega-3 e extragdo de
DNA para a Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR); os outros dois sem anticoagulante
para obtencao do soro o qual foi usado para avaliar a fun¢ao antioxidante da HDL,
determinar o perfil glicolipidico, NEFAS (acidos graxos nao-esterificados) e
apolipoproteinas A-I e B.

Todo o material bioldgico foi mantido em gelo e protegido da luz até a obtencao
do plasma e do soro. Apos as andlises do perfil glicolipidico, NEFAS e das
apolipoproteinas A-I e B, as amostras foram armazenadas a -80°C até o momento das
analises do tamanho e funcdo antioxidante da HDL, indice 6mega-3 e polimorfismo do

gene da Apo A-L

4.5.2 Marcadores do metabolismo lipidico e glicémico

Através da aplicagdo manual de reagentes enzimaticos, foram analisadas as
concentragdes de glicose, colesterol total e triglicerideos no soro e colesterol na HDL
(Labtest®) como variaveis quantitativas. O conteudo de colesterol associado a LDL foi
determinado por meio da féormula de Friedewald, Levy e Fredrickson (1972), onde: c-
LDL= CT — ¢-HDL — TG/5. Essa foérmula s6 foi aplicada para os individuos com TG <
400,0 mg/dL (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972).

Para a dosagem de NEFAS utilizou-se método espectrofotométrico e

apolipoproteinas A-I e B foram utilizados métodos imunoturbidimétricos.

4.6 Determinacio do perfil de acidos graxos na membrana dos eritrdcitos (indice

Omega-3)
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Apds separacdo do plasma (3000 rpm ou 1010 G, 15 min, 4°C), foi utilizado 500
ul. de concentrado de hemacias (produto obtido da separagdo, por centrifugacdo, do
sangue total do plasma e fina camada leucocitaria) para a etapa de lise dos eritrdcitos
que se iniciou com a lavagem com tampao fosfato-salino (PBS) gelado (1:10; v/v, 15
min, 3000 rpm ou 1010 G), descartando o sobrenadante até¢ que o pellet fique livre de
hemoglobina. O pellet final dessa etapa foi colocado em banho-maria e exposto a
ultrassom por 5 minutos.

O método modificado que foi utilizado para determinacdo dos acidos graxos na
membrana dos eritrécitos constitui de etapa de preparo da amostra e extragcao dos acidos
graxos, no qual foi adicionado 1 ml de Metanol/Cloroférmio (2:1), seguido de
centrifugacdo por 20 min, a 20000 rpm (4500 G, aproximadamente). Essa etapa foi
repetida 3 vezes, sendo os sobrenadantes que foram obtidos em cada lavagem reunidos e
secos em fluxo continuo de N2 comum.

A etapa de esterificagdo foi iniciada com adi¢do de 0,5 ml de Hexano HPLC, ¢
125 uL de Metoxido de sodio (0,5 M), seguida de sonicagdo por 20 min. Em seguida,
foi adicionado 2,5 ml de solu¢do de NaCl saturada, sendo a amostra mantida em
repouso por 10 mim. Apds essa etapa, foi adicionado 1 mL de Hexano, seguido por
agitacdo em vortex, durante 30 seg. O sobrenadante (fase hexanica) foi transferido para
tubos de vidro. Essa etapa foi repetida 4 vezes, sendo todos os sobrenadantes reunidos e
secos em fluxo de No.

Apobs completa evaporagdo, os acidos graxos esterificados foram ressuspensos
em 0,25 ml de Hexano HPLC, sonicando durante 5 min, filtrado (Milipore; 0,22 um)
diretamente no vial e injetado no Cromatdgrafo a Gas com detector de ionizagdo de
chama.

O perfil de 4cidos graxos foi determinado em cromatdgrafo a gas Shimadzu,
CG-2010, equipado com uma coluna capilar DB-FFAP (15 m x 0,100 mm x 0,10 um - J
e W Scientific, Agilent Technologies). O hidrogénio foi utilizado como gés de arraste
com fluxo de 0,27 mL/min, com vazao de 35 cm/s e pressao de 187,8 kPa. As taxas de
fluxo de ar sintético, N2 ¢ H2 foram, respectivamente, 300, 30, 30 mL/min. As
temperaturas do injetor ¢ do detector foram de 250 °C e 260 °C, respectivamente. A
programacao de temperaturas da coluna foi de 100 °C inicial, com reten¢do de 0,5 min,

rampa de 25 °C/min a 195 °C, 3 °C/min a 205 °C, 8 °C/min a 230 °C, com retengao de 4
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min, 50 °C/min a 245 °C, retendo por 0,5 min. A razdo Split utilizada no injetor sera de
1:150 e o tempo de corrida total foi de 15,56 min.

Como padrao externo utilizou-se uma mistura formada por 37 ésteres metil de
acidos graxos (FAME 37, codigo 47885, Sigma Chemical Co). O volume de injegao foi
de 2 uL, em injetor automatico AOC 20i. Os acidos graxos foram identificados por
meio da comparagdo dos tempos de reten¢ao do padrdo externo com as amostras. Foi
utilizado também padrdo interno methyl tricosanoate (C23:0, T9900, Sigma Chemical
Co). Os resultados foram expressos como percentual total de acidos graxos presentes na

amostra (variavel quantitativa).

4.7 Analise das subfracoes da HDL

O tamanho da HDL e suas subfragdes foram determinados através do sistema
Lipoprint System, Quantrimetrix® . Esse sistema utiliza eletroforese linear em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante para separar e quantificar as fragdes e subfragdes de
lipoproteinas. O teste utiliza um corante lipofilico, que se liga ao colesterol nas
particulas de lipoproteinas antes da eletroforese. Os tubos passaram por eletroforese e
foram escaneados para determinar a area relativa de cada subfragdo da lipoproteina e,
posteriormente, a intensidade da area integrada foi multiplicada pela concentragdo de c-
HDL total da amostra, sendo determinada a quantidade de colesterol em cada subfracao.

Para realizar esse procedimento, 25 ul de plasma foi acrescentado aos tubos de
gel e, posteriormente, adicionados 300 pl da solugdo gel do Kit de HDL. Apos
homogeneizag¢do e fotopolimerizacdo das amostras por 35 minutos, as lipoproteinas
foram separadas por eletroforese no intervalo de 1h a 3 mA.

Para HDL sao identificadas 10 subfracdes (HDL-1 a HDL-10), agrupadas do
seguinte modo: grande (HDL-1 a HDL-3), intermediarias (HDL-4 a HDL-7) e pequenas
(HDL-8 a HDL-10), sendo apresentadas em porcentagem ou em valores absolutos
(variavel quantitativa continua). As HDL grandes sdo maduras e funcionais, ricas em
proteinas estruturais, como apoA-I, e possuem melhores atividades antioxidantes e
capacidade de capturar e transportar colesterol, ja4 as HDL pequenas sdo mais
disfuncionais e imaturas, contendo menos proteinas e mais triglicerideos em relagdo ao
colesterol. A andlise das 10 subracdes e seus agrupamentos vem como especifica¢do de

estudos anteriores que analisavam duas grandes e hetrogéneas subfracdes da HDL:
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HDL, (particulas grandes) e HDL3 (particulas pequenas) (ARNAO, V., 2019; ALGER,
V., 1990; KOSTNER, G. M., 1985).

Nesse estudo foi proposta a razao de HDL 1-2/9-10 como uma outra forma de
refletir a prevaléncia de HDL grandes ou pequenas nas amostras analisadas. Quanto
maior for a razao proposta ou maior que 1, maior sera a prevaléncia de HDL grandes (1
e 2) em relagdo as HDL pequenas (9 e 10) e quanto menor for a razdo ou menor que 1,
menor serd serd a prevaléncia de HDL grande em relagcdo as HDL pequenas.

Todas essas analises foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Humana da

Faculdade de Satude Publica da Universidade de Sdo Paulo (FSP-USP).

4.8 Avaliacio da funcio antioxidante da lipoproteina HDL

A funcao antioxidante da HDL foi avaliada por meio do ensaio de Lag Time
proposto por Ziouzenkova et al (1998), sendo a HDL dos pacientes obtida por
precipitacao usada como substrato antioxidante.

A analise consiste em um teste de provocacao, na qual mede-se o tempo em que
as particulas HDL, ricas em fatores antioxidantes, impedem a oxidagdo das particulas
LDL pelos ions cuprosos (Cu?"). Neste ensaio, procura-se obter uma curva com as
seguintes caracteristicas: uma fase inicial de resisténcia a oxidacdo (Lag time) no qual a
absorbincia se mantém relativamente constante, ou seja, onde ocorre protecdo dos
lipideos pelos componentes antioxidantes da HDL, seguidas de uma fase de propagacgao
em que ocorre aumento continuo da absorbancia devido a formagdo do dienos
conjugados e finalmente a fase de estabilizacdo e decomposicdo, onde a curva atinge um
platd (Figura 7). Portanto, o Lag time ¢ a medida do periodo em que houve resisténcia a
oxidacdo e quanto maior o tempo de Lag time, maior ¢ a protecdo cardiovascular e

menor é o risco de DCV.
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Figura 7. Perfil caracteristico da cinética de oxidacdo da LDL induzida por CuSO4
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Fonte: (A) figura adaptada de Junior, A.C.A.L. 2015; (B) préprio autor.

A LDL ¢ isolada por ultracentrifugagdo de um conjunto (“pool”) de plasma
humano proveniente de individuos normolipidémicos de idade entre 25 e 35 anos. Tais
particulas sdo dialisadas contra PBS com uma coluna Econo-Pac 10DG (Bio-Rad,
Richmond, CA) e ajustada a concentragdo em 40 pg de proteina por 500 pL de H>O
deionizada. As particulas de HDL contidas na amostra dos individuos e adicionadas no
meio reacional devem, devido as suas propriedades antioxidantes, prevenir a oxidagao
da LDL.

Primeiramente, as amostras de soro foram preparadas para a obtengdo da HDL
por método de precipitagdo das lipoproteinas que apresentam Apo-B, dessa forma, a
lipoproteina HDL que ndo possui Apo-B na sua constitui¢do fica no sobrenadante. As
lipoproteinas ndo-HDL sao precipitadas utilizando polidnions como sulfato de dextrano,

heparina ou fosfotungstato, os quais reagem com grupos carregados positivamente nas
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lipoproteinas, cations bivalentes como o Mg?" sdo adicionados ao meio reacional,
facilitando a interagao.

Misturou-se 100 pL da amostra com 100 uL. do reagente precipitante (MgClz)
em um tubo eppendorff de 1,5 mL, sendo homogeneizado por 30 segundos com
posterior centrifugagdo a 3500 rpm (1400 G, aproximadamente) por 15 minutos. Em
seguida, foi retirado o sobrenadante o qual foi colocado em um novo tubo eppendorff de
500 pL. Das amostras de HDL obtidas, foi retirado aliquotas para diluir com PBS (1:50).
Essa dilui¢do serviu para a dosagem de proteinas pelo método de Bradford (ZAIA, D. et
al., 1998).

Com a dosagem de proteinas pode-se realizar a analise do Lag time da HDL
propriamente dito. Primeiro diluiu-se as amostras de HDL até a concentracao de 0,2
pg/ul, preparando para um volume total de 1000 pL, tendo como referéncia a
concentragdo de proteinas obtida de cada amostra. Em seguida, preparou-se uma
dilui¢do de LDL isolada com PBS (0,083 pg/ul). Com essas preparagdes, foi
adicionado 100 pL. de HDL diluida em duplicata em pocos de microplaca de
poliestireno de 96 pocos (300 pL), acrescido de 150 pL de LDL diluida.
Homogeneizou-se a placa por 1 minuto e colocou na estufa por 15 minutos a 37 °C.
Depois, foi adicionado 50 pL de CuSOs4 30 uM em cada poco e, imediatamente, foi
iniciado a leitura em espectrofotometro de 10 em 10 minutos durante 5 horas com
comprimento de onda de 235 nm.

Foram utilizados controle negativo (150 pL. de LDL + 150 uL. de PBS), controle
positivo (150 pL de LDL + 55 pL de PBS + 45 pLL de TROLOX [alto poder
antioxidante] 30 uM + 50 pL de CuSO4 pM) e controle para a eficiéncia da solugdo de
sulfato de cobre em duplicata (150 uL LDL + 100 uL. PBS + 50 uL. CuSOg).

4.9 Genotipagem do polimorfismo da Apo Al (rs670)

A genotipagem do polimorfismo rs670 do gene APOALI, foi realizada através do
sistema TagMan que ¢ um tipo de ensaio utilizado em qPCR que utiliza sondas
comerciais TagMan (TagMan SNP genotyping, Applied Biosystems) e, nesse estudo,
termociclador (CFX 96TM Real Time System, BIORAD) para detectar e quantificar a
presenca do rs670.
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No sistema TagMan, sdo usados dois primers (um forward e um reverse) que se
ligam as sequéncias alvo complementares do DNA. Além disso, uma sonda TagMan ¢
utilizada que ¢ uma molécula de oligonucleotideo que contém um fluoréforo (um
corante fluorescente) em uma extremidade ¢ um quencher (um bloqueador de
fluorescéncia) na outra extremidade. O fluoréforo e o quencher estio em proximidade
fisica, o que faz com que o sinal de fluorescéncia do fluoréforo seja suprimido enquanto
a sonda esta intacta.

Durante a amplificacio da PCR, a enzima DNA polimerase sintetiza novas
copias de DNA alvo. Quando a DNA polimerase encontra a sonda TagMan, ela a
degrada, separando o fluoréforo do quencher. Com o quencher afastado, o fluoréforo
pode emitir luz fluorescente quando ¢ excitado por uma fonte de luz especifica.

A quantidade de luz fluorescente emitida ¢ diretamente proporcional a
quantidade de DNA alvo presente na amostra inicial. Esse sinal fluorescente ¢ medido
em tempo real por um detector Optico e ¢ utilizado para gerar uma curva de
amplificacdo, que representa o acumulo de amplificados ao longo dos ciclos de
amplificacdo da PCR. A partir da curva de amplificacdo, ¢ possivel determinar a
quantidade inicial de material genético presente na amostra.

Para detectar 0 polimorfismo 15670, a sonda
(GCTGGGAGGCTGATAAGCCCAGCCCIC/T]GGCCCTGTTGCTGCTCACTGGTC
CT) que localiza o alelo G (alelo selvagem) estava marcada com o fluoréforo VIC
(corante fluorescente de cor verde) e a sonda do alelo A (alelo polimorfo) estava
marcada com o fluor6foro FAM (corante fluorescente de cor azul). Desta forma, a
medida que os produtos da PCR iam se formando, os fluordforos emitiram,
proporcionalmente, um sinal fluorescente demostrando assim a presenga ou nao dos

alelos e possibilitando a genotipagem do polimorfismo (Figura 8).
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Figura 8. Funcionamento do sistema Tagman
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Legenda: A: Sondas Tagman s3o oligonucleotideos de sequencia especifica ao
fragmento alvo (alelo A e G), marcadas por corantes reporter, FAM ou VIC, que s3o
agentes fluorescentes e sua fluorescéncia esta inibida com a presenga da molécula
Quencher enquanto a sonda estiver intacta; B: Replicacio com a acdo da DNA
polimerase que cliva a sonda TagMan, ativando a fluorescéncia dos corantes reporter
FAM e VIC.

Fonte: Proprio autor.

Para tanto, a extragdo do DNA gendmico foi executada com uso do Kit
PureLinkTM*“Genomic DNA Mini Kit”, da Invitrogen/Thermo Fish Scientific (cat no.
K1820-01, Carlsbad, CA, EUA). As etapas de extracdo, ligagcdo, lavagem e eluicdo do
DNA foram realizadas seguindo rigorosamente o protocolo proposto pelo fabricante.

As amostras de DNA foram extraidas de leucocitos da amostra de sangue total e
sua concentragdo/pureza medidos através de espectrofotdmetro, na aparelho Nanodrop
(Qiagen). Para verificar a qualidade do DNA extraido, a relacdo entre a quantidade de
DNA (medido a 260 nm) e proteinas (280 nm) nas amostras foi aferida. Amostras com
valores dessa relagdo (razdo de absorbancias 280/260 nm) entre 1,7 e 2,0 foram
consideradas aceitdveis para posterior genotipagem do polimorfismo abordado nesse

estudo.
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Para cada reacdo, foram utilizadas 5,0 pL de TagMan Universal PCR Master
Mix, 2,75 puL de agua ultrapura, 0,25 pLL da sonda TagMan e 2,0 uL de DNA da amostra
(com concentracao de aproximadamente 20 ng/uL). O protocolo usado no termociclador
para genotipagem foi: 1) 50°C por 2 minutos; 2) 95°C por 10 minutos; mais 40 ciclos de:
3) 95°C por 15 segundos ¢ 4) 60°C por 1 minuto. As Figuras 9, 10 e 11 mostram as
curvas caracteristicas das rea¢des dos fluoroéforos VIC e FAM (SOUSA, E.L.H 2020).

Figura 9. Padrao de homozigose na sonda marcada com o fluorérofo VIC pela técnica

do qPCR.
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Discriminagao alélica por meio da utilizagdo do sistema TagMan® e amplificagdo pelo
método de qPCR, correspondente ao sinal da sonda marcada com VIC (verde), genotipo
GG do polimorfismo rs670. RFU = Unidade de fluorescéncia.

Fonte: figura adaptada de Sousa E.L.H. 2020.

Figura 10. Padrdo de homozigose na sonda marcada com o fluorérofo FAM pela

técnica do qPCR.
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Discriminagao alélica por meio da utilizagdo do sistema TagMan® e amplificagdo pelo
método de qPCR, correspondente ao sinal da sonda marcada com FAM (azul), genotipo
AA do polimorfismo rs670.

Fonte: figura adaptada de Sousa E.L.H. 2020.

Figura 11. Padrao de heterozigose na sonda marcada com o fluorérofos VIC e FAM

pela técnica do qPCR.
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Discriminacgdo alélica por meio da utilizagdo do sistema TagMan® e amplificacdo pelo
método de qPCR, correspondente aos sinais das sondas marcadas com VIC (verde) e
FAM (azul), genotipo GA do polimorfismo rs670.

Fonte: figura adaptada de Sousa E.L.H. 2020.

Na figura 12, a seguir, ¢ informado, de forma resumida, todas as metodologias

utilizadas no estudo .
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4.10 Analise estatistica

Dados categoricos foram expressos como contagem absoluta e porcentagens, e
comparados através do teste do qui-quadrado ou exato de Fisher, de acordo com as
frequéncias esperadas. Os dados continuos foram inicialmente avaliados quanto a
distribuicdo dos dados. Para isso foi realizado o teste de normalidade do Shapiro-Wilk,
e também feita a andlise de histogramas e da homogeneidade de variancias. Dados
normais foram expressos como média + desvio padrio e dados ndo normais como
mediana e amplitude interquartil. Para comparagdes de dois grupos quanto a presenca
ou ndo do alelo A no polimorfismo da apoAl, foram usados os testes t de Student para
dados parametricos e o0 U de Mann-Whitney para dados ndo parametricos.

Para avaliar a associagdo linear de dados quantitativos foi avaliada analises de
correlacdo de Pearson, ajustadas para a presenca ou nao do alelo A no polimorfismo da
apoAl. O coeficiente “r”” de Pearson foi calculado, sendo considerados apenas quando a
associacdo foi estatisticamente significativa. J& para dados ndo paramétricos, foi usada a
analise de correlacdo de Spearman.

Modelos de regressdo logistica multivariada foram incorporados para avaliar a
associacao independente de variaveis de interesse com a presenga do Alelo A do
polimorfismo da Apo Al. A colinearidade entre variaveis continuas selecionadas foi
avaliada antes da inclusdo nos modelos. Para os modelos multivariados, as variaveis de
interesse (parametros antropométricos, perfil glicolipidico, capacidade antioxidante e
tamanho da HDL) foram adicionadas e foi aplicado o método stepwise backward para
defini¢do do melhor modelo multivariado para explicacdo dos eventos dependentes.
Esse método consiste na inclusdo inicial de todas as varidveis selecionadas e posterior
retirada de uma a uma de acordo com critério matematico, que no caso foi de p>0,50,
em cada modelo gerado no passo-a-passo, até a obtencdo do modelo final, com as
variaveis de maior importincia para explicar os eventos dependentes. O Odds ratio com
respectivos intervalos de confianca de 95% foram calculados para cada varidvel
independente nos modelos. Todas as analises foram realizadas utilizando o SPSS versao

23.0 para Macintosh (IBM, Armonk, NY, USA).
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4.11 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com o niimero
CAAE 44550015.0.0000.5054. A coleta de dados foi realizada somente apds obtenc¢ao
da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelos pacientes (Anexo 2).
Todos os procedimentos de obtengdo e divulgacdo de informagdes seguiram as normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Saude, item de Etica em Pesquisas com
Humanos (BRASIL, 1996). Seguindo também as normas mencionadas na resolu¢dao n°

466, de 12 de dezembro de 2012.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas sociodemograficas e clinicas no grupo total e de acordo com a
presenca do Alelo A

Os individuos do estudo foram a maioria do sexo feminino (59%) e com idade
média de 40 £ 14 anos. A maior parte era de etnia parda (53%), seguidos da branca
(33%). Além disso, a maior parte do grupo era solteira (51%), com sobretudo
escolaridade acima do nivel médio, e apresentando renda predominante de 1 a 5 salarios
minimos. A maioria dos participantes tinham risco cardiovascular (89%), sendo 54
(41%) com doenga cardiovascular estabelecida, e 48 (37%) faziam wuso de

medicamentos (Tabela 1).

Ainda na tabela 1, o grupo total foi dividido de acordo com a presenca de alelo
A, e todas as variadveis foram analisadas para investigar se houve alguns parametros
mais presentes em um dos grupos. Contudo, ndo houve associagcdo entre os grupos,
mostrando que nessa amostra todas as caracteristicas sociodemograficas, doencas
cardiovasculares ¢ uso de medicamentos tinham apresentacdo semelhante em ambos os

grupos (Tabela 1).

Em relacdo a distribuicdo dos alelos e dos genotipos, sendo G o alelo selvagem e
A o alelo polimérfico, dos polimorfismos rs670 da ApoA I dos individuos incluidos no
estudo [GG: 63 (80,77%); GA: 13 (16,67%); AA: 2 (2,56%)] observou-se qua a
presenca do alelo A (19,23%) foi como o esperado conforme a distribui¢do na
populacao do continente americano que ¢ em torno de 21% da presenca do alelo A e no
ambito global em torno de 19 %, de acordo com a frequencia exposta pela fabricante da

sonda comercial utilizada no estudo (Thermo Fisher Scientific).
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas, doengas cardiovasculares e uso de medicamentos no grupo
total e de acordo com a presenca do alelo A.

Grupo total Sem Alelo A Com Alelo A
(n=63) (n=15)

Sexo, masculino 32 (41) 27 (43) 8 (53) 0,463
Sexo, feminino 46 (59) 36 (57) 7 (47) 0,463
Idade, anos 40+ 14 41+ 16 39+ 12 0,538
Etnia 0,187

Branco 43 (33,3) 26 (41,3) 4 (26,7)

Negro 9(7) 1(1,6) 2(13,3)

Pardo 68 (52,7) 32 (50,8) 9 (60)

Amarelo 8(6,2) 3(4,8) 0(0)

Indigena 1(0,8) 1(1,6) 0(0)
Estado civil 0,683

Solteiro 66 (50,8) 33(52,4) 7 (46,7)

Casado 45 (34,6) 20 (31,7) 7 (46,7)

Viuvo 5(3.8) 5(7,9) 0(0)

Divorciado 13 (10) 4(6,3) 1(6,7)

Outros 1 (0,8) 1(1,6) 0(0)
Escolaridade 0,901

Ensino Fundamental Incompleto 9(6,9) 5(7,9) 1(6,7)

Ensino fundamental completo 6 (4,6) 2(3,2) 0(0)

Ensino Médio Incompleto 9 (6,9) 8 (12,7) 1(6,7)

Ensino Médio Completo 45 (34,6) 22 (34,9) 7 (46,7)

Ensino Superior Incompleto 24 (18,5) 10 (15.,9) 3 (20)

Ensino Superior Completo 36 (27,7) 16 (25,4) 3 (20)
Renda 0,965

Menos que 1 salario minimo 27 (20,8) 11 (17,5) 3 (20)

Entre 1 e 5 salario minimo 91 (70) 47 (74,6) 11(73,3)

Entre 6 e 10 salario minimo 10 (7,7) 5(7,9) 1(6,7)

Mais que 10 salario minimo 2(1,5) 0(0) 0(0)
Doencgas cardiovasculares 54 (41,5) 31(49,2) 7 (46,7) 0,470
Fatores de risco cardiovasculares 115 (89,1) 59 (93,7) 13 (86,7) 0,362
Uso de medicamentos 48 (36,9) 27 (42,9) 3 (20) 0,102

Dados continuos expressos como média + desvio padrdo e comparados com o teste t de Student. Dados categoricos expressos
como contagem absoluta e porcentagens entre paréntesis e comparados com teste do qui-quadrado.
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5.2 Perfil antropométrico e glicolipidico e a presenca do Alelo A.

Foram investigados diversos parametros antropométricos e o perfil glicolipidico
e sua associagdo com a presenca de Alelo A.

Nao foi observada associagdo entre a presenca do alelo A e parametros
antropométricos, incluindo o IMC, CC, percentual de massa magra e massa gorda.
Participantes com alelo A também ndo apresentaram alteragdes em relagdo a avaliagdo

do perfil glicolipidico laboratorial (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo da associagdo entre o perfil antropométrico e perfil lipidico com a
presenca do Alelo A.

Polimorfismo da ApoA
Sem Alelo A Com Alelo A
(n=63) (n=15) P
Perfil antropométrico
IMC (kg/m?) 27,76 £ 5,00 28,39 £ 8,64 0,709
CC (cm) 88,1 £13,23 82,8 £28,75 0,285
MG (%) 29.9+6,18 31,6667 + 6,55 0,334
MM (%) 70,0476 £ 6,16 68,3333 £ 6,55 0,342
Perfil glicolipidico
Glicose (mg/dL) 107,4921 + 49,74 97,0667 + 24,49 0,434
Colesterol total (mg/dL) 197,16 £ 48,16 204,1333 +£52,83 0,622
c-HDL (mg/dL) 50,4921 + 18,39 49,4667 + 21,84 0,852
c-LDL (mg/dL) 114,7931 + 41,21 111,0769 + 29,65 0,76
c-VLDL (mg/dL) 25,5 (15 -42) 27 (21 - 45) 0,433
Triglicerideos (mg/dL) 133 (75 - 233) 215 (106 - 266) 0,402
ApoA (mg/dL) 135,09 + 39,96 133,14 + 69,93 0,885
ApoB (mg/dL) 104,24 £ 31,11 107,87 £ 25,42 0,676
NEFAS_(mmol/L) 0,99 + 0,36 1+0,25 0,935
c-ndo-HDL (mg/dL) 146,67 + 45,92 154,67 + 50,40 0,553
Indice ApoB/ApoA 0,82 +0,32 0,93 +0,35 0,256
Indice_omega-3 (%) 4,58 +1,99 5,21 +2,39 0,338

Dados continuos expressos como médiatdesvio padrdo ou como mediana e amplitude interquartil entre
paréntesis. Foi usado o teste t de Student ou Mann-Whitney para comparagdes entre os grupos de acordo
com a distribuicdo dos dados. IMC=Indice de massa corpdrea; CC=Circunferencia da Cintura;
MG=Massa gorda; MM=Massa magra; NEFAS=acidos graxos nio esterificados
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5.3 Caracteristicas das particulas de HDL de acordo com a presenca do alelo A.

Com relagdo as caracteristicas das particulas de HDL, a presenca do Alelo A
pode nao ter um efeito grande para influenciar suas caracteristicas. Entre elas, o
tamanho e a fun¢do antioxidante da HDL nao sofreram influencia quanto a presenca do

alelo A (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas das particulas de colesterol HDL de acordo com a

presenga do alelo A.

Polimorfismo da ApoA
Sem Alelo A (n=63) C“‘(‘I‘:llgl)“ A p
Razao HDL 1-2/9-10 0,61 (0,29 - 1,61) 0,54 (0,35 -1,04) 0,753
Grande (%) 23 (15-33) 17,5 (14 - 26) 0,691
Intermedidrio (%) 40,8837 + 6,8564 43,75 £7,5091 0,215
Pequeno (%) 35,2558 + 14,8486 32,8333 £10,7012 0,601
Lag Time HDL (min) 77,59 + 10,97 83,61 +22.97 0,141
HDL-1 (%) 5,9(2,8-10,7) 6,4 (4,6 -11,6) 0,469
HDL-2 (%) 9,6 (4,6 - 13,3) 6,5 (5,4 -10,6) 0,802
HDL-3 (%) 7,5+3,6 6,6 +3,2 0,451
HDL-4 (%) 9+3 81,8 0,292
HDL-5 (%) 8,6+2,2 9,3+2 0,285
HDL-6 (%) 15,9+3,7 18,4+ 5,1 0,060
HDL-7 (%) 7,5+2,1 79+18 0,521
HDL-8 (%) 9,7+2,9 9,9+24 0,815
HDL-9 (%) 8+23 7,722 0,705
HDL-10 (%) 14,1 (8,9 - 23,1) 13,8 (9,1 - 21,6) 0,552

Dados continuos expressos como médiatdesvio padrao ou como mediana e amplitude interquartil entre
paréntesis. Foi usado o teste t de Student ou Mann-Whitney para comparagdes entre os grupos de acordo
com a distribui¢do dos dados.

Na avaliacdo da associacdo das varidveis quantitativas com os niveis de
colesterol HDL, foi observado que tanto no grupo sem alelo A como no grupo com
Alelo A, a razdo de HDL 1-2/HDL 9-10 (razdo entre HDLs grande e maduras, e HDLs
pequenas e imaturas) correlacionou-se positivamente com a concentragdo de c-HDL no
sangue, sobretudo no grupo com alelo A (rho=0,827 ; p=0,001). Além disso, em ambos

os grupos o c-HDL correlacionou-se negativamente com o indice ApoB/ApoA. Apenas
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no grupo sem alelo A, a glicemia, bem como triglicérides, IMC e CC correlacionaram-
se negativamente com as concentragdes de c-HDL (Tabela 4).
Tabela 4. Analise de correlacdo de Pearson avaliando a correlacdo entre a concentracao

de HDL com parametros de seu metabolismo, glicolipidicos e antropométricos de acordo
com a presenca ou nao do alelo A.

Polimorfismo da ApoA

Sem Alelo A (n=63) Com Alelo A (n=15)

c-HDL (mg/dL) c-HDL (mg/dL)

rho p rho P
Razao HDL 1-2/9-10 0,433* 0,004 0,827* 0,001
Lag Time HDL (min) 0,117 0,367 -0,103 0,715
Indice_omega 3 (%) 0,228 0,128 -0,234 0,442
NEFAS (mmol/L) -0,032 0,803 0,468 0,079
c-ndo-HDL (mg/dL) -0,075 0,559 -0,103 0,716
Indice ApoB/ApoA -0,564* 0,000 -0,581* 0,023
Glicemia (mg/dL) -0,304* 0,016 -0,198 0,480
Triglicerideos (mg/dL) -0,324* 0,010 -0,358 0,190
MG (%) -0,016 0,898 -0,078 0,783
MM (%) 0,021 0,873 0,078 0,783
IMC (Kg/m?) -0,439* 0,000 -0,362 0,184
CC (cm) -0,516* 0,000 -0,116 0,681

*Correlacdo estatisticamente significativa; p<0,05. #Rho de Spearman. NEFAS=acidos graxos no
esterificados; MG=massa gorda; MM=massa gra; IMC=indice de massa corporea; CC=circunferéncia da
cintura
Na analise de correlacdo entre o tamanho e acdo antioxidante da HDL com
fatores antropométricos e glicolipidicos na presenca do alelo A, como observado na
tabela 5, observa-se que ndo houve correlacio entre o /ag time da HDL, na presenca do
alelo A, com fatores antropométricos e glicolipidicos. Em contrapartida, considerando a
razdo HDL 1-2/9-10, ou seja, concentragdo de particulas grandes divido por particulas
pequenas observa-se correlagdes negativas, na presenca do alelo A, entre a razdo de
HDL 1-2/9-10 com indice de ApoB/ApoA e concentracdo de glicose, ou seja, quanto
maior a glicemia e razdo ApoB/ApoA, menor serd a razao HDL 1-2/9-10. Ou vendo de
forma contraria, na presenca de alelo A, a maior prevaléncia de HDLs 1 e 2 (grandes)
em relacdo a HDL 9 e 10 (pequenas) mostrou associa¢do na diminui¢do da glicemia e

indice ApoB/ApoA.
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Tabela 5. Analise de correlagao de Pearson avaliando o tamanho ¢ a a¢do antioxidante da

HDL com parametros glicolipidicos e antropométricos de acordo com a presenga do alelo
A.

Com Alelo A (n=15)
Razao HDL 1-2/9-

Lag Time, HDL

10
rho p rho p
Parametros antropométricos
IMC (Kg/m?) -0,106 0,706 -0,378 0,226
CC (cm) -0,079 0,780 -0,406 0,190
MG (%) -0,214 0,444 -0,205 0,523
MM (%) 0,214 0,444 0,205 0,523
Perfil glicolipidicos
Glicose (mg/dL) -0,195 0,486 -0,576* 0,05
Colesterol total (mg/dL) -0,253 0,363 0,263 0,409
c-HDL (mg/dL) -0,265 0,339 0,509 0,091
c-LDL (mg/dL) -0,211 0,489 -0,200 0,580
c-VLDL (mg/dL) -0,117 0,703 -0,418 0,229
Triglicerideos (mg/dL) -0,192 0,493 -0,192 0,493
ApoA (mg/dL) 0,199 0,476 0,49 0,106
ApoB_(mg/dL) -0,127 0,651 -0,154 0,633
NEFAS_(mmol/L) -0,205 0,463 -0,112 0,729
c-ndo-HDL (mg/dL) -0,279 0,314 -0,294 0,354
Indice ApoB/ApoA -0,059 0,835 -0,629* 0,028
Indice 6mega-3 (%) -0,329 0,272 -0,430 0,214

*Correlacdo estatisticamente significativa; p<0,05. #Rho de Spearman. NEFAS=acidos graxos nao
esterificados; MG=massa gorda; MM=massa magra; IMC=indice de massa corpérea; CC=circunferéncia da
cintura
Por fim, foi feito uma analise de regressdo multivariada, focando no impacto do
polimorfismo da ApoAl sobre o tamanho e acdo antioxidante da HDL, ajustando com
fatores confundidores e outros possiveis fatores relacionados com a presenga do alelo A
do polimorfismo da Apo Al, sobretudo, para investigar se o tamanho e a agdo
antioxidade da HDL estariam associados de maneira independente com a presenca do

alelo A (tabela 6).



Tabela 6. Regressdo logistica avaliando a associacdo de fatores antropométricos, glicolipidicos e da presenca do

alelo A com o tamanho e a agdo antioxidante da HDL.

Presenca do Alelo A
Modelo inicial Modelo final

Odds ratio (IC 95%) p Odds ratio (IC 95%) p
Sexo (masculino) 21,133 (0,704 - 633,95) 0,079 20,132 (0,413 - 981,364) 0,13
Lag Time HDL 1,325 (0,282 - 6,225) 0,721 - -
Razao HDL 1-2/9-10 3,185 (0,942 - 10,769) 0,062 3,079 (1,044 - 9,08) 0,042
HDL-6 (%) 1 (0,701 - 1,427) 0,999 - -
IMC (Kg/m?) 0,951 (0,71 - 1,274) 0,735 - -
CC (cm) 0,956 (0,868 - 1,054) 0,367 0,944 (0,84 - 1,062) 0,34
MG (%) 1,38 (1,019 - 1,87) 0,038 1,374 (0,992 - 1,901) 0,056
Glicose (mg/dL) 0,984 (0,947 - 1,022) 0,403 0,982 (0,945 - 1,02) 0,35
c-HDL (mg/dL) 1,032 (0,94 - 1,134) 0,509 1,037 (0,95 - 1,132) 0,414
c-LDL(mg/dL) 1,042 (0,965 - 1,126) 0,29 1,038 (0,968 - 1,114) 0,293
Triglicerideos
(mg/dL) 1,019 (0,995 - 1,043) 0,127 1,019 (0,996 - 1,042) 0,103
ApoA (mg/dL) 1,003 (0,971 - 1,036) 0,852 - -
ApoB (mg/dL) 0,922 (0,826 - 1,028) 0,141 0,924 (0,828 - 1,032) 0,161
Indice Apob/Apoa 66,357 (0,108 - 40689,15) 0,2 55,498 (0,273 - 11274,895) 0,139

Usado método stepwise com backward para obtencdo do modelo final. IC=intervalo de confianca; MG=massa gorda; IMC=indice de

massa corpérea; CC=circunferéncia da cintura

60



61

Foi observado que, ap6s o ajuste multivariado (modelo final mostrado na tabela
5), a acdo antioxidante da HDL (aqui representada pelo parametro lag time) nao
apresentou uma associagao independente com a presenga do alelo A. Entretanto, em um
cenario, no modelo multivariado, sdo incluidas varidveis do perfil glicolipidico
(concentragdes de glicose, c-HDL, c-LDL, triglicerideos, ApoB e indice de ApoB/ApoA)
e antropométrico (circunferéncia da cintura e porcentagem de massa gorda), sendo
observado que a razdo HDL 1-2/HDL 9-10 passa a ter uma associacdo independente

com a presenca do alelo A.
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6. DISCUSSAO

Dentre as principais doengas que causam morte no mundo, vé-se que a doenga
cardiovascular (DCV) ¢ a principal e que permaneceu por muitos anos, analisando o
cenario entre os anos 2000 a 2019, segundo a OMS. Apesar do nimero de mortes ter
caido, nos ultimos anos, nos paises desenvolvidos, hd uma grande incidéncia de DCVs
nos paises de baixa ¢ média renda, devido a falta de acdes e medidas focadas em
prevencao, diagnostico e tratamentos eficazes para a doenca cardiaca. E, além do
prejuizo a saude da populagdo, essas doengas causam um grande impacto negativo no
nivel socioecondmico, focando, por exemplo, nos altos gastos em tratamentos
medicamentosos. Por isso ha importancia em tomar medidas prioritarias em relagao as
melhorias no diagnéstico precoce e investigagdo dos fatores de risco associados, sejam
eles modificaveis ou ndo, ao desenvolvimento de DCVs (ROTH, 2020).

Dentre os fatores de risco modificaveis estdo a hipertensdo, obesidade,
dislipidemia, diabetes, e os ndo-modificaveis estdo a genética, idade e género, onde
todos esses sdo expostos neste estudo, focando na dislipidemia e, de forma especifica,
nas disfungdes da lipoproteina de alta densidade, pois é a anormalidade lipoprotéica
mais prevalente em pacientes com doencas cardiacas (BERTOLINI, 2003).

Neste estudo, relacionando fatores de risco modificaveis e ndao-modificaveis,
analisamos o impacto da variante rs670 do gene Apo Al sobre o tamanho e a agdo
antioxidante da HDL, levando em conta outros fatores que se relacionam com o
polimorfismo estudado, como pardmetros glicolipidicos e antropométricos (IZAOLA,
2020; BOES, 2009, RAMEZANI-JOLFALIE, 2020).

Analisando os dados, foi observado que ndo houve associacao entre a presenca
de alelo A com o tamanho das particulas de HDL em analise univariada. Contudo, ap6s
o ajuste multivariado, com a adi¢ao de varidveis do perfil glicolipidico e antropométrico,
foi observado que houve associacao independente entre o tamanho das particulas de
HDL (razdao HDL 1-2/HDL 9-10) com a presenca do alelo A. Com isso, hipotetiza-se
que a presenga do alelo A pode ser um fator importante para determinar a prevaléncia
de subfragdes de HDL grandes, impactando de maneira positiva em casos de alteracdes
do perfil glicolipidico e antropométrico.

Foi observado que, de maneira isolada, desconsiderando a influencia do perfil

glicolipidico e antropométricos, o rs670 ndo parece influenciar no tamanho das
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particulas de HDL, mas ao considerar alteragcdes no perfil glicolipidico e antropométrico
na andlise de regressdo multivariada, a presenca do alelo A do rs670 parece ter
influencia importante em um tamanho das particulas HDL.

Apesar de nao haver estudos que associem polimorfismos relacionados a HDL
com a determinagdo de possiveis alteracdes das subfracdes da HDL (IZAOLA, 2020;
DE LUIS, 2018), observa-se que em alguns estudos recentes fala-se do rs670 e sua
relacdo com HDL (concentragdo de c-HDL e Apo Al) ou outros fatores relacionados
com o metabolismo lipoprotéico que impactam nas fungdes da HDL, j4 mostrando
caracteristicas protetoras da presenca do alelo A em individuos, assim como mostrado
em nossos resultados ao observar a prevaléncia de HDLs grandes em individuos com
alelo A mesmo em alteragdes de perfil glicolipidico ou antropométrico. De Luis, em
2018, ja falava em portadores do alelo A terem maiores concentracdes de Apo Al e c-
HDL e menor adiposidade, assim como menor IMC, CC e %MG, comparando com nao
portadores do alelo A. Ainda, mostrava que o rs670 tinha um efeito protetor sobre a
responsividade plasmatica do c-HDL a mudangas da gordura dietética em
normolipidémicos. Outros estudos confirmam a associa¢do da presenca do alelo A com
concentragdes de c-HDL e Apo Al aumentadas, além de mostrar que o alelo A protege
na associa¢do da ingestdo de agucares a um menor risco de sindrome metabolica
(HOSSEINI-ESFAHANI, 2017; IZAOLA, 2020; RAMEZANI-JOLFAIE, 2020).

Olhando por outro lado, a presenga do alelo G trds uma maior propensido ao
desenvolvimento de dislipidemias, além de trazer 1,46 vezes maior riscos de
dislipidemia por concentracdes de c-HDL baixo (SUPAJAREE, 2022; WANG, 2018).
Mas, ha estudos que mostram alguns dados controversos apresentando associagdo da
presenca do alelo A com risco aumentado de AVC isquémico e sindrome metabolica
(WANG, 2017; WU, 2016).

Individuos com a variante alélica A mostraram ter uma associacdo mais forte
(rho=0,827 ; p=0,001) entre maiores concentracdo de c-HDL e o aumento do percentual
de HDL grande em relagdo as HDL pequenas (Razdo HDL 1-2/HDL 9-10). Com isso,
infere-se que, dois individuos que tenham a mesma concentracao de c-HDL, mas que
um tenha a presengca do alelo A ¢ o outro ndo, o individuo com alelo A tera,
comparativa e provavelmente, maior prevaléncia de HDL grandes. E isso leva a refletir

que portadores do alelo A, provavelmente, tenham um melhor impacto na produgdo e
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maturagdo das particulas de HDL, melhorando possiveis fun¢des relacionadas como,
interagdo da Apo Al com receptores e transportadores como ABCA1, ABCGI e SR-BI
ou ativagdo de LCAT, os quais sdo importantes processos para a estrutura/composi¢cao
da particula HDL, prevalecendo, assim, HDL grandes em relagdo a pequenas (CHO,
2022; FEINGOLD, 2022).

Os individuos sem o alelo A tiveram correlacdo negativa entre a concentragao de
c-HDL com a glicemia, concentracdo de triglicerideos, indice de massa corporea e
circunferéncia da cintura. E esta correlagdo torna-se fraca quando ha a presenca do alelo
A, ndo associando estados de sobrepeso, diabetes e dislipidemias com a diminui¢do da
concentracao de c-HDL.

Alguns estudos demonstram a relacdo da diminui¢do da concentragdo de c-HDL
em individuos com glicemia aumentada, concentragdo de triglicerideos elevada e
alteragdes em medidas antropométricas (cincunferéncia da cintura, indice de massa
corpdrea, etc.), classificando os individuos como diabéticos, hipertrigliceridémicos, com
algum grau de obesidade e com sindrome metabolica.Em individuos com algum grau de
obesidade e/ou diabéticos observa-se a presenca da resisténcia a insulina e isso
prejudica em alguns fungdes essenciais desse hormdnio como, por exemplo, a
participagdo da sintese e transporte de colesterol e lipoproteinas, causando, comumente,
a diminuicdo da concentragdo de c-HDL, além de que o aumento da glicose no sangue
ocasiona o aumento do processo de glicagdo de proteinas, inclusive, de proteinas
carreadas pelas particulas de lipoproteinas, ocasionando deficiéncia de fungdes, por
exemplo, da lipoproteina de alta densidade (ARNAO, 2019; CHO, 2022). E a
hipertrigliceridemia, focando no metabolismo da HDL, tras a incidéncia de particulas de
HDLs pequenas e disfuncionais, devido ao aumento de transferéncia de triglicerideos,
via CETP, de lipoproteinas que temApo B, em troca de colesterol esterificado presente
nas HDLs. A Apo Al, por exemplo, dissocia-se mais facilmente em HDLs pequenas
(FEINGOLD, 2022), e esse fato ¢ demonstrado em nossos estudos anteriores, onde a
hipertrigliceridemia promove a disfuncdo da HDL, contribuindo no desenvolvimento de
doengas cardiovasculares (MENESES, 2022; ver Anexo 3). Entretanto, como mostrado
nesse estudo, os estados de hiperglicemia, hipertrigliceridemia e de obesidade deixam
de ter correlagdo coma diminui¢do da concentracdo de c-HDL em individuos com o

alelo A do rs670.
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Essa caracteristica protetora, supracitada, ja ndo se mostra quando
correlacionamos a razdo de HDL 1-2/9-10 com glicemia e o indice de ApoB/ApoA em
individuos com alelo A, pois neste grupo observa-se que um aumento na concentragao
de glicose no sangue e/ou um aumento no indice de ApoB/ApoA associam-se com a
diminui¢do da razdo de HDL 1-2/9-10. Esse resultado demonstra que em individuos
com alelo A e hiperglicémicos, apesar de ndo haver correlacdo na diminui¢do doc-HDL,
como discutido anteriormente, pode prejudicar na funcionalidade da HDL, focando na
diminui¢do das particulas de HDL. O aumento da populacdo de HDLs pequenas pode
ser devido ao aumento do processo de glicacdo de proteinas transportadas pela HDL,
como as que favorecem as caracteristica antioxidantes e anti-inflamatorias e,
principalmente, as proteinas que interagem com transportadores de colesterol, reduzindo
assim sua eficiéncia na remog¢do de colesterol das células, além de prejudicar no
amadureciemnto da propria HDL, diminuindo assim a prevaléncia de HDLs grande e
maduras (CHO, 2022).

E, quando observa-se um aumento do indice de ApoB/ApoA, ou seja, quando ha
um aumento da concentracdo de Apo B e das lipoproteinas de baixa densidade (LDL e
VLDL) em relagdo a Apo A-I e HDL, ocorre um desequilibrio no metabolismo lipidico,
prejudicando a funcionalidade da HDL, pois o aumento na concentracao de Apo B
reflete a elevacdo de lipoproteinas de baixa densidade e suas trocas de triglicerideos por
colesterol esterificado via CETP, fazendo com que haja um aumento na prevaléncia de
HDLs pobre em ésteres de coleterol, ou seja, particulas de HDLs pequenas e imaturas,
além de que o aumento de ApoB em relagdo a ApoA associa-se a uma reducdo na
capacidade da HDL de proteger a LDL contra a oxidagdo, que contribui para a formagao
de placas ateroscleroticas, contribuindo para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares (FEINGOLD, 2022).

Apesar do aumento da glicemia e indice de ApoB/ApoA, como discutido
anteriormente, contribuirem para a prevaléncia de HDLs pequenas e disfuncionais em
individuos com alelo A, podendo prejudicar, também, a a¢do antioxidante da HDL, esta
ndo mostrou correlagdo significativa em nosso estudo, ao analisar o lag time da HDL
(quantidade de tempo em que a HDL impede a oxidacao da LDL, quando produz dienos
conjugados, por um agente oxidante) e sua associacdo com concentragdo de glicose no

sangue e indice de ApoB/ApoA, e em outros parametros antropométricos e lipidicos a
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nalisados neste estudo, em individuos com alelo A. Fato semelhante foi mostrado no
estudo do De Sousa (2020), onde ndo foi encontrado diferenca significativa do lagtime
da HDL entre os gendtipos do rs670, tanto em universitarios brasileiros como em
africanos. Mas nesse mesmo estudo foi mdemonstrado diferenga significativa no
lagtime estudando o rs693, onde o lagtime foi menor entre os universitarios africanos
portadores do alelo T. E, por tltimo, outro estudo mostra a influéncia de polimorfismo
genético da Apo A2, por exemplo, no estresse oxidativo em paciente com diabetes tipo
2, mostrando que o alelo T, do polimorfismo estudado, seria um fator protetor para
estresse oxidativo em paciente com diabetes tipo 2, mas que a obesidade seria um
estado inibitorio para essa protecdo (KOOHDANI, 2015). Esse fatos demonstram a
importancia de estudos multifatoriais, onde associemcaracteristicas ambientais,
fenotipicas e genotipicas, e estes mostrardo o quio vai diferenciar para cada individuo
um efeito de uma fisiopatologia, uma interven¢do medicamentosa ou uma mudanga na
educagao alimentar e fisica.

Nesse estudo foi aprofundado a ideia de que ndo somente a concentracio de c-
HDL alta e isolada ¢ um fator que leva a protecdo contra a incidéncia de doencas
cardiovasculares e, sim, que outros fatores como a genética, outras lipoproteinas e
proteinas relacionadas ao metabolismo lipidico devem ser considerados e essa
preocupagdo ¢ mencionada em estudos como o de Leanca e colaboradores (2010) que
fala sobre os erros e acertos da relacio entre HDL e doencas cardiovasculares,
exemplificando o insucesso da terapéutica com Torcetrapib, farmaco voltado para o
aumento substancial da concentragdo de c-HDL, e que constatou-se, de forma ndo
esperada, o aumento da morbidade cardiovascular e mortalidade (BARTER, 2007). Por
isso, a importancia de estudar além da concentracdo de lipideos carreados pela
lipoproteina de alta densidade (c-HDL) como fator de risco cardiovascular e aprofundar
em fatores associados como a apo Al e outras apolipoproteinas, além da estrutura,
funcdo, diferencas populacionais da HDL e fatores genéticos relacionados que, até entdo,
estdo com usos limitados em meios académicos devido a desfechos cardiovasculares
incompletamente estabelecidos.

A associacdo entre a presenca de polimorfismo do gene da Apo Al com fatores
qualitativos das particulas de HDL (tamanho e func¢do antioxidante) ¢ algo inovador em

relacdo a outros estudos que tiveram como objetivo analisar a frequéncia desse mesmo
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polimorfismo e sua associagdo com possiveis alteracdes do perfil glicolipidico,
antropométricos, observando possiveis variabilidades em respostas dietéticas (IZAOLA,
2020; FLORES, M.F. 2006; RAMEZANI-JOLFAIE, 2020). E, em outros estudos houve
foco, também, em outros polimorfismos, como dos genes dos receptores ABCAI1, LPL,
LCAT e outros, mostrando a associacdo com a concentracdo de c-HDL e outros
parametros do perfil glicolipidico, com consequente impacto em doencas
cardiovasculares (BOES, 2009; KLOS; KULLO, 2007). E, nesse estudo, foi escolhido
o gene da Apo Al, pois essa proteina ¢ o principal constituinte da HDL (70%) e ¢
essencial para o reconhecimento e interacdo pelos receptor ABCA1, ABCGI1, SR-BI
nas células dos tecidos periféricos para o efluxo de colesterol, além de ser importante
para ativacao da enzima LCAT no processo de esterificagdo de colesterol livre.

Muitos sdo os estudos que analisam polimorfismos do gene da Apo Al. Neles
sd0 expostas pesquisas sobre as frequencias dos polimorfismos em uma certa populagao
(AL-YAHYAEE, 2004; MA, 2005); a associagdo com concentragdes de apo B e Al,
colesterol total, c-LDL e glicose (LARSON, 2002; DE FRANCA, 2005; COHEN, 2004;
ZAMBON, 2006; BAIROVA, 2015; LIAO, 2015); associagdo com doencas
cardiovasculares (MANSUR, 2000; LIAO, 2015; KOBAYASHI, 1999). E,
especificamente, o polimorfismo rs670, analisado neste estudo, observa-se que existe
diferengas em sua relacdo com fatores associados a doencas cardiovasculares como, por
exemplo, no estudo de De Sousa (2020) que demonstrou que a presenga do alelo A
esteve significativamente relacionada com a diminuicdo da concentra¢do de c-HDL e
apo Al, principalmente em individuos heterozigéticos. Ja em outro estudo, homens sem
a presenga do alelo A apresentaram altas taxas de obesidade, reducao da concentragdo
de c-HDL e hiperglicemia (LUIS, 2019). E esses achados demonstram o impacto direto
e indireto de polimorfismos genéticos voltados ao metabolismo lipidico no surgimento
de fatores de risco de doencas cardiovasculares (CASILLAS-MUNOZ, 2018).

Esse estudo mostrou a relacdo do rs670 com doencas cardiovasculares ao
demostrar que: a presenga do alelo A exclui a associacdo da concentracdo de c-HDL
com fatores de risco cardiovascular como IMC e glicemia elevados; indice de
ApoB/ApoA e glicemia elevados estdo associados com a reducdo da razdo de HDL 1-

2/9-10 em individuos com alelo A; e, a razdo de HDL 1-2/9-10 teve associagdo
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indepedente com a presenga do alelo A, mesmo em possiveis alteracdes de fatores de
risco cardiovascular como ¢-LDL, indice ApoB/ApoA e glicose (ROTH, 2020).

O presente estudo teve algumas limitagdes. Dentre elas foi o tamanho amostral,
onde o grupo com alelo A obteve pequeno tamanho amostral em relagdo ao grupo sem
alelo A. Além de nao ter sido analisado outros polimorfismos relacionados ao
metabolismo da HDL, sendo uma importante sugestao para futuros estudos.

Apesar disso, o presente estudo mostrou ser inovador ao apresentar a influéncia
do polimorfismo da Apo Al sobre caracteristicas funcionais da HDL, focando no

tamanho das particulas, em meio a alteragdes glicolipidicas e antropométricas.
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7. CONCLUSAO

Com o presente estudo, conclui-se que:

e Naio ha diferencas de parametros do perfil glicolipidicos e antropométricos entre
0s grupos quanto a presenga ou ndo do alelo A (rs670);

e Glicemia, triglicerideos, IMC e CC tém correlagdo negativa com a concentracao
de c-HDL em individuos sem alelo A, entretanto essa correlagdo se torna fraca
quando o alelo A esta presente;

e Ha correlagdo positiva entre concentracao de c-HDL e a razdo de HDL 1-2/9-10
independente do rs670, mas essa correlagdo ¢ mais forte em individuos
portadores do alelo A;

e Glicemia e indice de ApoB/ApoA tém correlagdo negativa com a razdo HDL 1-
2/9-10 em individuos com alelo A;

e O lag time HDL nao tem correlagdo com rs670;

e O rs670 mostra ter influéncia importante no tamanho das particulas de HDL
(razdo HDL 1-2/9-10) em alteracdes no perfil glicolipidico (glicemia, c-HDL, c-
LDL, triglicerideos, ApoB e indice ApoB/ApoA) e antropométrico

(cincunferéncia da cintura e porcentagem de massa gorda).
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9. ANEXOS
Anexo 1

Formulario de Identificacido e Avalia¢ao Socioeconomica,
Cultural e de Satide do Paciente

AQ Data: / / REG:

Al Nome: A2Data de Nasc.: / /
Endereco:

Bairro: CEP:

Cidade: Telefone Res:

TelefoneRecado: TelefoneCelular:

A3 Sexo: 1( )M 2()F A4 Idade:

A5 Raca: 1() Branco 2() Negro 3() Pardo 4( ) Amarelo 5() Indigena

A6 Estado Civil: 1() Solteiro 2( ) Casado 3() Viuvo 4( ) Divorciado 5( ) Outros

A7 Trabalha atualmente: 1() SIM 2( ) NAO 3( ) Aposentado 4( ) Outros:

A8 Profissao:

A9 Escolaridade:  1( ) Analfabeto 5() EnsinoMédioCompleto
2( ) Ensino Fundamental Incompleto 6( ) Ensino Superior Incompleto
3() Ensino Fundamental Completo 7() Ensino Superior Completo
4() EnsinoMédiolncompleto 9() Outros:

A10 Quantas pessoas moram na sua casa? A11 Quantascriangas?

A12 Renda média mensal: 1() Menos que 1 SM 3() Entre 6 e 10 SM

2()Ente 1 e 5SM 4() Mais que 10 SM

A13 Fumante: 1() SIM 2()NAO 3() Ex-fumante

A14 Consomebebidaalcodlica: 1() SIM 2()NAO

A15 Tipos de bebidas mais consumidas: 1() Cerveja 3() Cachaca  5() Vinhotinto

2() Vinhobranco  4( ) Outras:

A16 Quantidade consumida da principal bebida por semana?

A17 Consumo de outros tipos de drogas: 1( ) SIM 2( ) NAO
A18 Qual (is):

A19 Possui alguma doenca? 1( ) SIM 2( ) NAO

A20 Qualdoenga:

1( ) Diabetes Mellitus 6( ) Insuficiéncia Renal Cronica
2( ) Hipertensao Arterial 7( ) Calculo Biliar

3() Hipotiroidismo 8( ) Doenca Auto-Imune

4( ) DoengaHepatica 9( ) DoengaCoronariana

5() Outras Qual (is)?

A21 Qual fator de risco:
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1() HAS (140/90 mmHg ou uso de anti-hipertensivo)

2( ) HDL baixo (< 40mg/ml)

3() LDL alto (>*160mg/ml)

4( ) Colesterol Total (> 200mg/ml)

5() Idade (> 45 anos, homens; > 55 anos, mulheres)

6( ) Histdria Familiar de DAC em parente de 10. Grau (<55 anos, homens ou <65 anos, mulheres)

Avaliacdo clinica de seguimento:

A22 Fez algum tipo de cirurgia? 1( ) SIM 2( ) NAO
A23 Qual?
A24 Quando?

A25 Est4 usando algum Medicamento e/ou Vitaminas? 1( ) SIM 2( ) NAO
A26 Qual:

1() Estatinas 4( ) Ferro/Zinco
2( ) Anti-hipertensivo 5() Vitamina
3( ) Outros
A27 Qual(s)?
A28 Freqiiéncia:
A29 Indicagio:
A30 Usa Horménio/Anticoncepcional? 1( ) SIM 2( ) NAO
A31 Qual?
A32 Suplementos com alimentar ou fitoterapico ? 1( ) SIM 2( ) NAO
A33 Qual?

Parametros Clinicos e Antropométricos, coletados pelo pesquisador:

(T=0)
TO Media 1 Media 2
A34 Altura
A35 Peso
A36 CC
A37 Resisténcia
A38 Reactincia
A39 % MG (BIA)
A40 %MM (BIA)
A41 PAS
A42 PAD
A43 Angulo de Fase
Ad4 Agua intra corporal
Agua extra
A45 corporal
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: ’
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Richard Rarison Cavalcante Meneses

Prezado(a) Colaborador(a),

Vocé esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa que ira analisar o
indice 6mega-3, tamanho da HDL e sua funcionalidade, perfil lipidico e glicémico de
individuos com hipoalfalipoproteinemia secundaria, que foram atendidos no
Laboratério de Analises Clinicas e Toxicoldgicas (LACT).

1.PARTICIPACAO NA PESQUISA: Ao participar desta pesquisa vocé ird realizar
algumas avalia¢des (socioecondmica e clinica, alimentar e atividade fisica habitual)
alguns exames laboratoriais, por meio da coleta de sangue, para a pesquisa de alteracdes
no funcionamento do metabolismo lipidico, especificamente a lipoproteina HDL. A
coleta de sangue e sera realizada pelos funcionarios do laboratério (LACT) no qual vocé
foi atendido, da mesma maneira em que sdo realizados seus exames de rotina.

Lembramos que a sua participacao € voluntaria, vocé tem a liberdade de nao
querer participar, ¢ pode desistir, em qualquer momento, mesmo apds ter iniciado o(a)
os(as) (ENTREVISTA, AVALIACOES, EXAMES ETC.) sem nenhum prejuizo para
voce.

2.RISCOS E DESCONFORTOS: Os procedimentos utilizados (coleta de sangue) para
exame poderdo trazer algum desconforto como dor no local da entrada da agulha para a
coleta de sangue e sangramento na hora da coleta de sangue. O tipo de procedimento
apresenta um risco minimo, que sera reduzido pelo funciondrio do hospital que ira
realizar a coleta, uma vez que o mesmo devera ser um profissional experiente na area e
ird minimizar a0 maximo o risco destas complicacoes.

3.BENEFICIOS: Os beneficios esperados com o estudo sdo no sentido de detectar
alguma disfun¢do nas lipoproteinas HDL e dislipidemia, o que proporcionara um
tratamento adequado para estes problemas. Sendo os resultados obtidos entregues aos
pacientes ap6s termino do estudo.

4.CONFIDENCIALIDADE: Todas as informagdes que o(a) Sr.(a) nos fornecer ou que
sejam conseguidas por exames serdo utilizadas somente para esta pesquisa. Seus dados
ficardo em segredo e o seu nome nao aparecera em lugar nenhum das fichas de
avaliacdo nem quando os resultados forem apresentados.

5.ESCLARECIMENTOS: Se tiver alguma divida a respeito da pesquisa e/ou dos
métodos utilizados na mesma, pode procurar a qualquer momento o pesquisador
responsavel.

Nome do pesquisador responsavel: Richard Rarison Cavalcante Meneses
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Enderego: Rua Capitao Francisco Pedro 1210
Telefone para contato: (85) 8865-1499, (85) 97376476

Coordenadora do estudo: Profa. Dra. Maria Goretti Rodrigues de Queiroz
Telefone para contato: (85) 9943-3712, 3366-8269
Horario de atendimento: horario comercial.

Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal do Cear
Endereco: Rua Coronel Nunes de Melo, 1000
Telefone para contato: 3366-8344

6.RESSARCIMENTO DAS DESPESAS: Caso o(a) Sr.(a) aceite participar da
pesquisa, nao recebera nenhuma compensacao financeira.

7.CONCORDANCIA NA PARTICIPACAO: Se o(a) Sr.(a) estiver de acordo em
participar devera preencher e assinar o Termo de Consentimento Pos-esclarecido que se
segue, e receberd uma copia deste Termo.

O sujeito de pesquisa ou seu representante legal, quando for o caso, devera
rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE —
apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

O pesquisador responsavel devera, da mesma forma, rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na
ultima pagina do referido Termo.
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CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o
Sr.(a) , portador(a) da cédula de
identidade , declara que, apds leitura minuciosa do
TCLE, teve oportunidade de fazer perguntas, esclarecer dividas que foram devidamente
explicadas pelos pesquisadores, ciente dos servigos e procedimentos aos quais sera
submetido e, ndo restando quaisquer duvidas a respeito do lido e explicado, firma seu
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO em participar voluntariamente desta
pesquisa.
E, por estar de acordo, assina o presente termo.

Fortaleza-Ce., de de

Assinatura do participante

Ou Representante legal

Impressao dactiloscopica

Assinatura do Pesquisador
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Hypertriglyceridemia promotes dysfunctions in high-
density lipoprotein increasing the cardiovascular risk

Richard Rarison Cavalcante Meneses', Nagila Eaquel Teixeira Damasceno®,
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Hypertriglyceridemia is associated with several metabolic diseases. The trghycerides (TG)
dismapt the cheolesterol reverse mansport and cootritute to increased levels of low-demsity
lipoprotein (LDL). High-density lipoprodein (HDL) acts in cholesterol reverse transport a3 an anti-
inflammatery and antioxidant This snudy aims o imvestizate the role of hypertrizhyceridemia in
the functsonality of HDL. Indniduals were divided inte 4 groups based on high or Jow HDL-c
and triglyrerides levels. Biochemiral and anthropometric analysis were performed. This shady
demonstrated that triglycerides promote dysfunctions on HDL. inmeasing the cardiovasoolar
risk. Blood pressars was hizher m subjects with low HDL. Women presented higher levels of
HDL-c and low percentage of fat mass. The highest levels of triglyrerides wers observed in
older aze. In addition, hish levels of trighyvcerides were associated with higher total cholesterol
and LOL-¢ levels, pon-HDL-c, non-esterified farty acids, and bleod ghicose, increasing in the
ratio of non-HOL-o/'HDL-c and ApoBApoA-T. The increass of tnghycerides levels progressmvely
impairs the antioxidant capacity of HDL., probably due to a higher oconrrence of fatry acid
peroxidation in indfviduals with hypertriglyceridemia. Patients with high HDOL and low TG
lewels increased the Lag Time Furthermors, a positive comelation was found berwesn TG
wersas HOL particle size variables that depend oo age and anthropometric parameters,

Eeywords: Triglyrerides. Lipoproteins. Apalipoprotein A-1 Dryslipidemia,
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