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RESUMO

As doencas cardiovasculares constituem um problema de saude publica, com
morbidade e mortalidade elevadas, afetadas por fatores de risco associados,
como o diabetes mellitus, tabagismo, sedentarismo, hipertensdo arterial,
obesidade e as dislipidemias. Estas se definem como alteracbes do
metabolismo lipidico que modificam os niveis das lipoproteinas, constituindo
um dos principais fatores de risco para a aterosclerose e suas complicacdes. A
dislipidemia influencia o sistema hemostatico, especialmente na reducdo da
fibrindlise. Varias proteinas compdem o sistema fibrinolitico e regulam a
fibrindlise ao atuarem indiretamente na degradacdo do codgulo de fibrina, em
especial o Inibidor da Fibrinolise Ativado pela Trombina (TAFI) e o Inibidor do
Ativador do Plasminogénio Tipo 1 (PAI-1). Niveis aumentados de TAFI tém sido
associados aos eventos cardiovasculares, assim como 0 aumento da
concentracdo plasmatica de PAI-1, o qual ja é considerado, na literatura, como
um fator de risco para estes eventos. Este estudo avaliou a associagao de
fatores de risco adquiridos, dos polimorfismos Thr325lle, Alal47Thr e
+1542C/G no gene TAFI e 4G/5G no gene PAI-1 e seus niveis plasmaticos
com a dislipidemia investigando 109 individuos dislipidémicos e 105
normolipémicos. Foram realizadas analises bioquimicas do perfil lipidico e
analises hemostaticas dos parametros TAFI e PAI-1 pelo método de ELISA,
bem como andlises moleculares, pela técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), para verificar as frequéncias genotipicas e alélicas para os
polimorfismos estudados. Foi observado que, dentre os fatores de risco, a
hipertensédo, o aumento do indice de massa corporal e a menopausa sao mais
frequentes em individuos dislipidémicos e estes possuem maiores niveis de
TAFIl. Os alelos 325lle, Alal47 e C foram associados a menores niveis
plasmaticos da proteina. Os polimorfismos Thr325lle e Alal47Thr
demonstraram associacdo independente com a dislipidemia em individuos do
sexo masculino. Para o polimorfismo 4G/5G e os niveis de PAI-1 nao foi
encontrada a mesma relacdo com a doenca. Os resultados sugerem que

apenas o TAFI esta associado independente a dislipidemia.

Palavras-chave: dislipidemia, fator de risco, TAFI, PAI-1, polimorfismos.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are a public health concern with high morbidity and
mortality, affected by risk factors such as diabetes mellitus, smoking, physical
inactivity, hypertension, obesity and dyslipidemia. Dyslipidemia is defined as
alterations in lipid metabolism that change the levels of lipoproteins, constituting
a major risk factor for atherosclerosis and its complications. Moreover, it affects
the haemostatic system, especially in the fibrinolysis. Several proteins
comprising the fibrinolytic system regulates fibrinolysis by acting indirectly on
the degradation of the fibrin clot, specially the inhibitor by Thrombin Activatable
Fibrinolysis Inhibitor (TAFI) and Plasminogen Activator Inhibitor type 1 (PAI-1).
Increased levels of TAFI have been associated with cardiovascular events, as
well as increased serum PAI-1, which is already considered as a risk factor for
such events. This study evaluated the association of acquired risk factors, the
polymorphisms Thr325lle, Alal47Thr and +1542C/G in the TAFI gene and
4G/5G in the PAI-1 gene and its plasma levels with dyslipidemia through the
investigation of 109 dyslipidemic and 105 normolipemic individuals. We
conducted analyses of biochemical and lipidic profile, as well as hemostatic
parameters (TAFI and PAI-1 by ELISA) and molecular analysis using
Polymerase Chain Reaction (PCR) to verify the genotypic and allelic
frequencies for the polymorphisms studied. It was observed that hypertension,
increased body mass index and menopause are more common in dyslipidemic
individuals and they have higher TAFI levels. The alleles 325lle, Alal47 and C
showed association with lower TAFI levels. Alal47Thr and Thr325lle
polymorphisms are independently associated with dyslipidemia in males. The
4G/5G polymorphism and PAI-1 levels were not related with the disease. The
results suggest that only TAFI may be independently associated with

dyslipidemia.

Keywords: dyslipidemia, risk factor, TAFI, PAI-1 polymorphisms.



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA



Durante os ultimos trinta anos, houve um declinio da mortalidade por
doencas cardiovasculares (DCV) nos paises desenvolvidos, enquanto
elevacdes relativamente rapidas e substanciais tém ocorrido nos paises em
desenvolvimento, entre os quais se inclui o Brasil. De acordo com as projecdes
da Organizacdo Mundial de Saude, esta situacdo tende a persistir, agravando

ainda mais o quadro de morbidade e mortalidade elevadas nestes paises.

As DCV sao um problema de saude publica, uma vez que muitos
individuos com altera¢cdes no perfil lipidico ndo sdo diagnosticados ou ndo séo
tratados adequadamente, elevando assim o risco de eventos coronarianos.
Correspondem as principais causas de morte no Brasil, compreendendo cerca
de 30% do total de 6bitos declarados de doencas crénicas ndo transmissiveis,

com 320 mil registros no ano de 2010.

As DCV sao multifatoriais e sua prevencédo € baseada na identificacao
de fatores de risco associados, que se dividem em modificaveis e néo
modificveis, de acordo com a possibilidade de intervencdo sobre os mesmos.
Os fatores ndo modificaveis incluem a idade, o sexo e a historia familiar
positiva para doenca arterial coronariana (DAC) precoce. Entre os modificaveis
estdo o diabetes mellitus, tabagismo, sedentarismo, hipertensdo arterial,
obesidade e as dislipidemias. As dislipidemias tém sido, portanto, citadas como

um dos principais fatores de risco para a aterosclerose e suas complicacoes.

A prevaléncia das dislipidemias é variavel de acordo com a populagéo
estudada e depende dos habitos dietéticos, culturais ou adquiridos, das
caracteristicas genéticas e do estilo de vida das mesmas. Ainda s&o poucos 0s
estudos de prevaléncia das dislipidemias no Brasil, sendo que ainda né&o
existem dados epidemiolégicos nacionais. No entanto, alguns estudos tém
mostrado alta prevaléncia no nosso pais, que varia de 3,1% a 46,5% em
criangas e adolescentes de algumas regides. Os dados relativos a populagéo
adulta mostram uma prevaléncia de dislipidemia de 12% a 26% em moradores
de capitais brasileiras, com niveis de triglicérides = 201mg/dL encontrados em
25,1% dos adultos, colesterol total = 240mg/dL em 27,3%, LDL-colesterol =
160mg/dL em 26,0% e HDL-colesterol < 40mg/dL em 25,4% dos adultos

pesquisados.



E amplamente sabido que a atividade do sistema hemostatico contribui
de maneira importante para 0os eventos coronarianos agudos. Vérios estudos
sugerem que marcadores de hipofibrindlise e de ativacdo endotelial possuem
valor preditivo importante para avaliar o risco de eventos cardiovasculares
agudos, especialmente em individuos com idade inferior a 60 anos. No entanto,
até o presente momento, ndo foram conduzidos estudos sobre a importancia
do inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI) e do inibidor do ativador
do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) em individuos dislipidémicos na populacéo
brasileira e existem poucos estudos relacionando TAFI e dislipidemia, em

diferentes populacdes.

Desta forma, a avaliagdo dos niveis de TAFI e PAI-1 em pacientes com
dislipidemia e sua correlacdo com os polimorfismos dos genes TAFI e PAI-1 é
de grande importancia para posterior validacdo destes biomarcadores na
avaliacao de risco cardiovascular. Este trabalho tem por objetivo contribuir para
melhor entendimento desta lacuna e propde uma avaliagdo destas variaveis em

um estudo do tipo caso-controle.



2 REVISAO DA LITERATURA



2.1 LIPOPROTEINAS E SEU METABOLISMO

Os lipides, representados principalmente por triglicérides, fosfolipides e
colesterol, sdo particulas hidrofébicas e, por isso, sdo transportados na
circulacdo sanguinea e linfatica pelas lipoproteinas (Passarelli et al, 2007).

As lipoproteinas sdo macromoléculas constituidas por uma fracéo
lipidica e outra proteica, o que permite o transporte de lipides obtidos por via
exdgena e enddgena para os tecidos. Estas séo divididas em cinco categorias,

de acordo com a sua composicao e densidade (Martinez, 2003):

e Quilomicrons (Qm): maiores lipoproteinas e menos densas, formadas no
intestino. Participam da via exdgena de lipides e transportam cerca de
90% dos triglicérides (TG) provenientes da dieta. E relativamente pobre

em colesterol e fosfolipides e apresenta cerca de 1 a 2% de proteina.

» Lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL): lipoproteina de origem
hepatica. E também rica em TG, originados do metabolismo enddgeno e

possui pequena porgéo de colesterol.

» Lipoproteina de densidade intermediaria (IDL): possui teor de lipidios
intermediario entre VLDL e LDL, formada pela deple¢céo do TG da VLDL

e tem contetdo formado predominantemente por colesterol esterificado.

» Lipoproteina de baixa densidade (LDL): formada a partir da IDL, com
elevada concentragdo de colesterol esterificado (50%) e funcgéo
fisiologica de fornecer substrato de colesterol as células do organismo
pelo receptor de LDL (LDL-r).

» Lipoproteina de alta densidade (HDL): € a menor das lipoproteinas em
tamanho. Formada no figado e no intestino, é responsavel pelo
transporte reverso do colesterol, retirando-o das células, e trocando-o
com outras lipoproteinas ou levando-o diretamente ao figado, onde este
colesterol ndo utilizado pelos tecidos extra-hepaticos sera excretado na
bile ou utilizado para producéo de mais VLDL.



2.2 DISLIPIDEMIAS

As dislipidemias se apresentam como uma das principais disturbios
metabdlicos, podendo ser classificadas como alteracdes do metabolismo
lipidico que modificam os niveis das lipoproteinas na circulacédo sanguinea e as
concentracfes dos seus diferentes componentes. As dislipidemias estédo
relacionadas aos niveis anormais de TG, e/ou alteragdes do colesterol total
(CT), colesterol ligado a lipoproteina de alta densidade (HDL-C), colesterol
ligado a lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e lipoproteina (a) [Lp(a)]
plasmatica (Martinez, 2003; Prado & Dantas, 2002). Essas alteracdes lipidicas
tém sido exaustivamente estudadas devido a sua forte relacdo com as DCV
(Martinez, 2003). Com excecdo da idade, a dislipidemia, principalmente em
relacdo as altas concentracdes de LDL-C e baixas de HDL-C, é o fator preditivo
mais importante para o desenvolvimento de DAC e de suas complicacdes
(Vapaatalo & Mervaala, 2001; Martinez, 2003; Forti & Diament, 2006).

Classificam-se as dislipidemias de acordo com a sua etiologia em
primarias ou secundarias. As dislipidemias primarias ou genéticas sao
decorrentes de alteragcdes no metabolismo de LDL-C, HDL-C e TG, podendo se
manifestar com a influéncia do ambiente (Martinez, 2003; Martinez, 2004). Na
classificacdo genética, as dislipidemias se dividem em monogénicas, causadas
por um sO gene, e poligénicas, causadas pela associacdo de diversas

mutacdes ou polimorfismos que isoladamente ndo causariam a doenca.

As dislipidemias genéticas primérias sdo divididas em trés classes
principais, de acordo com a sua manifestacao clinica decorrente da alteragéo

do metabolismo das lipoproteinas (Martinez, 2003):
* Metabolismo de LDL-C:

- Hipercolesterolemia familiar (HF): E uma doenca monogénica
autossdmica dominante, em que ha uma mutacéo no alelo para o

LDL-r, levando a um aumento dos niveis de LDL-C circulantes.

- Hiperlipidemia familiar combinada (HFC): E a dislipidemia priméria

mais prevalente, possui heranca autossdmica dominante e é



poligénica. H& uma producdo aumentada de VLDL no figado e
reducdo da remocgdo de VLDL e quilomicrons, com aumento dos
niveis sericos de CT e LDL-C.

— Hipercolesterolemia poligénica: Multifatorial, € causada por fatores
genéticos e ambientais com alto risco de desenvolvimento de
aterosclerose, em que h4d aumento de CT, geralmente por aumento
de LDL.

¢ Metabolismo de HDL-C

— Hiperalfalipoproteinemia: caracterizada pelo aumento das
concentracdes de HDL-C, causada principalmente por mutacdes no

gene da proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP).
* Metabolismo de TG

— Hipertrigliceridemia familiar: Desordem genética autossémica

dominante, com fendétipo de niveis elevados de triglicérides.

— Hiperquilomicronemia: Doenca autossOmica recessiva rara,
caracterizada pela auséncia de atividade da Lipase Lipoprotéica
(LPL) ou da apolipoproteina CIII, ativadora obrigatéria da LPL, que
provoca acumulo de quilomicrons. Como o metabolismo de VLDL-C

também esta comprometido, os triglicérides também estédo elevados.

— Disbetalipoproteinemia: Também conhecida como
hiperlipoproteinemia do tipo Ill, na qual ha acumulo tanto dos
remanescentes de quilomicrons, quanto dos remanescentes de
VLDL (IDL).

Para a classificacdo fenotipica ou bioquimica, sdo considerados os
niveis plasmaticos de CT, LDL-C, TG e HDL-C. Estas dosagens bioquimicas
compreendem o perfil lipidico (SBC, 2007). E recomendavel que esta
caracterizacdo laboratorial das dislipidemias seja feita no individuo com um
estado metabdlico estavel, em dieta habitual, sem atividade fisica e ingestdo de
alcool pelo menos 24 e 72 horas antes da coleta do sangue, respectivamente,
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e sem medicacao hipolipemiante ha pelo menos quatro semanas antes do

exame (Martinez, 2004).

O perfil lipidico é determinado pelas dosagens bioquimicas do CT, da
fracdo HDL-C e dos TG, apos jejum de 12 horas. A fracdo LDL-C pode ser
calculada pela equacéo de Friedewald (LDL-C = CT - HDL-C - TG/5), onde
TG/5 representa o colesterol ligado a VLDL ou VLDL colesterol (VLDL-C), ou
diretamente dosado no plasma (Martinez, 2004). A dosagem direta do LDL-C é
indicada quando a equacdo € imprecisa, nos casos de pacientes com
hipertrigliceridemia (TG>400mg/dL), hepatopatia colestatica cronica, diabetes

melitus ou sindrome nefrética (SBC, 2007).

A classificacdo laboratorial segundo o perfil lipidico compreende quatro
tipos principais bem definidos (SBC, 2001; SBC, 2007) (Quadro 1) :

* Hipercolesterolemia isolada — Elevacéo isolada do colesterol total, em
geral representada por aumento do LDL-C.

» Hipertrigliceridemia isolada — Elevacéo isolada dos triglicérides, em geral
representada por aumento das VLDL-C, ou dos quilomicrons, ou de

ambos.

* Hiperlipidemia mista — Valores aumentados do colesterol total e dos

triglicérides séricos.

 HDL-C baixo — Isolado ou em associagdo com aumento de LDL-C e/ou
de triglicérides.



11

Quadro 1 — Valores de referéncia para o diagnéstico de dislipidemia em

individuos acima de 20 anos de idade

Lipides Valores (mg/dL) Categoria
CT <200 Otimo
200-239 Limitrofe
2240 Alto
LDL-C <100 Otimo
100 -129 Desejavel
130-159 Limitrofe
160-189 Alto
=190 Muito alto
HDL-C <40 em homens .
Baixo
<50 em mulheres
>60 Alto
TG <150 Otimo
150-200 Limitrofe
200-249 Alto
=500 Muito alto

Adaptado das Il Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias e Diretriz de
Prevencdo da Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da
Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) Arq Bras Cardiol. 2001.

As dislipidemias secundarias estdo associadas aos habitos de vida
inadequados, como etilismo, sedentarismo, dieta inadequada (National
Cholesterol Education Program - NCEP, 2001) e a uma série de co-morbidades
como diabetes mellitus, obesidade, insuficiéncia renal cronica, hipotireoidismo,
ou ao uso de medicamentos como anticoncepcionais, diuréticos,
betabloqueadores, anabolizantes e corticosteroides (Martinez, 2003; SBC,
2007).

A importancia da classificacdo etiologica das dislipidemias em priméaria
ou secundaria deve-se ao fato de que muitos casos sao revertidos com o
controle da doenca de base, enquanto as primarias sao apenas controlaveis

com medicamentos e mudanca no estilo de vida. (Martinez, 2004).
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2.3 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose constitui uma causa importante de morbidade e
mortalidade em todo o mundo (Ineu et al., 2006), sendo a maior responsavel
pelas DCV (Wouters et al., 2005).

Por definicdo, a doenca aterosclerética (DA) € uma doenca complexa, de
origem multifatorial e multigénica (Manduteanu & Simionescu; 2012),
caracterizada por um processo inflamatério crénico das artérias musculares
grandes, médias (coronarias e artérias das extremidades inferiores) e das
artérias elasticas (aorta, carotidas e iliacas), e por um espessamento da parede
do vaso a partir de um depdsito de lipides na parte interna e externa da
camada intima, com formacdo de placas ateromatosas recobertas por uma
capsula fibrosa (Martinez, 2003; Choy et al., 2004;).

A sua evolucéo € lenta e progressiva (Giroldo et al., 2007), embora a DA
seja considerada uma doenca tipica de meia idade, surgindo aproximadamente
aos 45 anos nos homens e 55 anos nas mulheres. E neste periodo que surgem
as principais manifestacdes clinicas de DAC, forma mais frequente e letal da
DA, como o infarto do miocardio (IM), acidente vascular cerebral (AVC) e

doenca vascular periférica (Martinez, 2003; de Franca & Alves, 2006).

A presenca de fatores de risco, como a elevacdo de lipoproteinas
aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de Qm), hipertensdo arterial,
diabetes mellitus, obesidade, sedentarismo, tabagismo, infeccées e estresse,
aceleram o0 processo aterogénico por agressdo ao endotélio vascular
(Vapaatalo & Mervaala, 2001; SBC, 2007, Giroldo et al., 2007).

O desenvolvimento da placa aterosclerética € um processo gradual e
continuo, no qual a inflamacgéo esta presente em todos os estagios, conforme

mostrado na Figura 1.
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Figura 1 - Fases do desenvolvimento da leséo aterosclerética a partir de uma leséo
endotelial. A — Ativacdo da célula endotelial a partir do acimulo de lipoproteinas na
circulagcdo sanguinea. B — Processo inflamatorio com aumento de expresséo de
moléculas de adesdo, citocinas e quimiocinas e aumento aa permeabilidade celular. C —
Recrutamento de células inflamatérias com fagocitose e oxidacéo dos lipides presentes
no meio e formacgao de células espumosas. D — Formacédo de uma capsula fibrosa
acompanhada pelo aumento da sintese de componentes da matriz extracelular. E —
Formacdo de uma placa estavel com nucleo lipidico necrotico rico em cristais de
colesterol e espessamento da parede do vaso. F - Ruptura da placa instavel, levando a
um contato direto entre os fatores de tecidos e plaquetas circulantes e componentes de
coagulacdo sanguinea provocando a formacao de trombos que podem impedir
parcialmente ou totalmente o fluxo de sangue levando a um ou outro infarto do miocardio

ou acidente vascular cerebral. (Adaptado de Manduteanu & Simionescu, 2012)

O acumulo de lipoproteinas plasmaticas na camada intima da artéria,
especialmente a LDL, por interagdo com o0S componentes da matriz
extracelular, leva a uma disfuncao endotelial, aumentando a permeabilidade da
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camada intima as lipoproteinas, que sao retidas no espaco subendotelial e
sofrem o processo de oxidacdo (Figura 1A) (Lima et al., 2006a). As particulas
de LDL-oxidadas sdo muito imunogénicas, e seus produtos tém atividade
quimiotatica que aumenta a disfuncdo endotelial. A superficie endotelial
expressa moléculas de adesao leucocitaria e sintetiza citocinas e quimiocinas
responsaveis pelo inicio de uma reacao inflamatdria robusta, com a atracao de
células circulantes, como mondcitos e linfécitos (Figura 1B ) (Manduteanu &
Simionescu; 2012). Os mondcitos migram para o espaco subendotelial, onde
sdo ativados e diferenciados em macrofagos, que sdo responsaveis pela
fagocitose das particulas de LDL-oxidadas (Lima et al., 2006a). Os macréfagos
repletos de lipides sdo chamados de células espumosas e constituem o
principal componente das estrias gordurosas, lesdes macroscopicas iniciais da
aterosclerose (Figura 1C) (SBC, 2007).

Fatores de crescimento, citocinas e outras substancias produzidas pelos
macréfagos, linfécitos T, por células endoteliais e células musculares lisas da
camada média arterial que tiveram sua proliferacéo estimulada por mediadores
da inflamacdo e migraram para a camada intima e estdo envolvidos na
patogénese da aterosclerose (Lima et al., 2006a; SBC, 2007). A interacdo
destes fatores resulta em uma resposta fibroproliferativa que faz a estria
gordurosa evoluir para uma placa aterosclerética complexa (Lima et al., 2006a),
que é constituida por elementos celulares, componentes da matriz extracelular
e formada pela capa fibrosa, rica em colageno, que contém nucleo lipidico rico
em colesterol (Figura 1D e 1E) (SBC, 2007).

As placas aterosclerdticas ou ateromatosas podem ser classificadas em
estaveis ou instaveis. A estabilidade das placas depende da espessura e
composicao da capa fibrosa (Lima et al., 2006a). As estaveis caracterizam-se
por predominio de colageno e possuem uma capa fibrosa espessa, escassas
células inflamatdrias e nucleo lipidico de proporcées menores (SBC, 2007). As
instaveis apresentam grande atividade proteolitica, nucleo lipidico proeminente,
capa fibrética fina, e atividade inflamatoria intensa, principalmente nas juncdes
entre a placa e a parede do vaso sanguineo adjacente a ela, com grande
infiltracdo de macrofagos ativados, que degradam os constituintes da matriz
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extracelular da placa fibrosa, o seu nucleo lipidico e o seu tecido conjuntivo,

levando a sua fragilizacéo e ruptura (Martinez, 2003; SBC, 2007).

A ruptura da capa fibrosa expfe, na corrente sanguinea, fatores
teciduais, material lipidico e colageno, que induzem a agregacao plaquetaria e
a formacédo de trombos (Figura 1F) (Lima et al.,, 2006a). Este processo é
também conhecido como aterotrombose, um dos principais determinantes das

manifestacdes clinicas da aterosclerose (SBC, 2007).

Embora o estreitamento da parede e a oclusdo vascular seja uma
manifestacdo clinica frequentemente causada pela formacdo da placa
aterosclerotica, a ruptura da placa aterosclerética instavel, com consequente

instalacdo de um trombo, é a principal causa das sindromes coronarianas
agudas (Martinez, 2003).

O papel da hiperlipidemia € bem conhecido na evolugcdo da doenca
aterosclerotica (Eitzman et al.,, 2000), bem como a participacdo dos
mecanismos da hemostasia na formacao da placa de ateroma. A hiperlipidemia
aumenta a formacéo da placa aterosclerotica e induz a formacao de trombos
que vao ocluir as artérias. Uma vez estabelecida a lesdo aterosclerotica,
plaquetas e fatores da coagulacao atuam para produzir o trombo, que obstrui a
artéria e interrompe o fluxo sanguineo, causando morte tecidual (Martinez,
2003).

2.4 DISLIPIDEMIA E HEMOSTASIA

A ligagdo entre a dislipidemia e o sistema hemostatico situa-se em trés
pontos fundamentais: na célula endotelial, nas plaquetas e fatores da

coagulacéo e na fibrindlise (Martinez, 2003).

A hiperlipidemia esta associada a um estado de hipercoagulabilidade,
como demonstrado em alguns estudos (Georgieva et al., 2004; Diaz et al.,
2012). A célula endotelial, que é em geral uma superficie ndo trombogénica, na
presenca de estimulos como a presenca de niveis elevados de lipides, adquire
propriedades pro-coagulantes. A exposicdo das células endoteliais a altas

concentracbes de colesterol, principalmente lipoproteinas LDL-C oxidadas,
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pode levar a ativacdo destas células, com posterior recrutamento de monacitos,
conforme exposto acima. (Martinez, 2003). Particulas de LDL-C e os lipides
oxidados sao capazes de induzir a expressao de FT (Palomo et al., 2006), que
tem sua expressao amplificada pelas citocinas, especialmente IL-1, liberada

pelos monacitos recrutados (Martinez, 2003).

Além da ativacdo das células endoteliais, a hiperlipidemia pode levar a
modificacbes e descontinuidade no endotélio, provocando um estado de
hiperagregabilidade plaquetaria, com adesdo das plaquetas as estruturas
subendoteliais (Georgieva et al., 2004). A ativacdo das plaquetas é importante

na fase inicial da aterogénese (Martinez, 2003).

Outra alteracdo provocada pela hiperlipidemia € a reducéo da atividade
fibrinolitica, o que pode favorecer a ocorréncia de eventos tromboembalicos
pela permanéncia do coagulo de fibrina (Martinez, 2003). Esta reducdo da
fibrindlise em individuos com hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia ja foi
demonstrada em varios estudos (Georgieva et al., 2004; Palomo et al., 2006;
Karasek et al., 2011).

2.4.1 Hemostasia
2.4.1.1 Coagulagéo

A hemostasia inclui o equilibrio entre os processos de coagulagéo
sanguinea, ativacdo plaquetaria e reconstituicdo vascular, para manter o
sangue em estado liquido e dentro dos vasos, apés a retirada de coagulos e

restabelecimento da integridade do vaso (Versteeg et al., 2013).

De acordo com o modelo atual da teoria da coagulacdo sanguinea,
baseada em superficies celulares (Ferreira et al., 2010), esta pode ser dividida
em trés fases distintas, sendo iniciagdo, amplificacdo e propagacao,

representadas na Figura 2 .
* Fase de iniciacéo:

A fase de iniciacdo € classicamente associada a via extrinseca da

coagulacao (Versteeg et al., 2013).
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A superficie vascular lesada expde a corrente sanguinea as células
subendoteliais, tais como células de musculo liso e fibroblastos, liberando
substancias que normalmente nao estdo presentes no interior dos vasos
(Franco, 2001). Essas ceélulas expressam o fator tecidual (FT) em sua
superficie, o qual age como um iniciador-chave do processo da coagulacéo
(Versteeg et al.,, 2013). O FT ndo é expresso constitutivamente nas células
endoteliais, mas esta presente nas membranas das células ao redor do leito

vascular (Ferreira et al., 2010).

O FT exposto pelas células vasculares, uma vez ligado ao fator (F) VII
inativo da coagulacdo presente no sangue, rapidamente o ativa em FVII ativado
(FVlla), formando o complexo FVIla/FT. (Ferreira et al., 2010). Em individuos
saudaveis, aproximadamente 1% da concentracao plasmatica total de FVII esta
presente na sua forma ativada na circulagédo. Assim, o FVlla é capaz de se ligar
diretamente ao FT expresso. Considerando que somente o complexo FVila/FT
exibe funcdo enzimatica ativa, esse complexo é também capaz de ativar o FVII

em processo denominado de “auto ativacdo” (Franco, 2001).

O complexo resultante FVIIa/FT catalisa a clivagem e ativacao de FIX e
FX em FIXa e FXa, respectivamente, que possuem fungbes distintas e
separadas na iniciagao da coagulagao do sangue (Hoffman & Monroe, 2007). O
FXa, associado com o seu co-factor, o FVa, forma um complexo chamado de
protrombinase, na superficie da células que expressam o FT, e gera uma
pequena quantidade de trombina, que converte a protrombina (FIl) em trombina
(Flla) (Versteeg et al., 2013), em quantidade insuficiente para completar o
processo de formacédo do coagulo de fibrina, mas de fundamental importancia
para a fase de amplificacdo da coagulacdo. O FV pode ser ativado pelo FXa ou

por proteases nao coagulantes (Ferreira et al., 2010).

Acredita-se que as reacdes responsaveis pela iniciagdo da coagulacéo
ocorram constantemente fora do espaco vascular em individuos saudaveis a
todo o tempo, gerando pequenas quantidades de fatores ativados. Isso ocorre
porque a maioria dos fatores de coagulacdo pode deixar o sistema vascular e
ser capaz de percorrer 0s espacos entre os tecidos, e suas formas ativadas
sdo encontradas na linfa. Assim, uma pequena atividade da via do FT ocorre
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todo o tempo no espaco extra vascular, jA que uma grande parte do FT
extracelular é ligado ao FVlla, mesmo na auséncia de um ferimento,
produzindo assim baixos niveis de FIXa, FXa e trombina nessas condicdes

(Hoffman & Monroe, 2007; Ferreira et al., 2010).

Este processo de coagulacédo basal €, no entanto, mantido em separado
dos principais componentes da hemostasia (plaguetas e FVIII ligado ao fator de
Von Willebrand - FYW) por uma parede vascular intacta e ndo leva a formacao
do coagulo de fibrina. O processo da coagulacdo somente segue para a fase
de amplificacdo quando ha dano vascular, permitindo que plaquetas e FVIII-
FVW entrem em contato com o tecido extra vascular onde se aderem as células

gue expressam FT (Hoffman, 2003; Hoffman & Monroe, 2007).
* Fase de amplificagéo:

Embora a pequena quantidade de trombina gerada na fase de iniciagao
ndo seja suficiente para gerar o coagulo de fibrina, esta possui véarias funcdes
importantes (Hoffman, 2003). Quando um vaso € lesado, plaguetas escapam
de dentro dos vasos, se ligam ao colageno e a outros componentes da matriz
extracelular no sitio da lesdo, onde sdo parcialmente ativadas, resultando em
um tampdao plaquetario responsavel pela hemostasia primaria (Ferreira et al.,
2010). O processo de coagulacédo é iniciado de forma mais eficaz quando a
pequena quantidade de trombina gerada nas células que expressam o FT
desencadeia a ativagcdo completa das plaquetas (Hoffman & Monroe, 2007),
iniciando o processo hemostéatico que culmina na formacédo de fibrina estavel,
consolidando o tampédo plaquetario inicial. Este processo é chamado de
hemostasia secundaria (Ferreira et al., 2010). As plaquetas ativadas alteram a
permeabilidade de suas membranas, permitindo a entrada de ions calcio e
saida de substancias quimiotaticas que atraem os fatores da coagulagédo para

sua superficie, além de liberarem FV parcialmente ativados.

Outra funcdo da pequena quantidade de trombina gerada nas células € a
ativacdo dos FV e FVIII na superficie das plaquetas ativadas. Assim, 0
complexo fator VIIIIWWF € dissociado, liberando o VWF para mediar adicional

adesdo e agregacao das plaquetas no local da lesdo (Hoffman, 2003). A
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trombina converte o FV derivado das plaguetas em FVa, ampliando a atividade
do complexo protrombinase, e converte o FVIII em FVllla, que atua como um
cofator para FIXa aumentando a geracado FXa. Além disso, a trombina também

ativa o FXI a FXla na superficie das plaquetas (Versteeg, et al 2013).
- Fase de propagacéo:

A fase de propagacdo € iniciada rapidamente pelo recrutamento, por
mecanismos quimiotaticos, de um grande numero de plaquetas para o sitio da

lesao.

O FIXa formado na iniciacdo pelo complexo FT/FVila difunde-se e
também se liga a superficie das plaquetas ativadas, formando o complexo
tenase (Hoffman & Monroe, 2007; Ferreira et al.,, 2010). Uma quantidade
adicional de FIXa pode também ser produzida pelo seguinte mecanismo: o
FXla, que esté ligado a superficies de plaquetas e é ativado pela quantidade de
trombina inicial, pode ativar mais FIX em IXa. (Hoffman & Monroe, 2007). O
complexo FIXa/FVllla catalisa a conversdo de FX para FXa na superficie da
plagueta, ja que o FXa ndo pode se mover efetivamente das células que
expressam FT para a plaqueta ativada. O FXa rapidamente se associa ao FVa
ligado a plaqueta durante a fase de amplificacdo, formando o complexo
protrombinase, que converte grande quantidade de protrombina (FIl) em
quantidades suficientes de trombina, que formam massivamente as fibras de
fibrina pela conversdo e clivagem do fibrinogénio, que se polimerizam para
consolidar o tampéao plaquetério inicial. (Ferreira, et al., 2010; Versteeg, et al
2013).
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Modelo da coagulagdo baseado em superficies celulares

v
X
Vila
Va
, ————»
FT Xa l :
- I
Inlglagao Célula expressando
(nas células que o fator tecidual
expressam o FT)
FT | , [Via
12 (Trombina)
IXa I1X
Amplificagao
(na superficie das Villa VIl + FyW Va vV Xla Xl
plaguetas ativadas) l
1Xa 1X
v
Va Il
Propagacgéo ((iompg?x'l I
ina superficie das pootiomuingss)
plaquetas ativadas) Xa 12 (Trombina)

IXa+Vlla | — 5
(Complexo
tenase) X

Fibrinogénio —— Fibrina

Figura 2 - Modelo da coagulacdo baseado em superficies celulares. FT — Fator
tecidual. A — Fator ativado. FVIla — Fator VIl da coagulacdo. FX — Fator X da
coagulacdo. FV — Fator V da coagulagéo. Fll — Fator Il da coagulag&o ou protrombina.
Flla — trombina. FIX - Fator IX da coagulacdo. FVIII - Fator VIl da coagulacdo. FvW —
Fator de Von Willebrand. FV - Fator V da coagulacdo. FXI — Fator XI da coagulagéo.
(Adaptado de Ferreira et al., 2010).

Embora este modelo atual da teoria da coagulacdo sanguinea esteja
ganhando atencao, a divisdo classica entre via intrinseca e extrinseca ainda é

amplamente utilizada (Versteeg et al., 2013).
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As reacOes bioquimicas da coagulacdo do sangue devem ser
estritamente reguladas, de modo a evitar ativacdo excessiva do sistema,

formacao inadequada de fibrina e oclusdo trombdética do vaso (Franco, 2001).

Para controlar a disseminacdo da ativacdo da coagulacéo, a atividade
das proteases na ativacdo dos fatores da coagulacdo € regulada por
numerosas proteinas inibitorias, que atuam como anticoagulantes naturais. Sao
eles: o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), a proteina C (PC), a proteina S
(PS), e a antitrombina (AT) (Franco, 2001; Ferreira et al., 2010).

Em condicdes fisiolégicas, com auséncia de lesdo vascular, ha
predominio dos mecanismos anticoagulantes sobre o0s pro-coagulantes,

mantendo-se assim a fluidez do sangue (Franco, 2001).
2.4.1.2 Fibrindlise

O trombo formado no processo de coagulacdo deve ser removido para
que o fluxo sanguineo seja restabelecido, sendo essa dissolucdo do coagulo
realizada pelo sistema fibrinolitico, do qual faz parte o plasminogénio (Martinez,
2003).

A ativacdo do plasminogénio pode ser mediada por duas enzimas
diferentes: o ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA) e o ativador do
plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA). O t-PA atua principalmente na
ativacdo para dissolucao da fibrina na circulacdo sanguinea, enquanto que a
ativacdo pelo u-PA acontece durante a protedlise pericelular como, por
exemplo, a remodelacao do tecido ou invasao tumoral (Rijken & Lijnen, 2009).
Todas as enzimas que fazem parte do sistema de ativagdo do plasminogénio
(plasmina, t-PA e u-PA) sao serino-proteases (Van De Craen et al., 2012).

Essa conversdao do plasminogénio em plasmina é feita a partir de
interacdes especificas dos sitios de ligacédo de lisina do plasminogénio e do t-
PA com residuos de lisina C-terminal da molécula de fibrina parcialmente
degradada (Mosnier & Bouma, 2006). Em seguida, a plasmina degrada o
coagulo insoluvel de fibrina em pequenos fragmentos solaveis, denominados

produtos de degradacéo da fibrina (PDF), cujo principal é o Dimero-D, dessa
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forma, auxiliando na desobstrucdo do vaso e na restauracdo do fluxo

sanguineo local (Van De Craen et al., 2012).

O controle da fibrindlise é feito pela a2-antiplasmina (a»-AP), que atua
regulando a plasmina, pelos inibidores da ativagdo do plasminogénio (PAI-1,
PAI-2, PAI-3, e outras proteases), ou indiretamente pelo TAFI (Van De Craen et
al., 2012), que atua modificando a fibrina. Este controle € tdo importante que a
atividade fibrinolitica prejudicada tem sido associada a complicacdes

trombadticas agudas da aterosclerose (Santamaria et al., 2003).

A Figura 3 ilustra como ocorre o processo do sistema fibrinolitico.

.................... PAJ-1

Plasminogénio

EE-AP

Fibrinogénio . Fibrina e FTBP

" Trombina TAFI

Figura 3 — Degradacéo da fibrina pelo sistema fibrinolitico. t-PA — ativador do
plasminogénio do tipo tecidual. u-PA — o ativador do plasminogénio do tipo
uroquinase. PAI-1 — inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1. a2-AP — a2
antiplasmina. PDF — produtos de degradacéo de fibrina. TAFI — inibidor da fibrindlise

ativado pela trombina. (Adaptado de Rijken & Lijnen, 2009)
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2.5 INIBIDOR DA FIBRINOLISE ATIVADO PELA TROMBINA

Um novo componente do sistema fibrinolitico foi identificado e designado
como TAFI (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor), que atua como um
inibidor da fibrindlise ativado pela trombina, cujo papel foi primeiramente
descrito por Bajzar et al., em 1995. O TAFI ocupa importante papel na
hemostasia, funcionando com um potente inibidor da fibrinélise na sua forma
ativada (TAFIa) (Franco et al., 2001, Santamaria et al., 2003).

A sua identificacdo foi realizada por grupos independentes, resultando
em diferentes nomenclaturas para a mesma proteina. Assim, as denominacdes
TAFI ativado (TAFIa), plasma carboxipeptidase B (pCPB), carboxipeptidase U
(CPU), ou carboxipeptidase R (CPR) séo utilizadas na literatura para designar
o TAFla, a enzima ativa. J& as nomenclaturas TAFI, procarboxypeptidase U
(pro-CPU), plasma procarboxypeptidase B (pro-pCPB), ou procarboxypeptidase
R (pr6-RCP), séo utilizadas para indicar o zimogénio TAFI (Mosnier & Bouma,
2006).

O TAFI é um zimogénio plasmatico sintetizado principalmente no figado
e também pelos megacariocitos como um prepropeptideo de 423 aa. O
peptideo sinal N-terminal de 22 aa é removido intracelularmente apés sua
secrecédo. A ativacao do TAFI, conforme mostrado na Figura 4, ocorre por uma
Gnica clivagem no aminoacido Arg-92, resultando na liberacdo de um peptideo
de ativacdo (TAFI-AP) do dominio catalitico, que gera a enzima ativa TAFla.
Subsequentemente, TAFla € inativado por uma mudanga de conformacéo para
a forma inativa (TAFlai), seguida de uma clivagem proteolitica, resultando em
fragmentos de 25 kDa e 11 kDa (Bouma & Meijers, 2003).
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Figura 4 — Ativacao e inativacdo do TAFI. (Adaptado de Bouma et al., 2001)

O TAFI é ativado pela trombina (Bajzar et

al.,
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1995),

pelo complexo trombina - trombomodulina (Bajzar et al., 1996) ou pela

plasmina (Mao et al., 1999). Apés a sua clivagem forma-se a enzima ativa -

TAFIa, que é capaz de inibir a fibrindlise ao remover residuos de lisina carboxi-

terminal da molécula de fibrina durante o processo de lise do coagulo. Assim, a

fibrina perde a sua propriedade de ser cofator do plasminogénio, reduzindo,

consequentemente, a producao de plasmina (Boffa & Koschinsky, 2007). Desta

forma, o TAFI representa um ponto de conex&do entre 0s sistemas da

coagulacao e o fibrinolitico. (Franco, 2001) (Figura 5).
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PLG: plasminogénio, Pn: plasmina, TM: trombomodulina, FGN: fibrinogénio, PDF: produtos de degradacéo de fibrina.

Figura5 — Ponto de conexao entre o sistema de coagulacgéo e da fibrindlise,

intermediado pelo complexo trombina/trombomodulina. (Adaptado de Franco, 2001)

O gene humano TAFI, também denominado CPB2 (Carboxipeptidase
B2), esta localizado no cromossomo 13gl4.11, contendo 11 éxons de
aproximadamente 48kb (Declerck, 2011). O TAFla contém 309 aa,
correspondente a uma massa molecular de 35 kDa (Nesheim, 2003).

Varios polimorfismos de um dnico nucleotideo (SNPs) do gene do TAFI
tém sido descritos, e forte correlacdo entre estes polimorfismos e os niveis de
TAFI tem sido demostrada (Boffa & Koschinsky, 2007) (Figura 6). Os SNPs
estdo presentes na regido 5’ flanqueadora, na regido codificadora e na regiao
3- UTR, sendo que muitos destes polimorfismos estdo em desequilibrio de
ligacdo entre si (Franco et al., 2001; Henry et al., 2001; Brouwers et al., 2001;
Boffa & Koschinsky, 2007)
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Figura 6 — Gene TAFI e seus polimorfismos ja descritos. As barras em preto
representam as regides 5’ e 3' ndo traduzidas do gene. As barras em branco

representam os éxons. (Adaptado de Gonzalez et al., 2010).

O polimorfismo +1040C/T (rs1926447) na regidao codificadora do gene
TAFI, identificado por Brouwers et al em 2001, localiza-se no éxon 9 e
corresponde a substituicdo de uma citosina por uma timina na posicédo 1040 do
gene, levando a uma mudanca do aminoacido Treonina (Thr) para uma
Isoleucina (lle) na posicdo 325 da proteina TAFI (Gonzalez et al., 2010). Esta
variante, também denominada de Thr325lle, tem um impacto sobre a
estabilidade térmica da enzima e suas propriedades antifibrinoliticas. A
presenca da lle na posicdo 325 torna a enzima duas vezes mais estavel, e
resulta em um aumento de 30-60% no efeito antifibrinolitico, quando
comparado com a Thr nesta posicdo (Schneider et al., 2002), levando ainda a
menores niveis de TAFI circulantes (Brouwers et al., 2003; Ladenvall et al.,
2007; Tassies et al., 2009).

O polimorfismo +505A/G (rs3742264), primeiramente descrito por Zhao
et al em 1998, também esta presente na regiao codificadora do gene TAFI, no
éxon 5 (Ladenvall et al., 2007). A alteracdo de uma Guanina por uma Adenina
na posicdo 505 na sequéncia do DNA leva uma mudanca do amino&cido
Alanina (Ala) para uma Treonina (Thr), na posicdo 147 da proteina. Este
polimorfismo também é conhecido como Alal47Thr. A presenca da Guanina, e
consequentemente da Alanina, leva a menores niveis de TAFI circulantes
(Henry et al., 2001; Brouwers et al., 2003; Tassies et al., 2009).

O polimorfismo +1542C/G (rs940), presente na regidao 3- UTR, foi

primeiramente descrito por Henry et al em 2001. A troca de uma Citosina por
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uma Guanina afeta a instabilidade do mRNA, levando a menores niveis de
TAFI plasmaticos (Boffa et al., 2008).

Alguns trabalhos tém demonstrado a associacdo entre elevados niveis
plasmaticos de TAFI e os fatores de risco convencionais para doencas
cardiovasculares (Boffa et al., 2008), TVP (Martini et al., 2006; Meltzer et al.,
2009; Meltzer et al., 2010) e DAC (Tregouet et al., 2009), pela inibicdo da
fibrindlise proveniente do aumento do TAFla (Declerck, 2011). Niveis elevados
do antigeno TAFI também foram encontrados em mulheres com

hipercolesterolemia (Santamaria et al., 2003).

Outros estudos afirmam que existe uma relacdo entre os niveis elevados
de TAFI e trombose arterial, mas resultados ainda sao controversos (de Bruijne
et al., 2009; Declerck, 2011). Um estudo demonstrou o efeito protetor de niveis
elevados TAFI contra o IM (Juhan-Vague et al, 2003). Essas discrepancias
entre as associacbes de TAFI e estas doencas ou condicdes pode ser
explicada pelos diferentes métodos utilizados para determinar o0s niveis
plasmaticos de TAFI, incluindo calibradores e amostras de referéncia, e devido
as varias isoformas de TAFI exibirem diferentes reatividades em alguns kits de
ELISA, comercialmente disponiveis, levando a uma subestima¢édo da isoforma

325lle, que exibe um maior efeito antifibrinolitico (Declerck, 2011).
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2.6 INIBIDOR DO ATIVADOR DO PLASMINOGENIO TIPO 1

O Inibidor do Ativador do Plasminogénio Tipo 1 (PAIl-1), também
conhecido como SERPINE1 (serpine peptidase inhibitor, clade E, member 1),
pertence a superfamilia dos inibidores de serina proteases (serpina), sendo o

principal regulador da atividade fisiolégica de t-PA e u-PA (Brown, 2010).

O PAI-1 é uma glicoproteina de cadeia Unica composta por 379
aminoacidos (aa), com um peso molecular de 48 kDa. Sua sintese ocorre em
varios tecidos e tipos celulares, como ceélulas endoteliais, megacariocitos,
células musculares lisas, fibroblastos, mondcitos/macrofagos, adipocitos,
endométrio, peritbnio, células do figado, células mesoteliais e midcitos
cardiacos. E armazenado principalmente em plaguetas, embora possa também
ser secretado diretamente para a corrente sanguinea ou depositado sobre a
matriz subendotelial (Cesari et al., 2010). Ao formar um complexo covalente
com as serino-proteases t-PA e u-PA, inibe estes ativadores do plasminogénio
(Van De Craen et al., 2012).

O gene do PAI-1, também denominado SERPINE1, esta localizado no
cromossomo 7922 e contém 8 intros e 9 éxons (Ringelstein et al., 2012). As
concentracdes plasmaticas de PAI-1 parecem ser determinadas geneticamente
(Cesari et al., 2010).

Varios polimorfismos ja foram descritos na literatura para o gene do PAI-
1, alguns dos quais estédo associados com a atividade plasmatica e niveis desta
proteina (Eriksson et al., 1998). O polimorfismo mais importante corresponde a
insercao/delecdo 4G/5G, que se caracterizada pela presenca de quatro ou
cinco residuos de guanina na regido promotora do gene PAI-1 (-6755G/4G,
rs1799889) (Koch et al., 2010; Al-Hamodi et al., 2012). O gene PAI-1 e seus

polimorfismos estéo representados na Figura 7 .
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Figura 7 — O gene PAI-1 e os principais polimorfismos j& descritos. Os blocos

representam os exons. (Adaptado de Morange et al., 2007).

A presenca de uma guanina adicional na regido promotora (alelo 5G)
pode interferir com o0 processo de transcri¢cdo, inibindo-a. Assim, carreadores
do gendtipo 4G4G tendem a ter maiores niveis de PAI-1 plasmaticos, com
maior atividade da enzima, e homozigotos 5G5G possuem menores
concentracdes de PAI-1 (Morange et al., 2007; Cesari et al., 2010; Li, 2012).

O PAI-1 é considerado um fator de risco para a ocorréncia de eventos
cardiovasculares (Van De Craen et al.,, 2012). Alguns estudos demonstraram
uma correlagdo positiva entre o alelo 4G e aumento de risco para trombose
venosa profunda (TVP), embolia pulmonar, trombose arterial, trombose venosa
cerebral (Ringelstein et al., 2012), e aumento do risco de infarto agudo do
miocardio (IAM) (Boekholdt et al.,, 2001), embora um estudo brasileiro
envolvendo pacientes com AVC isquémico ndo tenha encontrado essa mesma

associacao (de Paula Sabino et al., 2011).

A expressdo elevada de PAI-1 também foi demonstrada em placas
ateroscleroticas, induzida por altas concentra¢des de VLDL, sugerindo que o
PAI-1 pode desempenhar um papel importante na aterogénese (Eriksson et al.,
1998).

Estudos também demonstraram que niveis plasmaticos de PAI-1 estdo
elevados em individuos com hiperlipidemia, em especial o0s
hipertrigliceridémicos, levando a uma atividade fibrinolitica prejudicada (Akanji
& Al-Shayji, 1998; Karasek et al., 2009; Karasek et al., 2011). Outro estudo
ainda encontrou uma associacdo do polimorfismo 4G/5G do PAI-1 com
elevados niveis de triglicérides em pacientes com sindrome metabdlica (Al-
Hamodi et al., 2012).
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel de fatores de risco adquiridos, dos polimorfismos
Thr325lle, Alal47Thr e +1542C/G no gene TAFI e 4G/5G no gene PAI-1 e seus

niveis em individuos dislipidémicos e normolipémicos.

3.2 Objetivos Especificos

» Comparar, entre um grupo de individuos dislipidémicos e um grupo de

normolipémicos, 0s seguintes parametros:
— A frequéncia dos fatores de risco adquiridos;
- O peffil lipidico;

— A frequéncia dos polimorfismos Thr325lle, Alal47Thr e +1542C/G do
gene TAFI.

— A frequéncia do polimorfismo 4G/5G do gene PAI-1.
— Os niveis de TAFI e PAI-1.

» Correlacionar a presenca dos polimorfismos citados com o0s niveis de

TAFI e PAI-1 nos dois grupos estudados.
» Correlacionar os parametros bioguimicos e hemostaticos.

e Avaliar a associagdo independente das varidveis estudadas e a

dislipidemia.
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4 MATERIAL E METODOS



33

4.1 AMOSTRAGEM

Os individuos dislipidémicos (grupo caso) e normolipémicos (grupo
controle) foram selecionados a partir de um banco de amostras, armazenado
em freezer a - 80°C, do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Foi obtido livre
acesso a ficha clinica dos individuos selecionados (Apéndice 1),
cuidadosamente preenchida por um médico, e ao Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido devidamente assinado pelo participante (Apéndice 2),
permitindo a utilizacdo de amostras depositadas no banco. Apos essa etapa, as
amostras daqueles individuos que atendiam aos critérios de inclusdo/excluséo,

conforme descritos abaixo, foram selecionados para estudo.

Um total de 214 individuos adultos foi incluido, compreendendo
individuos dislipidémicos (n = 109) e individuos normolipémicos (n = 105)

avaliados por exames clinicos e laboratoriais.

As coletas de sangue das amostras deste banco foram realizadas em
local adequado, no Hospital SOCOR e na Refinaria Gabriel Passos, por um
profissional farmacéutico, com habilidade técnica e experiéncia para a

realizagédo do procedimento, entre os anos de 2006-2009.

Sob o ponto de vista ético, 0 projeto em questdo recebeu parecer
favoravel do Comité de Etica em Pesquisas da UFMG (COEP-UFMG), com o
parecer de numero ETIC 446/04, e do Hospital SOCOR, como parte integrante
de um projeto maior intitulado “Andlise da frequéncia de mutacéo e tipificacdo
de gendtipos clinicamente relacionados a hipercolesterolemia em individuos em

Minas Gerais”.



Critérios de Inclusdo e Exclusdo

 Dislipidémicos - Critérios de Inclusao

Foram incluidos individuos que se enquadraram nos critérios descritos

abaixo:

— Faixa etaria de 30 a 60 anos.

- Individuos de ambos o0s sexos, com diagnostico clinico prévio de

dislipidemia, comprovado em exame laboratorial e ndo estando em uso de
drogas hipolipemiantes. Os valores de corte utilizados para classifica-los
como dislipidémicos estdo de acordo com a indicagdo da IV Diretriz
Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencédo de Aterosclerose (SBC, 2007):
Hipercolesterolemia isolada: CT = 240 mg/dL e ou LDL-C = 160 mg/dL.
Hipertrigliceridemia isolada: TG = 200 mg/dL. Hiperlipidemia mista: CT = 240
mg/dL e/ou LDL-C = 160 mg/dL, além de TG = 200 mg/dL. Diminui¢do
isolada do HDL-C ou associada a aumento de TG ou LDL-C: HDL-C <
40mg/dL.

Dislipidémicos - Critérios de Excluséo

A existéncia de dislipidemias secundarias ou de qualgquer uma das

situacgdes listadas no Quadro 2 resultou na excluséo do individuo do estudo.

Quadro 2 — Critérios de exclusado de individuos dislipidémicos e grupo controle.

CLiNICOS MEDICAMENTOSOS
Diabetes mellitus Corticoides
Hipotireoidismo Anabolizantes
Sindrome nefrotica Isotretinoina
Insuficiéncia renal cronica Ciclosporina
Doenca hepética Antiretrovirais
Doenca autoimune Antiinflamatdrios ndo esterdéidais
Céancer Anticoagulantes orais
Gravidez Estatinas
Intolerancia a glicose Fibratos
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» Normolipémicos - Critérios de Inclusao

Os individuos selecionados para o grupo controle apresentavam a
mesma situacdo socioecondbmica dos individuos dislipidémicos. Foram

incluidos individuos que se enquadraram nos critérios abaixo:
- Faixa etéaria: 30 a 60 anos.

- Individuos de ambos o0s sexos, sem diagnostico clinico prévio de
dislipidemia, comprovado através de exames laboratoriais recentes. Tendo
como base a classificacdo laboratorial das dislipidemias da IV Diretriz
Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencédo de Aterosclerose (SBC, 2007),
foram incluidos no estudo os individuos que apresentavam valores de CT
inferior a 200 mg/dL, LDL-C inferior 130 mg/dL, TG inferior a 150 mg/dL e
HDL-C superior a 40 mg/dL.

e Controles - Critérios de Excluséo

A existéncia de dislipidemias ou de qualquer uma das situacdes listadas

no Quadro 2 resultou na exclusao do individuo.

4.2 METODOS

4.2.1 Fatores de risco

A presenca das variaveis consideradas como fatores de risco
(sedentarismo, tabagismo, etilismo, hipertensdo arterial, uso de
anticoncepcional oral, menopausa e terapia de reposi¢cdo hormonal - TRH) foi
obtida a partir da ficha clinica e avaliada com base nas recomendagfes da IV
Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencao de Aterosclerose (SBC,
2007). A obesidade foi medida pelo indice de massa corporal (IMC),
preconizado pela OMS (Rezende et al., 2006).

4.2.2 Andlises Bioquimicas

Os parametros bioquimicos avaliados neste estudo foram determinados
em um estudo anterior do nosso grupo, realizado por Claudia Natélia Ferreira,
em 2010 (Ferreira, 2010).
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A metodologia utilizada nessa determinagcdo para 0s seguintes

parametros foi:

e Triglicérides: Os niveis plasmaticos de TG foram determinados pelo
conjunto diagnostico BIOCLIN® TRIGLICERIDES LIQUIDO ESTAVEL cujo

principio analitico € o método enzimatico colorimétrico.

Valor de referéncia: Otimo: < 150 mg/dL
Limitrofe: 150 — 200 mg/dL
Alto: 200 — 499 mg/dL
Muito alto: = 500 mg/dL

* Colesterol total: O CT plasmatico foi determinado pelo kit diagndstico

BIOCLIN® COLESTEROL MONOREAGENTE cujo principio analitico é o

método enzimatico colorimétrico.

Valor de referéncia: Desejavel < 200 mg/dL
Aceitavel: 200 — 239 mg/dL
Elevado > 240 mg/dL

 HDL-Colesterol: A determinacdo do HDL-C plasmético foi realizada por
meio do conjunto diagnéstico BIOCLIN® COLESTEROL HDL DIRETO cujo

principio analitico € o método enzimatico colorimétrico.

Valor de referéncia:
Mulheres: Desejavel > 65 mg/dL
Médio Risco: 45-65 mg/dL
Alto Risco < 45 mg/dL
Homens: Desejavel > 55 mg/dL
Médio Risco: 35-55 mg/dL
Alto Risco < 35 mg/dL
* LDL-Colesterol: A concentracdo do LDL-C plasmético foi estimada
utilizando-se a formula descrito por FRIEDEWALD et al. (1972). Neste método,

os niveis de CT, TG e HDLc sao previamente determinados e as

concentracdes obtidas sdo expressas em mg/dL. O VLDL-C é estimado como o
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valor de TG plasmatico dividido por cinco (TG/5), e o LDL-C pode ser calculado

usando-se a seguinte equagao:
LDL-C = colesterol total — [HDL-C + (TG/5)]

Valor de referéncia: Otimo <100 mg/dL
Desejavel: 100 — 129 mg/dL
Limitrofe: 130 — 159 mg/dL
Alto: 160 — 189 mg/dL
Muito alto: 2190 mg/dL

» Lipoproteina(a): A determinacdo plasmatica da Lp(a) foi realizada por meio
do kit diagndstico BIOTECNICA® LIPOPROTEINA (a) TURBIDIMETRIA cujo

principio analitico € o método turbidimétrico com latex aprimorado.

Valor de referéncia: até 30 mg/dL.

* Colesterol n&do-HDL: O colesterol ndo-HDL foi calculado para cada

participante, subtraindo-se o valor do CT plasmatico pelo valor plasmatico do
HDL-C.

* Proteina C Reativa (PCR) ultrassensivel: A determinacdo quantitativa da

PCR-us foi realizada no soro por meio do conjunto diagnéstico BIOTECNICA®
PCR — ULTRASSENSIVEL TURBIDIMETRIA, cujo principio analitico é o

método turbidimétrico com latex aprimorado.
Valor de referéncia: até 3 mg/L

Todas as dosagens bioquimicas citadas anteriormente foram realizadas
utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus (Roche®) em sistema completamente
automatizado, seguindo o procedimento técnico recomendado pelo fabricante.
Foram utilizados soros-controle especificos para verificar o desempenho dos

ensaios.
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4.2.3 Analises Hemostaticas

* |nibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1):

O parametro hemostatico PAI-1 foi determinado por Claudia Natélia
Ferreira, em 2010 (Ferreira, 2010). A sua determinacao foi realizada no plasma
citratado, usando o conjunto diagnostico IMUBIND® Plasma PAI-1 ELISA
(American Diagnostica® Inc., Stamford, USA), cujo principio analitico € ELISA

de captura, seguindo-se rigorosamente as instru¢cdes do fabricante.

O teste de ELISA para a determinacdo do PAI-1 se baseia
especificidade da ligacao entre antigenos e anticorpos. Os antigenos presentes
na amostra de plasma, no caso PAI-1, se ligam a anticorpos monoclonais
especificos (anti PAI-1 de rato) fixados a superficie da placa. Apés incubacéo,
0s antigenos ndo capturados sao retirados por lavagens sucessivas. Em
seguida, adicionam-se anticorpos policlonais de cabra conjugados com
peroxidase, que vao se ligar a determinantes antigénicos do PAI-1 capturados
na etapa anterior. Os anticorpos conjugados com peroxidase (horseradish
peroxidase — HRP) que nédo se ligaram ao PAI-1 sdo, posteriormente, retirados
por lavagens sucessivas. A revelacdo dos antigenos capturados na primeira
etapa € feita pela determinagéo da reagédo da enzima peroxidase (HRP) ligada
ao segundo anticorpo, com o substrato ortofenilenodiamina (OPD), na
presenca de peroxido de hidrogénio, gerando um produto de coloracdo
amarela. Essa reacdo € interrompida pela adicdo de acido sulfdrico e a cor
torna-se laranja. A intensidade da cor produzida (determinada
espectrofotometricamente) € diretamente proporcional a concentracao de PAI-1

na amostra plasmatica.
Valor de referéncia: 2 a 47 ng/mL

OBS: o fabricante recomenda que cada laboratério determine a faixa de

valor de referéncia para PAI-1.
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« |nibidor da fibrinélise ativado pela trombina (TAFI):

A determinacao quantitativa do TAFI plasmatico foi realizada este estudo
em amostra de plasma colhido em citrato, armazenada a - 80°C no banco de
amostras, por meio do kit diagnéstico VisuLize™ TAFI Antigen Kit (Affinity
Biologicals Incorporated®, Canada), cujo principio analitico é ELISA de

captura, seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

O teste de ELISA para a determinacdo do TAFI se baseia no mesmo
principio ja descrito para o PAI-1. Porém, a captura dos antigenos TAFI
presentes nos plasmas testados é feita por anticorpos policlonais humanos.

Valor de referéncia: 5,8 a 10,0 ug/mL

OBS: o fabricante recomenda que cada laboratorio determine a faixa de

valor de referéncia para o TAFI.
4.2.4 Analises Moleculares

As amostras de DNA foram obtidas a partir de 200pL de sangue total
colhido em EDTA armazenado em freezer - 80°C, segundo o protocolo do
fabricante e os reagentes do conjunto “Biopur Kit Extracdo Mini Spin Plus” —

Biometrix®.

Os polimorfismos foram pesquisados através da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR):

* PCR alelo-especifica para o polimorfismo +1542C/G do gene TAFI e
4G/5G do gene PAI-1.

» PCR seguida de restricdo enzimatica (RFLP) para o polimorfismo
Thr325lle do gene TAFI.

« PCR em Tempo Real para o polimorfismo Alal47Thr do gene TAFI.

Para a PCR alelo-especifica do gene TAFI e 4G5G do gene PAI-1 e a
PCR-RFLP do gene TAFI foram utilizadas as sequéncias de oligonucleotideos

e as condi¢cdes de amplificacdo segundo Henry et al (2001) e Brouwers et al
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(2003), respectivamente, e descritas nos quadros abaixo (Quadro 3 e 4). As
reacoes de amplificacdo foram realizadas para um volume final de 15 pL em
termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems®, USA).

Na preparacdo destas reacdoes de PCR, foram utilizados os seguintes
reagentes: oligonucleotideos iniciadores sintetizados pela IDT®, com
concentracdo estoque de 100uM, desoxirribonucleotideos (dNTPS)
ThermoScientific Inc®, tampéao 1B Phoneutria® 10X (15mM de MgCl,, 500mM
de KCI, 100mM de Tris-HCI pH 8,4 e 1% de Triton-X-100) e Taq DNA
polimerase Phoneutria®. As concentracdes dos reagentes utilizados na reacdo
de PCR, as sequéncias dos oligonucleotideos e o protocolo de reacgdo

encontram-se apresentadas nos Quadros 3,4 e 5.

Quadro 3 — Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na amplificacdo dos

polimorfismos pesquisados

Polimorfismos  Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores Digest ao Fragmentos
esperados
F: 5-TGCTTCCAGTCTCTAGTAGC-3'58 °C T:216 pb
TAFI Thr325lle Spel
R: 5-CAGTTGTATTACATGTGACC-3' C: 166, 50 pb

F: 5-CCAGCAAGACCAAATCA-3'
R1: 5-ATT ACC GTG GAG CAA AC-3'

Comum: 408 pb

TAFI +1542C/G -
R2 - Alelo C: 5-AGTCAAACGTCGAAACT-3'

R3 - Alelo G: 5-AGTCAAACGTCGAAAGT-3

Alelo-especifica: 238 pb

4G5G F: 5-AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT-3
4G5G R: 5-TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-3’

Comum: 260 pb

PAI-1 4G/5G -
4G: 5-GTCTGGACACGTGGGGA-3’

5G: 5-GTCTGGACACGTGGGGG-3’

Alelo-especifica: 139 pb
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Quadro 4 — Protocolos da reacédo de PCR para amplificacdo dos polimorfismos

pesquisados

Estagios de Temperaturas

Polimorfismos  Desnaturacgéo Inicial Desnaturagéo Anelamento Extensdo  Extensdo Final
94°C - 4 min 94°C-1min  60°C-1min 72°C-1min  72°C-5min
Thr325lle ) _ _
1 ciclo 32 ciclos 1 ciclo
95°C - 2 min 95°C-45seg 60°C-1min 72°C-1min  72°C-5min
+1542C/G
1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo
) 95°C —1min 57°C-1min 72°C-1 min )
95°C - 5 min - 72°C - 5 min
15 ciclos
PAI-1 4G/5G - - -
) 95°C—1min 52°C-1min 72°C -1 min ]
1 ciclo 1 ciclo
20 ciclos

Quadro 5 — Concentracdes dos reagentes utilizados para a reacédo de PCR

para amplificacdo dos polimorfismos pesquisados

Volume (L) / tubo para os polimorfismos

Reagentes e sua concentracao Thr325lle +1542C/G PAI-1 4G/5G
dNTP's
(25uM) 15 1,5 2,0
Tampéo
(10X) 15 1,5 1,5
F=0,2 F=0,6 4G5G F=1,0
Oligo Senso (F) e Antisenso (R) R=02 R1=0.2 4G5G R =1,0
(10uMm) R2=0,6 4G =13
R3=0,6 5G=1,6
Taqg DNA Polimerase
(5u/uL) 0,25 0,5 0,3
DNA
(Concentragdo média = 30,0ng/uL) 1.0 1.0 L5
H,O gsp 15 15 19,8
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ApoOs a deteccdo do fragmento especifico em gel de poliacrilamida a 6%,
uma aliquota de 10uL da reagéo de amplificacdo para o polimorfismo Thr325lle
foi digerida com a endonuclease de restricdo Spel, de concentracdo 10U/uL, de
acordo com o protocolo apresentado no Quadro 6. Essa mistura foi entédo

incubada, em banho-maria a 37°C, por no minimo 8 horas.

Quadro 6 — Protocolo de digestdo enzimatica para o polimorfismo Thr325Ile

Reagentes pL/tubo
Tampéo de enzima 20
(10X) '
Enzima Spel
(10u/ul) 03
Produto de PCR amplificado 10,0
H20 gsp 19,7

Apos amplificacdo ou digestdo enzimatica, quando aplicavel, os
fragmentos descritos foram visualizados através de eletroforese em gel de

poliacrilamida 6% e corados com solucéo de nitrato de prata (Sambrook, 1989).

As amostras foram genotipadas para o polimorfismo Alal47Thr por PCR
em Tempo Real utilizando o sistema de discriminac&o alélica com a sonda de
hidrolise TagMan® SNP Genotyping Assays, no equipamento StepOne™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems®, USA), segundo as instrugoes
fornecidas pelo fabricante.

4.2.5 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se 0 pacote estatistico
SPSS, versdo 13.0 (Statistical Package for Social Sciences, Inc; Chicago,
lllinois). A avaliagdo de normalidade dos dados foi realizada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Foram realizados os testes de qui-quadrado para a comparacao
das frequéncias dos fatores de risco categoricos, genotipicas e alélicas. As
variaveis continuas foram apresentadas como mediana e intervalo
interquartilico por ndo terem seguido a normalidade. Foram utilizados os testes

de Kruskal Wallis e Mann-Whitney, com correcdo de Bonferroni, para a
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comparacao destas variaveis entre trés ou dois grupos, respectivamente. Foi
utilizado o teste de Spearman para a correlagcdo entre as variaveis. Os valores
de p<0,05, ou p<0,02, quando utilizada a correcdo de Bonferroni, foram
considerados significativos. A analise dos haplotipos foi realizada com o
software PHASE, versédo 2.1.1 (Stephens et al, 2001; Stephens and Donnelly,
2003).

Para a analise de regressao linear logistica foi feita primeiramente uma
analise univariada com as seguintes variaveis: frequéncia genotipica e alélica
do polimorfismo Thr325lle, frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo
Alal47Thr, frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo +1542C/G,
frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo 4G/5G, sexo, idade, IMC, niveis
plasmaticos de TAFI e PAI-1, sedentarismo, tabagismo, etilismo, hipertenséo,
uso de contraceptivos, TRH e menopausa. Foram selecionadas aquelas que
apresentaram p<0,2 para entrarem na andlise de regressao linear logistica
multivariada, cujo modelo final sera descrito na se¢éo de resultados, na Tabela
22. Este modelo final seguiu a adequacéo segundo o teste de Hosmen and
Lemeshow. Também foi feita a analise de regressdo linear logistica
multivariada separando 0s grupos por sexo masculino e feminino. Da mesma
maneira também foram selecionadas aquelas que apresentaram p< 0,2 para
entrarem na analise de regressao linear logistica multivariada, cujo modelo final
esta descrito na secdo de resultados, para o sexo masculino e feminino nas
Tabelas 23 e 24, respectivamente. Este modelo final também seguiu a
adequacao segundo o teste de Hosmen and Lemeshow.
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5 RESULTADOS
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5.1 Caracterizagdo dos grupos estudados quanto aos fatores de risco

cardiovascular e perfil lipidico

A caracterizacdo dos grupos quanto aos dados demograficos, bem como
os fatores de risco cardiovascular associados com a dislipidemia, o numero de
individuos avaliados e a porcentagem de cada variavel entre os grupos, sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e clinicas entre os grupos estudados

Variavel Dislipigémicos Normolipémicos 0
(n = 109) (n = 105)
Idade (anos) 49 (9) () 47 (8) (a) ns
F =41 (37,6%) F =61 (58,1%)
Sexo (F/M) 0,004
M = 68 (62,4%) M = 44 (41,9%)
IMC (Kg/m?) 26,9 (5,3) @ 24,8 (3,6) @ <0,001
Sedentarismo 55 (50,5%) 51 (48,6%) ns
Tabagismo 20 (18,3%) 18 (17,1%) ns
Etilismo 7 (6,4%) 2 (1,9%) ns
Hipertensao 30 (27,5%) 10 (9,5%) 0,001
Anticoncepcional , 1(2,4%) 7 (11,5%) ns
Menopausa (, 22 (53,7%) 14 (23,0%) 0,003
Terapia de reposi¢do hormonal 4 (9,8%) 6 (9,8%) ns

(a) Valores como mediana e intervalo interquartilico, (b) Frequéncia apenas em mulheres, ns =
nao significativo. F = Feminino. M = Masculino.

Os grupos estudados apresentaram homogeneidade em relacdo a idade,
e diferiram quanto as varidveis sexo e IMC, sendo que a presenca de mulheres

foi maior no grupo normolipémico e a de homens no grupo dislipidémico.

Com relacdo aos fatores de risco cardiovascular, observou-se uma
diferenca significativa apenas para a variavel hipertensdo, sendo mais
frequente no grupo de dislipidémicos. Foi encontrado também um maior

numero de mulheres no climatério quando comparado ao grupo controle.

Como os grupos diferiram em relacdo a variavel sexo, as variaveis foram
re-analisadas dividindo-se os grupos entre homens e mulheres. Os dados séo

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas demograficas e clinicas separadas por sexo entre

0S grupos estudados

Masculino Feminino
Variavel Dislipidémicos  Normolipémicos p Dislipidémicos  Normolipémicos p
(n =68) (n =44) (n =41) (n=61)
Idade (anos) 48 (8) (@) 48 (8) (@) ns 51 (8) (a) 47 (8) (@) 0,008
IMC (Kg/m?) 26,8 (5,2) ) 245(3,38) <0,001 27,6 (5,4) @ 24,8 (4,05 0,013
Sedentarismo 34 (50,0%) 24 (54,5%) ns 21 (51,2%) 27(44,3%) ns
Tabagismo 12 (17,6%) 12 (27,3%) ns 8 (19,5%) 6 (9,8%) ns
Etilismo 7 (10,3%) 1(2,3%) ns 0 1(1,6%) ns
Hipertensao 17 (25,0%) 4 (9,1%) 0,047 13 (31,7%) 6 (9,8%) 0,009
Anticoncepcional 1(2,4%) 7 (11,5%) ns
Menopausa ) ) ) 22 (53,7%) 14 (23,0%) 0,003
Terapia de 4 (9,8%) 6 (9,8%) ns

reposi¢ao hormonal

(a) Valores como mediana e intervalo interquartilico. ns = ndo significativo.

Analisando o grupo do sexo masculino, os homens com dislipidemia
apresentaram maior IMC e uma maior frequéncia de hipertensdo arterial em
relacdo aos homens do outro grupo. O grupo das mulheres dislipidémicas
apresentou idade ligeiramente superior, bem como o IMC, frequéncia de
hipertensdo e menopausa, quando comparado ao grupo de normolipémicas.

Os resultados dos parametros bioquimicos analisados e do perfil lipidico

sao apresentados na Tabela 3

Tabela 3 — Variaveis bioquimicas entre os grupos estudados

Dislipidémicos

Variavel (n=109) Normolipémicos (n=105) p
Colesterol Total 226 (59) 183 (32) <0,001
Triglicérides 160 (136) 96 (58,5) <0,001
HDL-C 44 (15) 56 (16,5) <0,001

PCR 1,5(2,3) 2,1(3,15) ns
VLDL 32 (27,2) 19,2 (11,7) <0,001
LDL-C 142,4 (53,4) 106,4 (26) <0,001

Lp(a) 15,2 (25,7) 13,1 (21,65) ns
Fracdo ndo HDL 179 (49) 126 <0,001

Valores expressos como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. ns = ndo
significativo. Unidades: Colesterol Total, Triglicérides, HDL-C, VLDL, LDL-C, Lp(a), e Fracéo
nao HDL — mg/dL; PCR — mg/L.
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Conforme esperado, por ser critério de inclusao, foi observada diferenca
significativa nos valores do perfil lipidico entre os dois grupos. Para as variaveis
bioguimicas Lp(a) e PCR néo foram encontradas diferencas significativas entre

0S grupos.

Os dados também sdo apresentados, na Tabela 4, dividindo-se os

grupos por sexo.

Tabela 4 — Variaveis bioquimicas entre os grupos estudados separados por

sexo
Masculino Feminino
Variavel Dislipidémicos  Normolipémico p Dislipidémico  Normolipémicos p
(n =68) s (n=44) s (n=41) (n=61)
Colesterol
Total 223,00(60)  179,00(37.5) <0001 ;55 56 52 75) 184,00 (29,5)  <0,001
o 128,50
Triglicérides 181,00 (158) 111,50 (64,75) <0,001 (104.25) 87,00 (58,5) <0,001
HDL-C 41,00 (16) 49,50 (18) 0,001 46,50 (18) 58,00 (16) <0,001
PCR 1,50 (1,85) 2,15 (3,23) ns 2,05 (2,7) 2,00 (3,1) ns
VLDL 36,20 (31,6) 22,30 (12,95) <0,001 25,70 (20,85) 17,40 (11,7) 0,001
LDL-C 138,40 (57,9) 103,20 (33,95) <0,001 150,60 (44,95) 107,80 (24,7) <0,001
Lp(a) 10,90 (19,8) 12,50 (21,23) ns 21,10 (40,9) 13,90 (22,5) ns
Fracdo ndo <0.001
HDL 178,00 (47) 125,00 (32,25) ’ 180,50 (58,2) 127,00 (26) <0,001

Valores expressos como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. ns = nao significativo. Unidades:
Colesterol Total, Triglicérides, HDL-C, VLDL, LDL-C, Lp(a), e Fragdo ndo HDL — mg/dL; PCR — mg/L.

Apbs classificar os individuos de acordo com o sexo, foram observadas
as mesmas diferencas, quando comparados os grupos de dislipidémicos e

normolipémicos, conforme apresentado na Tabela 3.
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5.2 Inibidor da Fibrindlise Ativado pela Trombina
5.2.1 Determinagdes plasmaticas

Os resultados obtidos para os niveis plasmaticos de TAFI estéo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Niveis de TAFI plasmaticos entre os grupos estudados

Dislipidémicos

Variavel (n=109) Normolipémicos (n=105) p
TAFI 8,5(2,1) 7,3 (1,99) <0,001
Valores expressos como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. Unidade TAFI:

pg/mL.

Observou-se diferenca significativa para as medianas de TAFI
plasmatico entre os grupos, sendo este maior no grupo dos dislipidémicos.
Esses resultados também séo apresentados, na Tabela 6, dividindo-se
0S grupos por sexo. Foram observadas as mesmas diferencas para as
medianas de TAFI quando comparados o0s grupos de dislipidémicos e

normolipémicos.

Tabela 6 — Niveis de TAFI plasmaticos entre os grupos estudados separados

por sexo
Masculino Feminino
Variavel  Dislipidémicos  Normolipémicos p Dislipidémicos Normolipé micos p
(n=68) (n=44) (n=41) (n=61)
TAFI 8,20 (1,4) 7,550 (2,06) 0,02 9,50 (1,92) 7,04 (1,84) <0,001

Valores expressos como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. Unidade TAFI: pg/mL.

A Tabela 7 apresenta as correlacbes dos niveis plasmaticos de TAFI e
com os parametros bioquimicos e os fatores de risco quando somados 0s dois

grupos dislipidémicos e normolipémicos.



Tabela 7 — Correlacéo entre os niveis de TAFI, parametros bioquimicos e

fatores de risco cardiovascular

Variavel TAFI p
Sexo r=0,121 ns
Idade r=0,158 0,023

IMC r=0,151 0,027
Colesterol Total r=0,195 <0,001
TG r=0,318 <0,001
HDL r=-0,309 <0,001
PCR r=0,040 ns
VLDL r=0,278 <0,001
LDL-C r=0,221 0,001
Lpa r=0,067 ns
Fracdo ndo HDL r=0,301 <0,001
Sedentarismo r=0,060 ns
Tabagismo r=0,092 ns
Etilismo r=0,093 ns
Hipertenséo r=20,202 0,003
Contraceptivos () r=-0,195 0,004
Menopausa () r=0,258 <0,001
Reposi¢ao hormonal r=-0,062 ns

(a) Apenas para o grupo de mulheres. ns = ndo significativo. N° de

participantes = 214.
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Os niveis de TAFI mostraram correlacao significativa com idade, IMC,

parametros do perfil lipidico, presenca de hipertensdo, uso de contraceptivos

orais e menopausa.

Como as correlacbes de TAFI ndo foram significativas para a variavel

sexo, a tabela dividindo-se 0s grupos por sexo hao sera apresentada. No

entanto, esta variavel foi comparada no grupo do sexo feminino, a fim de

identificar se o uso de contraceptivos orais, reposicdo hormonal ou a

menopausa poderiam interferir na mediana deste parametro. Os dados sdo

apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Mediana dos valores de TAFI entre as usuarias de contraceptivos

orais, terapia de reposi¢cédo hormonal ou na menopausa

Contraceptivos Orais

Variavel Usuéria (n=8) Nao usuéria (n = 94) p
TAFI (ug/mL) 6,90 (2,08) 8,22 (2,30) 0,017
Menopausa
Presente (n = 36) Ausente (n = 66) p
TAFI (pg/mL) 8,98 (2,05) 7,25 (2,23) <0,001
Terapia de Reposi¢cao Hormonal
Usuéria (n = 10) N&o usuaria (n = 92) p
TAFI (pg/mL) 8,10 (1,84) 7,80 (2,45) ns

ns: ndo significativo. n = nimero de mulheres. N° total de mulheres = 102.

Conforme observado na tabela anterior, os niveis de TAFI foram
inferiores nas mulheres em uso de contraceptivo, mas ndo sofreram alteracdo
com a reposicao hormonal. Além disso, o estado pos-menopausa propiciou um

aumento dos seus niveis.
5.2.2 Polimorfismos do gene  TAFI

5.2.2.1 Distribuicdo das frequéncias dos alelos e g  enotipos do gene TAFI

e seus haplotipos

As Figuras 8 e 9 apresentam os resultados obtidos por eletroforese dos
fragmentos gerados apos PCR ou digestdo enzimética para a identificacao

genotipica dos polimorfismos Thr325lle e +1542C/G, respectivamente.
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216 pb

166 pb

Figura 8 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% corada por nitrato de prata
obtido apés reacao de PCR, seguida de digestdo enzimatica com a endonuclease de
restricdo Spel para o polimorfismo Thr325lle (+1040C/T). Canaleta 3 - padrdo de peso
molecular (1Kb); canaletas 1, 5, 6 - individuos homozigotos CC; canaletas 2, 4 e 7 -

Individuos heterozigotos CT; canaleta 8 - individuo homozigoto TT.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011
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Figura 9 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% corada por nitrato de prata
obtido apos reacdo de PCR alelo-especifica, para o polimorfismo +1542C/G. A cada
duas canaletas tem-se o resultado de um paciente Unico. Canaleta 3 - padrao de peso
molecular (1Kb); canaletas 1 e 2, 4 e 5 — individuos homozigoto para o alelo G;
canaletas 6 e 7 — individuo homozigoto para o alelo C; canaletas 8 e 9, 10 e 11 —

individuos heterozigotos CG.

A Figura 10 ilustra o resultado obtido para a genotipagem apos a
discriminacdo alélica realizada pela PCR em tempo real para o polimorfismo
Alal47Thr.
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Figura 10 — PCR em tempo real para o polimorfismo Alal47Thr. Os pontos vermelhos

correspondem ao gendtipo GG, marcado com a sonda VIC; os pontos azuis

representam o genétipo AA, marcado com a sonda FAM e o0s pontos verdes

representam os individuos heterozigotos GA, marcados com VIC e FAM.

As Tabelas 9, 10, e 11 apresentam, respectivamente, os dados

referentes aos resultados obtidos para as frequéncias genotipicas e alélicas
para os polimorfismos Thr325lle, Alal47Thr e +1542C/G do gene TAFI para os

grupos normolipémico e dislipidémico e de acordo com o sexo.
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Tabela 9 — Frequéncia do polimorfismo Thr325lle entre os grupos dislipidémico

e normolipémico estratificados por sexo

Dislipidémicos (n = 109)

Normolipémicos (n = 104)

Gendtipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
1T 12 11,00 7 6,70 0,145 2,134 0,711-6,599
TC 48 44,00 36 34,60 0,082 1,660 0,900-3,068
CcC 49 45,00 61 58,70 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
T 72 33,03 50 24,04
C 146 66,97 158 75,96 0.159 156 0.802-3,040
Sexo Feminino Sexo Feminino
Dislipidémicas (n = 41) Normolipémicas (n = 60)
Genoétipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
T 3 7,30 6 10,00 0,999 1,00 0,171-5,376
TC 21 51,20 20 33,30 0,093 2,100 0,830-5,350
CcC 17 41,50 34 56,70 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
T 27 32,93 32 26,67
C 55 67.07 28 73.33 0,355 1,332 0,695 - 2,557
Sexo Masculino Sexo Masculino
Dislipidémicos (n = 68) Normolipémicos (n = 44)
Gendtipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
1T 9 13,20 1 2,30 0,033* 7,594 1%87258 4
TC 27 39,70 16 36,40 0,422 1,427 0,592-3,443
CcC 32 47,10 27 61,40 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
T 45 33,09 18 20,45
c o1 66.91 70 79.55 0,037* 1,923 0,982-3,792

*diferenca significativa. Para o polimorfismo Thr325lle ndo foi possivel a amplificacdo de uma amostra do grupo

normolipémico.
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Tabela 10 — Frequéncia do polimorfismo Alal47Thr entre 0os grupos e

estratificada por sexo

Dislipidémicos (n = 109)

Normolipémicos (n = 105)

Gendtipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
AA 7 6,40 16 15,20 0,012* 0,297  0,099-0,863
GA 46 42,20 51 48,60 0,092 0,612 0,331-1,130
GG 56 51,40 38 36,20 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
A 60 27,52 83 39,52
0,073 0,583 0,309 - 1,099
G 158 72,48 127 60,48 ' ' 3 '
Sexo Feminino Sexo Feminino
Dislipidémicas (n = 41) Normolipémicas (n = 61)
Genotipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
AA 2 4,90 8 13,10 0,287 0,338 0,044-2,034
GA 19 46,30 26 42,60 0,974 0,987 0,397-2,451
GG 20 48,80 27 44,30 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
A 23 28,05 42 34,43
0,359 0,755 0,396 - 1,435
G 59 71,95 80 65,57 ’ ’ ’ A3
Sexo Masculino Sexo Masculino
Dislipidémicos (n = 68) Normolipémicos (n = 44)
Gendtipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
AA 5 7,40 8 18,20 0,016* 0,191 0,042-0,828
GA 27 39,70 25 56,80 0,011* 0,330 0,126-0,852
GG 36 52,90 11 25,00 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
A 37 27,21 41 46,59
: : 0,003* 0,417 0,221-0,785
G 99 72,79 47 53,41 ’ ’ ’ ’

*diferenca significativa.
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Tabela 11 - Frequéncia do polimorfismo +1542C/G entre 0S grupos e

estratificada por sexo

Dislipidémicos (n = 108)

Normolipémicos (n = 103)

Genotipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
CcC 10 9,30 4 3,90 0,162 2,500 0,664-10,152
CG 43 39,80 44 42,70 0,936 0,977 0,535-1,784
GG 55 50,90 55 53,40 Referéncia -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
¢ 63 29,17 52 25,24 0,524 1,225 0,626 - 2,402
G 153 70,83 154 74,76
Sexo Feminino Sexo Feminino
Dislipidémicas (n = 41) Normolipémicas (n = 59)
Genoétipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
CcC 3 7,30 2 3,40 0,392 2,325 0,278-22,252
CG 18 43,90 26 44,10 0,867 1,073 0,434-2,652
GG 20 48,80 31 52,50 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
C 24 29,27 30 25,42
G 53 70.73 28 74.58 0,524 1,225 0,626 - 2,402
Sexo Masculino Sexo Masculino
Dislipidémicos (n = 67) Normolipémicos (n = 44)
Gendtipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
CcC 7 10,40 2 4,50 0,465 2,400 0,399-18,418
CG 25 37,20 18 40,90 0,905 0,952 0,397-2,286
GG 35 52,20 24 54,50 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
C 39 29,10 22 25,00
G 95 70.90 66 75.00 0,524 1,225 0,626 - 2,402

Para o polimorfismo +1542C/G nédo foi possivel a amplificagcdo de uma amostra do grupo dislipidémico e duas
amostras do grupo normolipémico.

N&o foi observada diferenca significativa para as frequéncias alélica e

genotipica para os polimorfismos Thr325lle e +1542C/G entre 0S grupos

estudados. Para o polimorfismo +1542C/G, este resultado se manteve quando

foram separados 0s grupos por sexo, no entanto, para o polimorfismo

Thr325lle, observou-se uma maior frequéncia do alelo T e do gendtipo TT em

homens dislipidémicos, quando comparado ao grupo controle do mesmo sexo.

Para o polimorfismo Alal47Thr, foi observada uma maior frequéncia do

genotipo GG e uma tendéncia a maior frequéncia do alelo G no grupo de
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individuos dislipidémicos. No entanto, esta diferenca s6 foi evidenciada em
individuos dislipidémicos do sexo masculino, sendo que a frequéncia deste

alelo e gendtipo ndo se mostrou diferente entre as mulheres.

A Tabela 12 mostra as frequéncias encontradas para 0S possiveis
haplotipos referentes aos polimorfismos avaliados no gene TAFI nos grupos
estudados. Foram excluidos os gendétipos CGC, CAC, TAG e TAC por

apresentarem frequéncia inferior a 5% em qualquer um dos grupos estudados.

Tabela 12 — Frequéncias dos haplétipos do gene TAFI entre 0os grupos caso e

controle
Haplotipos possiveis Frequéncias

Grupo OR IC

Thr32slle Alal47Thr 1542C/G Grzjnp_olgg)so Controle P
~ (n=102)

C G G 0,39 0,31 Referéncia - -
C A G 0,26 0,37 0,127 0,561 0,271-1,159
T G G 0,05 0,06 0,482 0,635 0,150-2,639
T G C 0,27 0,17 0,496 1,300 0,572-2,967

N&do foi observada nenhuma diferenca significativa com relacdo a
frequéncia haplotipica, quando comparados os grupos de dislipidémicos e

normolipémicos.

5.2.2.2 Efeito dos polimorfismos do gene  TAFI em seus niveis plasmaticos

As Figuras 11, 12 e 13 apresentam a comparacao entre as medianas
dos niveis plasmaticos de TAFI para cada gendtipo dos polimorfismos
Thr325lle, Alal47Thr e +1542C/G, respectivamente, para 0 grupo controle e

grupo dislipidémico.
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Figura 11 — Niveis de TAFI (em pg/mL) para o polimorfismo Thr325lle. (a) grupo

controle; (b) grupo dislipidémico
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Figura 12 — Niveis de TAFI (em pg/mL) para o polimorfismo Alal47Thr. (a) grupo

controle; (b) grupo dislipidémico
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Figura 13 — Niveis de TAFI (em pg/mL) para o polimorfismo +1542C/G. (a) grupo

controle; (b) grupo dislipidémico.

Os niveis de TAFI também s&o apresentados nas Tabelas 13, 14 e 15,
respectivamente para os polimorfismos Thr325lle, Alal47Thr e +1542C/G do

gene TAFI, para o sexo masculino e sexo feminino.
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Tabela 13 — Niveis de TAFI (em pg/mL) para o polimorfismo Thr325lle entre os
grupos estratificados por sexo

Sexo Feminino

CC(N=34) u CT(N=20) ;) TT (N=06) (3 p
0,062 (
Grupo Controle 7,26 7,00 4,62 0,591
(n = 60) (2,10) (1,23) (3,71) 0,013*
0,072 (g
CC(N=17) i CT(n=21) ) TT(N=3) (3 p
0,048*
Grupo Dislipidémico 10,10 8,7 8,3 0,078
(n = 41) (2,10) (1,85) (270)  0,039*
0,190 ()

Sexo Masculino

CC(N=27) 4y CT(N=16) o TT(nN=1) (3 p
0,026 (
Grupo Controle 8,00 7.3 4,95 0,032
(n=44) (2,14) (0,95) (0,50) 0,071
0,118 (g

CC(N=32) 1) CT(N=27) o TT(N=9) (3 p
0,012% 4
Grupo Dislipidémico 8,6 8,2 7.1 0,484
(n = 68) (2.18) (2.10) (205) 0004
0,015* ¢

* Diferenca significativa pela Corre¢éo de Bonferroni, valor de p<0,02. (1) Grupo 1 - Gendtipo
CC; (2) Grupo 2 - Genétipo CT; (3) Grupo 3 - Genotipo TT. (a) Teste de Kruskal Wallis para os
grupos 1, 2 e 3, seguido do teste de Mann-Whitney para os grupos 1 e 2(b); Mann-Whitney
para os grupos 1 e 3 e Mann-Whitney para os grupos 2 e 3(d). n = nimero de participantes.
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Tabela 14 — Niveis de TAFI (em pg/mL) para o polimorfismo Alal47Thr entre
0S grupos estratificados por sexo

Sexo Feminino

GG (N=27) 3 GA(N=26) ¢ AA(N=38) g p
0,431 (y
Grupo Controle 6,7 7,11 7.25 0,298 ()
(n=61) (1,70) (2,21) (1,63) 0.269 ¢,
0,858

GG (n=20)y GA(N=19)p AA(N=2) g p
0,005* (5
Grupo Dislipidémico 8,50 10,10 8,7 0,001* (v
(n=41) (2,0) (1,70) (040) 0701 4
0,190 ¢

Sexo Masculino

GG (n=11) o GA(N=25) p AA(N=8) p
0,041
Grupo Controle 7,2 7,50 9,35 0,292
(n = 44) (1,10) (1,84) (2.17) 0,012
0,055 ¢

GG (n=36)yy GA(N=27)p AA(N=5) g p
0,001*
Grupo Dislipidémico 7,75 9,00 9,5 0,001%
(n =68) (1,13) (2,80) (4,05) 0,036 (
0,897

* Diferenca significativa pela Correcdo de Bonferroni, valor de p<0,02. (1) Grupo 1 - Gendétipo
CC; (2) Grupo 2 - Gendtipo CT; (3) Grupo 3 - Gen6tipo TT. (a) Teste de Kruskal Wallis para os
grupos 1, 2 e 3, seguido de um teste de comparacdo multipla (Mann-Whitney) para os grupos 1
e 2(b); Mann-Whitney para os grupos 1 e 3 e Mann-Whitney para os grupos 2 e 3(d). n =
namero de participantes.
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Tabela 15 — Niveis de TAFI (em pg/mL) para o polimorfismo +1542C/G entre
0S grupos estratificados por sexo

Sexo Feminino

GG (n=31) 3 GC(n=26) ;) CC(N=2) @ p
0,287 )
Grupo Controle 7,30 7,01 5,50 0,414
(n =59) (2,18) (1,57 (2,80) 0,186 (
0,259
GG (n=20) 3 GC (n=18) () CC (n=23) p
0,211
Grupo Dislipidémico 9,85 9,05 8,30 0,426
(n = 41) (2,13) (1,85) (1,30) 0,115
0,185 (

Sexo Masculino

GG (nN=24) ;3 GC(n=18) ;) CC(n=2) @ p
0,134
Grupo Controle 8,00 7,45 6,16 0,204
(n = 44) (2,22) (1,75) (241) 0123
0,211
GG (N=35) 3y GC(n=25) ;) CC(N=7) @ p
0,015*
Grupo Dislipidémico 8.6 8,3 7.1 0,481
(n = 67) 2.3) (1,95) 210)  0006*
0,011*

* Diferenca significativa pela Corre¢éo de Bonferroni, valor de p<0,02. (1) Grupo 1 - Gendtipo
CC; (2) Grupo 2 - Genétipo CT; (3) Grupo 3 - Genotipo TT. (a) Teste de Kruskal Wallis para os
grupos 1, 2 e 3, seguido de um teste de comparacao multipla (Mann-Whitney) para os grupos 1
e 2(b); Mann-Whitney para os grupos 1 e 3 e Mann-Whitney para os grupos 2 e 3(d). n =
namero de participantes.

As medianas de TAFI, para o polimorfismo Thr325Ile, foram menores no
genadtipo TT. Quando os grupos sao estratificados por sexo, esse perfil se
manteve, sendo que os niveis de TAFI para o gendtipo TT sdo menores nas

mulheres, quando se relne todas as participantes do estudo.
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Para o polimorfismo Alal47Thr, as medianas dos niveis de TAFI foram

menores na presenga do genotipo GG, e estes sdo menores nas mulheres.

Em relagéo ao polimorfismo +1542C/G, observa-se que estes niveis séo
menores para o genaotipo CC, e esta diminuicdo é maior no grupo dos homens

dislipidémicos.

5.3 Inibidor do Ativador do Plasminogénio tipo 1

5.3.1 Determinagdes plasmaticas

Os resultados obtidos para os niveis plasmaticos de PAI-1 estédo

apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Niveis de PAI-1 plasmaticos entre 0os grupos estudados

Dislipidémicos
(n=109)
PAI-1 57,8 (42,5) 50,8 (39,7) ns

Valores expressos como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. ns = nao
significativo. Unidade PAI-1 — ng/mL.

Variavel Normolipémicos (n=105) p

N&ao foram encontradas diferencas significativas entre 0os grupos em

relacdo aos niveis plasmaticos de PAI-1.

Esses resultados também sdo apresentados, na Tabela 17, dividindo-se
0S grupos por sexo e também ndo foram observadas diferengas significativas
para as medianas de PAI-1 quando comparados os grupos de dislipidémicos e

normolipémicos.

Tabela 17 — Niveis de PAI-1 plasmaticos entre os grupos estudados separados

por sexo
Masculino Feminino
Variavel  Dislipidémicos  Normolipémicos P Dislipidémicos = Normolipémico p
(n =68) (n=44) (n=41) s (n=61)
PAI-1 61,50 (42) 51,10 (32,8) ns 45,50 (46,5) 50,80 (42,9) ns

Valores expressos como mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. ns = nédo significativo.
Unidade PAI-1 — ng/mL.
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A Tabela 18 apresenta as correlagcdées dos niveis plasmaticos de PAI-1 e
com os parametros bioquimicos e os fatores de risco quando somados 0s dois

grupos dislipidémicos e normolipémicos

Tabela 18 — Correlacdo entre os niveis de PAI-1, parametros bioquimicos e

fatores de risco cardiovascular

Variavel PAI-1 p
Sexo r=0,077 ns
Idade r=-0,011 ns

IMC r=0,402 <0,001
Colesterol Total r =0,069 ns

TG r=0,262 <0,001

HDL r=-0,199 0,003

PCR r=0,251 <0,001

VLDL r=0,242 <0,001
LDL-C r =0,023 ns
Lpa r=-0,057 ns
Fracdo ndo HDL r=0,131 ns

Sedentarismo r=0,227 0,001
Tabagismo r = 0,085 ns

Etilismo r=0,140 0,040
Hipertensao r=0,127 ns
Contraceptivos () r=-0,058 ns
Menopausa () r=-0,080 ns
Reposi¢ao hormonal r=-0,126 ns

(@) Apenas para o grupo de mulheres. ns = nao significativo. N° de
participantes = 214.

Os niveis de PAI-1 foram significativamente correlacionados com as
variaveis IMC, TG, HDL, VLDL, PCR e para os fatores de risco sedentarismo e

etilismo.

Como as correlagBes de PAI-1 ndo foram significativas para a variavel
sexo, as tabelas dividindo-se 0s grupos por sexo ndo serdo apresentadas. No
entanto, estas variaveis foram comparadas no grupo do sexo feminino, a fim de
identificar se o uso de contraceptivos orais, reposicdo hormonal ou a
menopausa poderiam interferir na mediana destes parametros. Os dados séo

apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19 — Mediana dos valores de PAI-1 entre as usuarias de contraceptivos

orais, reposi¢cao hormonal ou na menopausa

Contraceptivos Orais

Variavel Usuéria (n=8) Nao usuéria (n = 94) p
PAI-1 (ng/mL) 43,90 (24,80) 49,20 (43,85) ns
Menopausa
Presente (n = 36) Ausente (n = 66) p
PAI-1 (ng/mL) 47,20 (45,03) 51,90 (41,15) ns
Terapia de Reposi¢cao Hormonal
Usuéria (n = 10) N&o usuaria (n = 92) p
PAI-1 (ng/mL) 46,60 (26,80) 51,05 (44,65) ns

ns: ndo significativo. n= nimero de mulheres. N° total de mulheres = 102.

Os niveis de PAI-1 ndo sofreram alteragdo mesmo com o0 uso de

contraceptivo/reposi¢cdo hormonal ou climatério.

5.3.2 Polimorfismo do gene PAI-1

5.3.2.1 Distribui¢éo das frequéncias dos alelos e g  enotipos do gene PAI-1

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos por eletroforese dos
fragmentos gerados apos PCR para a identificacdo genotipica do polimorfismo
4G/5G.
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Figura 14 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% corada por nitrato de prata
obtido apos reacdo de PCR alelo-especifica, para o polimorfismo 4G/5G. A cada duas
canaletas tem-se o resultado de um paciente. Canaleta 1 - padrdo de peso molecular
(1Kb); canaletas 2 e 3 — individuo homozigoto 5G5G; canaletas 4 e 5 — individuo
heterozigoto 4G5G; canaletas 6 e 7, 8 e 9, 10 e 11, 12 e 13 — individuos homozigotos
4G4G.

A Tabela 20 apresenta os dados referentes aos resultados obtidos para
as frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo 4G/5G do gene PAI-1

para os grupos normolipémico e dislipidémico e de acordo com o sexo.
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Tabela 20 — Frequéncia do polimorfismo 4G/5G entre 0s grupos e estratificada

por sexo

Dislipidémicos (n = 108)

Normolipémicos (n = 103)

Gendtipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
4G4G 22 20,40 24 23.30 0,628 0,825 0,352-1,932
4G5G 56 51,90 52 50,50 0,924 0,969 0,485-1,937
5G5G 30 27,80 27 26,20 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC

4G 100 46,30 100 48,54
5G 106 53,70 116 51,46 0644 0914 0612-13064
Sexo Feminino Sexo Feminino
Dislipidémicas (n = 41) Normolipémicas (n = 61)

Genoétipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
4G4G 10 24,40 14 23,00 0,571 0,659 0,182 -2,361
4G5G 18 43,90 35 57,40 0,145 0,475 0,161-1,391
5G5G 13 31,70 12 19,70 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC

4G 38 46,34 63 51,64
5G a4 53,66 59 48,36 0,478 0,809 0,444 -1,473
Sexo Masculino Sexo Masculino
Dislipidémicos (n = 67) Normolipémicos (n = 42)

Genoétipos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC
4G4G 12 17,90 10 23,80 1,000 1,059 0,310- 3,625
4G5G 38 56,70 17 40,50 0,169 1,972 0,731 -5,356
5G5G 17 25,40 15 35,70 Referéncia - -
Alelos n Frequéncia (%) n Frequéncia (%) p OR IC

4G 62 46,27 37 44,05
5G = 53.73 A7 55.95 0,781 1,094 0,609 - 1,956

Para o polimorfismo 4G/5G néo foi possivel a amplificacdo de uma amostra do grupo dislipidémico e duas amostras
do grupo normolipémico.

N&o foi observada diferenca significativa para as frequéncias alélica e

genotipica para o polimorfismo 4G/5G entre os grupos estudados e este

resultado se manteve quando os grupos foram separados por sexo.

5.3.2.2 Efeito do polimorfismo do gene

PAI-1 em seus niveis plasmaticos

A Figura 15 apresenta a comparacdo entre as medianas dos niveis

plasmaticos de PAI-1 para cada gendtipo dos polimorfismos 4G/5G, para o

grupo controle e grupo dislipidémico.
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Figura 15 — Niveis de PAI-1 (em ng/mL) para o polimorfismo 4G/5G. (a) Grupo

controle; (b) Grupo dislipidémico.

Os niveis de PAI-1 também s&o apresentados na Tabela 21 para o

polimorfismo 4G/5G do gene PAI-1, para o sexo masculino e sexo feminino.



68

Tabela 21 — Niveis de PAI-1(em ng/mL) para o polimorfismo 4G/5G entre os

grupos estratificados por sexo

Sexo Feminino

5G5G (n = 12) 1) 4G5G (n = 35) ®) 4G4G (n = 14) 3) p

0,642 (5

Grupo Controle 49,35 63,30 46,60 0,922
(n= 61) (52,65) (37,30) (35,45) 0,560 ()
0,347 (d)

5G5G (n = 13) 1) 4G5G (n = 18) ®) 4G4G (n = 10) 3) p

0,395 (5

Grupo Dislipidémico 36,30 51,00 53,85 0,146
(n= 41) (36,45) (48,28) (54,78) 0,693

0,689 (4

Sexo Masculino

5G5G (n = 15) 1) 4G5G (n = 17) ®) 4G4G (n = 10) 3) p

0,691 ()

Grupo Controle 53,30 55,70 59,35 0,628 ()
(n=42) (23,00) (26,45) (49,18) 0,461
0,604 (4

5G5G (n = 17) 1) 4G5G (n = 38) ®) 4G4G (n = 12) 3) p

0,847 ()

Grupo Dislipidémico 58,20 65,35 67,85 0,716 ()
(n=67) (36,85) (55,93) (53,50) 0,744

0,601 (4

* Diferenca significativa pela Correcdo de Bonferroni, valor de p<0,02. (1) Grupo 1 - Gen6tipo
GG; (2) Grupo 2 - Genotipo GA; (3) Grupo 3 - Genotipo AA. (a) Teste de Kruskal Wallis para os
grupos 1, 2 e 3. (b) Teste de Mann-Whitney para os grupos 1 e 2. (c) Teste de Mann-Whitney
para os grupos 1 e 3. (d) Teste de Mann-Whitney para os grupos 2 e 3. n = ndmero de
participantes.

N&o foi observada diferenca significativa entre as medianas de PAI-1 em
relacdo a presenca do polimorfismo 4G/5G. Quando 0s grupos sao
estratificados por sexo, esse perfil se manteve.
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5.4 Analise Multivariada

A analise multivariada de regresséo logistica foi realizada a partir de
uma andlise univariada, na qual foram selecionadas as variaveis
independentes (todos os parametros avaliados neste estudo) que
apresentaram um valor de p< 0,2 na associacdo com a variavel dependente
(presenca de dislipidemia). O modelo final estd descrito na Tabela 22. Este
modelo mostrou-se adequado segundo o teste de Hosmen and Lemeshow (p =
0,874).

Tabela 22 — Modelo final da analise multivariada de regresséo logistica

Variavel Analisada p OR IC

Genotipo AA (polimorfismo Alal47Thr) <0,001 0,080 0,021 - 0,305

Genotipo GA (polimorfismo Alal47Thr) <0,001 0,241 0,112 -0,517

Sexo <0,001 2,704 1,346 - 5,434
IMC <0,001 3,953 1,953 - 8,004
TAFI (pg/mL) <0,001 2,454 1,845 - 3,264

As variaveis que se mostraram independentemente associadas com a
dislipidemia sdo a presenca dos genétipos GA e GG (este ultimo sendo o
referencial do teste) do polimorfismo Alal47Thr do gene TAFI, 0s niveis
plasmaticos de TAFI, o sexo masculino e o IMC, quando 0s grupos sao

analisados em conjunto.

Apos separar 0S grupos por sexo masculino e feminino, a andlise foi
realizada na mesma maneira e o seguinte modelo final foi obtido, descrito nas
Tabelas 23 e 24, respectivamente para o sexo feminino e masculino. Estes
modelos finais também seguiram a adequacdo segundo o teste de Hosmen
and Lemeshow (p =0,420 para o sexo feminino e p = 0,283 para 0 sexo

masculino).
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Tabela 23 — Modelo final da analise multivariada de regresséo logistica para o

sexo feminino

Variavel Analisada P OR (B) IC

TAFI (ug/mL) <0,001 3,380 2,101 - 5,438

Tabela 24 — Modelo final da analise multivariada de regresséao logistica para o

sexo masculino

Variavel Analisada p OR (B) IC

Gendtipo AA (polimorfismo Alal47Thr) <0,001 0,033 0,005 - 0,201

Gendtipo GA (polimorfismo Alal47Thr) 0,002 0,169 0,056 - 0,510

Gendtipo 4G5G (polimorfismo 4G/5G) 0,012 4,727 1,417 - 15,768

IMC 0,001 6,162 2,160 - 17,579

TAFI (ug/mL) <0,001 2,301 1,500 - 3,529

Para o sexo feminino o0s niveis plasmaticos de TAFI estdo
independentemente relacionados com a ocorréncia de dislipidemia. J& para o
sexo masculino, os niveis plasmaticos de TAFI, a presenca dos genétipos GA e
GG do polimorfismo Alal47Thr do gene TAFI, dos genoétipos 4G5G do
polimorfismo 4G/5G do gene PAI-1l, e IMC estdo independentemente

relacionados com a ocorréncia da doenca.



71

6 DISCUSSAO
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6.1 Caracterizacdo dos grupos para o perfil lipidic o e fatores de risco

cardiovascular

O presente estudo avaliou um grupo caso constituido por individuos
dislipidémicos e um grupo controle composto por normolipémicos. Ao
caracterizar a populacdo deste estudo, foi observado um maior niumero de
individuos hipertensos e com maior IMC (especificamente com sobrepeso -
IMC> 25 kg/m? — WHO, 2000) no grupo dislipidémico, sendo estas
caracteristicas intimamente associadas, juntamente com a dislipidemia, ao
maior risco de DCV (Araujo et al., 2005; Jardim et al., 2007; Talayero & Sacks,
2011).

Em funcéo dos rigidos critérios de selecao, principalmente com excluséo
de individuos sob uso de hipolipemiantes, néo foi possivel um pareamento por
sexo entre os dois grupos estudados, sendo incluidos todos os individuos que
seguiram o0s critérios propostos. Desta forma, as mesmas analises de
caracterizacao da populacdo foram apresentadas segundo a estratificagcdo por

SeXo.

Um maior niamero de individuos com sobrepeso e hipertensdo foi
observado entre os individuos dislipidémicos nos dois sexos. No entanto, o
grupo de mulheres dislipidémicas apresentou idade ligeiramente superior ao
grupo controle, o que justificou o encontro de maior nimero de mulheres apos
a menopausa no grupo caso. Sabe-se que no climatério, devido a privacédo dos
estrogenos, os niveis de CT estdo aumentados, as particulas de LDL-C
tornam-se mais densas e 0s niveis de HDL-C tendem a diminuir (Bittner, 2002),
elevando o risco de DCV. Desta forma, a menopausa seria um fator de risco
independente para o desenvolvimento de dislipidemias (Maturana et al., 2007),

0 que justificaria os resultados encontrados.

No presente estudo nao foram encontradas diferencas significativas
entre 0s grupos em relacdo ao numero de mulheres em uso de TRH e
contraceptivos orais, sendo pequeno o numero de usuarias, principalmente em
relacdo ao ultimo parametro. Portanto, ndo foi possivel avaliar o envolvimento

destes farmacos com a dislipidemia. No entanto, € importante ressaltar que a



73

TRH tem um papel importante no metabolismo dos lipides sanguineos, sendo
que a reposicdo com estrogenos e progesteronas tem uma influéncia favoravel
no perfil lipidico, com a diminuicdo dos niveis de CT e LDL-C e aumento dos
niveis de HDL, tornando o perfil lipidico menos aterogénico, porém € observado
0 aumento nos niveis de TG (Kuller, 2003; Callejon et al., 2009). Para o uso de
contraceptivos, o seu efeito € variavel em relagdo ao medicamento
administrado, mas observa-se um aumento de CT, VLDL-C e LDL-C, com uma

reducdo de HDL-C, elevando o risco cardiovascular (Bittner, 2002).

Com relacdo aos niveis lipidicos, estes se encontraram elevados no
grupo dos dislipidémicos, como ja era esperado pelo delineamento
experimental e critérios de inclusdo estabelecidos (SBC, 2007). Essa diferenca
se manteve quando os grupos foram estratificados por sexo. Bittner et al.
(2005), ao avaliar os niveis de lipides nas mulheres durante diferentes periodos
da vida, observaram que os niveis de HDL-C das mulheres sdo cerca de
10mg/dL maiores que os dos homens. J& os niveis de LDL-C e colesterol ndo-
HDL, que se apresentam menores nas mulheres jovens e de média idade, em
comparacao aos homens da mesma faixa etaria, aumentavam no periodo da
menopausa. O aumento dos niveis de LDL-C nas mulheres ao longo da vida é
menor que o aumento observado nos homens. Os niveis de Lp(a) também
aumentam com a idade nas mulheres, mas permanecem constantes nos
homens (Bittner et al., 2005).

Para os niveis de PCR, marcador de inflamacéo e risco cardiovascular,
nao foi encontrado diferenca significativa entre os grupos estudados, sendo
que a mediana desses niveis apresentou-se dentro do valor de referéncia
considerado de risco moderado (ente 1,0 e 3,0 mg/L) em todos 0s grupos.
Ridker et al. (2002), ao avaliar 27.939 mulheres participantes do Women’s
Health Study, com média de idade de 54,7 anos, observou que os niveis de
PCR podem estar aumentados mesmo em pacientes com niveis normais de CT
e LDL-C (Ridker et al., 2002; Silva & Pais de Lacerda, 2013), ndo tendo,

portanto, associacdo independente com a dislipidemia.

Também nado foram encontradas, no presente estudo, diferencas nos

niveis de Lp(a) entre os grupos estudados, ndo sendo esta lipoproteina capaz
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de distinguir os individuos dislipidémicos dos normolipémicos. A Lp (a) tem sido
considerada como fator de risco cardiovascular para desordens
ateroscleroticas e tromboticas quando em concentracdes elevadas (Boffa et al.,
2004), sendo que esta associacado pode ser mais acentuada entre individuos
com concentracdo elevada de LDL-C (Suk et al., 2006; Nordestgaard et al.,
2010). Os resultados encontrados no presente trabalho s&o similares aos
achados por Zlatohlavek et al. (2008), ao avaliarem 3.915 individuos portadores
de dislipidemias e com presenca de outros fatores de risco cardiovascular, e
por Holanda et al. (2004) em individuos com e sem diabetes melitus tipo 2 que
sofreram ataque cardiaco, 0s quais ndo encontraram correlagdo significativa
entre os niveis de Lp (a) e lipides séricos. Porém, Lima et al, (2006b), ao
avaliarem pacientes com DAC, consideraram a Lp (a) como sendo um
marcador capaz de distinguir pacientes portadores de ateromatose grave,
identificada por angiografia coronariana, de ndo portadores, mas este disturbio

nao foi avaliado em nosso estudo (Lima et al, 2006b).
6.2 Inibidor da Fibrindlise ativado pela trombina
6.2.1 Determinacdes plasmaticas

Conforme demostrado nas Tabelas 5 e 6, a mediana dos niveis de TAFI
foi maior no grupo dos dislipidémicos em relagcdo ao grupo controle, embora
todas as medianas de TAFI estivessem dentro dos valores de referéncia
recomendados. E possivel que a lesdo do endotélio desencadeada pela
dislipidemia aumente a producgéao e ativacao de trombina e, consequentemente,
aumente os niveis de TAFI (Pucceti et al, 2002). Recentemente, o TAFI tem
sido implicado em processos anti-inflamatorios através da remocédo do C
terminal de argininas de mediadores inflamatoérios (Colucci, 2012; Hugenholtz,
2013). Assim, sugere-se que o aumento da liberacédo de TAFI observado no
grupo dislipidémico possa ocorrer como resultado do aumento da geracao de
trombina e atue regulando negativamente a inflamacéo crénica normalmente

encontrada nesses individuos.

Alguns trabalhos ja demonstraram niveis elevados de TAFI em pacientes

com hiperlipidemia, em especial com hipercolesterolemia (Puccetti et al., 2002;
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Malyszko et al., 2003; Aso et al., 2005; Gonzales et al., 2010). Puccetti et al.,
2002, em um estudo com pacientes dislipidémicos, demonstraram que ha uma
maior atividade de TAFI neste grupo de pacientes, quando comparado com 0s
controles normolipémicos (Puccetti et al., 2002). Aso et al, (2005) reportaram
uma correlacdo positiva de niveis de TAFI e LDL-C, sendo esta lipoproteina
independentemente responsavel pela variagdo de 46% dos niveis plasmaticos
de TAFI em pacientes com diabetes melitus tipo 2, embora o mecanismo

responsavel por essa variancia seja desconhecido (Aso et al., 2005).

Santamaria et al. (2004) demonstraram que maiores niveis de TAFI
estdo presentes em mulheres com hipercolesterolemia e Juhan Vague et al.
(2000), ao avaliar individuos em prevencdo primaria para DVC, observaram
gue maiores niveis de TAFI sdo encontrados em mulheres com idade superior
a 30 anos. Como a mediana de idade nos dois grupos de mulheres do presente
estudo foi superior a 30 anos, acredita-se que este efeito ndo tenha impactado

nos resultados encontrados.

Os niveis de TAFI do presente estudo foram correlacionados, embora
fracamente, com as variaveis: idade, IMC, CT, TG, VLDL, LDL-C, fracdo néo-
HDL e o fator de risco hipertensao. A correlagédo de TAFI e HDL-C foi inversa.
Estes dados sugerem que maiores niveis de TAFI estdo associados com perfil
lipidico desfavoravel, e que, juntamente com o fator de risco hipertensdo e
obesidade, poderdo aumentar o risco de doencas cardiovasculares. Outros
estudos também encontraram correlagcbes semelhantes, como em Tregouet et
al. (2009), no qual os niveis de TAFI foram correlacionados com as variaveis:
idade, sexo feminino, IMC, CT, TG, PCR, tabagismo e hipertensédo, sendo
inversamente correlacionado com HDL-C. Meltzer et al, (2009) ao avaliarem
homens com o primeiro episddio de infarto do miocéardio, encontraram
correlagdo positiva dos niveis de TAFI com TG e PCR. O presente trabalho ndo
encontrou correlacdo de TAFI com PCR, provavelmente pelo fato de tanto o
grupo de dislipidémicos como o de normolipémicos tenham apresentado
valores de PCR dentro dos valores de referéncia, ou seja, abaixo dos niveis

considerados de risco para doencga coronariana.
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Juhan Vague et al. (2000) também encontraram maiores niveis de TAFI
relacionados com a idade, sendo estes maiores nas mulheres acima de 58
anos, e correlagdes positivas entre niveis de antigeno TAFI com IMC, pressao
sanguinea sistolica e diastélica e entre a razao da circunferéncia cintura-quadril
nos homens. Nas mulheres, os niveis de TAFI foram correlacionados com o
IMC, a pressao sistélica, perfil lipidico e com a medida da espessura média da
camada intima da artéria (Juhan Vague et al,, 2000). Kural et al (2010)
encontraram, em seu estudo com paciente com sindrome metabdlica, que os
niveis de TAFI foram significativamente maiores nestes pacientes, quando
comparado com o grupo controle, e que estes niveis foram positivamente
correlacionados com valores plasméticos de TG, sendo que um aumento nos

valores de TG € um valor determinante para o aumento dos niveis de TAFI.

E interessante ressaltar que alguns trabalhos demonstraram o beneficio
do tratamento com estatinas ndo apenas na reducdo dos niveis lipidicos, mas
também na reducdo dos niveis de TAFI circulantes, promovendo aumento da
funcao fibrinolitica e reducédo do risco cardiovascular. Esta reducao pode ser
devido a um efeito ndo lipidico das estatinas (Bruni et al., 2004; Guven et al.,
2006).

Foram encontrados, no presente estudo, maiores niveis de TAFI para as
mulheres dislipidémicas e no periodo da menopausa, além da correlacdo
positiva com este Ultimo parametro. Embora nenhum trabalho tenha sido
encontrado na literatura comparando diretamente estas duas variaveis, essa
diferenca pode estar relacionada com o papel do estrogénio no controle dos
niveis de TAFI circulantes (Juhan Vague et al., 2000).

As medianas de TAFI encontradas para as mulheres que faziam uso de
TRH né&o diferiram daquelas que ndo estavam em uso de hormonios, bem
como nao foi encontrada correlacdo significativa dos niveis de TAFI e a TRH.
Estes resultados estdo de acordo com Cosman et al. (2005), que também nédo
encontraram efeito significativo nos niveis de TAFI em mulheres em uso de
TRH com estrogénio, tamoxifeno e raloxifeno. Porém, Post et al. (2002) e
Juhan-Vague et al. (2000) encontraram uma diminuicdo dos niveis de TAFI em

mulheres em uso de THR, quando comparado aquelas sem o uso do hormdnio,
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comprovando a interferéncia dos hormoénios sexuais nos niveis de TAFI
(Juhan-Vague et al., 2000; Post et al., 2002).

Para o uso de contraceptivos orais, as medianas de TAFI foram menores
em mulheres que faziam uso destes medicamentos, no qual o TAFI foi
correlacionado negativamente com o uso. Este resultado difere do encontrado
na literatura. Meijers et al. (2000) demonstraram um pequeno aumento dos
niveis de TAFI em mulheres em uso de contraceptivos orais, sendo esse
aumento maior com o uso de contraceptivos contendo desogestrel em
comparacao com levonorgestrel. Embora o tipo de contraceptivo ndo tenha
sido investigado no presente estudo, acredita-se que os resultados obtidos
podem ser explicados por um mecanismo compensatério, uma vez que 0O
estudo citado anteriormente demonstrou uma maior atividade fibrinolitica em
pacientes em uso destas medicacbes em funcdo do aumento de t-PA,
plasminogénio e Dimero-D, ja que o uso dos contraceptivos analisados provoca
aumento de trombina, com consequente maior ativagdo de TAFI plasmatico
(Meijers et al., 2000).

6.2.2 Polimorfismos do gene  TAFI

6.2.2.1 Distribuicdo das frequéncias dos alelos e g  endtipos do gene TAFI

e seus haploétipos

O presente trabalho avaliou trés polimorfismos no gene TAFI: Thr325lle,
Alal47Thr e +1542C/G. Polimorfismos do gene TAFI ndo foram avaliados
ainda em outros trabalhos com uma populagdo semelhante a avaliada neste
estudo. Foram investigados estes polimorfismos em individuos com DAC
(Tregouet et al., 2009), acidente vascular cerebral (AVC) (Landervall et al.,
2007), angina de peito (Brouwers et al., 2003), IAM (Tassies et al., 2009) e
trombose venosa profunda (TVP) (Martini et al., 2006), condi¢des clinicas em
qgue a dislipidemia é um fator importante. Os Unicos relatos de estudos com
polimorfismos do gene TAFI no Brasil sdo reportados por Franco et al. (2001),
em pacientes com TVP, e por Brandes et al. (2012), em mulheres com

endometriose.
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A frequéncia alélica para o polimorfismo Thr325Ile né&o foi diferente entre
0s grupos de dislipidémicos e normolipémicos. Quando os grupos foram
separados por sexo, para o0 grupo do sexo feminino ndo foi encontrada
diferenca significativa. No entanto, para o grupo masculino, foi identificada uma
associacao cerca de 8 vezes maior entre o genotipo TT, bem como 2 vezes
maior para o alelo T com a dislipidemia (Tabela 9). As frequéncias encontradas
sdo semelhantes as descritas por Tassies et al. (2009), que encontraram uma
frequéncia de C/T de 0,70/0,30 para os pacientes com sindrome coronariana
aguda (SCA) e IM, e 0,68/0,32 para os controles. Brouwers et al. (2003)
observaram uma frequéncia de C/T de 0,71/0,29 para os pacientes com angina
de peito instavel, e em seu estudo de 2001 (Brouwers et al., 2001) encontraram
uma frequéncia de 0,36 para o alelo T e 0,63 para o alelo C em amostras de
doadores de sangue saudaveis. A distribuicdo de frequéncias genotipicas
encontrada no presente estudo para o polimorfismo Thr325lle também é
semelhante aquela relatada por Morange et al. (2005), no estudo PRIME, que
avaliaram e acompanharam a ocorréncia de eventos cardiovasculares por 5
anos em homens com idade ente 50-59 anos sem histéria prévia. No estudo
ATTAC, em pacientes com o primeiro evento de sindrome isquémica cardiaca
ou cerebral aguda, feito por de Bruijne et al, (2009), a frequéncia do alelo T
encontrada foi de 0,29 entre os pacientes. Em pacientes do sexo masculino,
com o primeiro episodio de IM, Meltzer et al, (2009) encontraram uma maior
frequéncia do gendtipo TT entre os casos, comparado com o0s controle, e uma
chance de 1,2 vezes no desenvolvimento de infarto miocardio em homens

portadores deste genaotipo.

Para o polimorfismo Alal47Thr, houve maior frequéncia do gendtipo AA
e uma tendéncia a maior frequéncia do alelo A entre os normolipémicos. Essa
diferenca se confirmou apenas para o grupo masculino, quando 0S grupos
foram estratificados por sexo. Tregouet et al. (2009), em um grupo de pacientes
submetidos a angiografia coronariana, observaram a frequéncia de 0,68 para o
alelo G e 0,32 para o alelo A neste grupo. Ja Brouwers et al. (2003)
encontraram, em pacientes com angina de peito instavel, frequéncias de 0,33

para o alelo A e 0,67 para o alelo G. Tassies et al. (2009) em pacientes com
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angina instavel e IM encontraram frequéncias de 0,71 e 0,29, respectivamente,

para o alelo G e A entre os pacientes.

Ao avaliar o polimorfismo +1542C/G, o presente estudo ndo encontrou
diferencas para as frequéncias genotipicas e frequéncias alélicas entre os
grupos estudados, mesmo quando estratificados por sexo, no qual estas
frequéncias se mantiveram (Tabela 10). A literatura reporta frequéncias
inversas as encontradas neste estudo. Morange et al, (2005) encontraram uma
frequéncia de 0,26 para o alelo G na populacao francesa e na populacdo do
norte da Irlanda. Henry et al. (2001) reportam frequéncias de 0,70 para o alelo
C e 0,30 para o alelo G. Estas frequéncia também foram encontradas por
Tassies et al. (2009) (C/G: 0,72/0,28). Estas diferencas podem ser explicadas
por diferencas populacionais ou pelo tipo de metodologia utilizada para

genotipagem deste polimorfismo.

Os resultados obtidos, tomados em conjunto, sugerem que o efeito dos
polimorfismos Thr325lle e Alal47Thr sobre a proteina TAFI pode ser regulado
por fatores sexo-dependentes e que estdo associados a dislipidemia apenas
entre individuos do sexo masculino. O conhecimento exato deste mecanismo
demanda maior investigacdo de fatores hormonais que possam interagir com
as diferentes formas da proteina ou de outros genes expressos no Sexo

masculino que possam controlar ou que estejam associados ao gene TAFI.

Ao analisar as frequéncias encontradas para 0s possiveis haplotipos,
ndo foi observada nenhuma diferenca significativa com relagdo a frequéncia
haplotipica, quando comparados o0s grupos de dislipidémicos e
normolipémicos. Esses resultados demonstram que os polimorfismos estdo
associados ao aumento de TAFI na dislipidemia de forma independente.
Embora nenhum trabalho tenha investigado este conjunto de polimorfismos
num mesmo haplétipo e neste tipo de populacédo, de Bruijne et al, (2009)
observaram uma tendéncia a diminuicdo do risco de trombose arterial nos
carreadores do haplotipo G-Ala-lle e A-Ala-lle quando investigados os
polimorfismos -438G/A, Alal47Thr e Thr325lle. J& Tregouet et al, (2009)

demonstraram que o haplotipo CThrA (formado pelos polimorfimos C-2599G,
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Thr328lle e T+1583A) foi associado ao aumento dos niveis de TAFI em

pacientes alemédes com doenca arterial coronariana.
6.2.2.2 Efeito dos polimorfismos do gene  TAFI em seus niveis plasmaticos

Para o polimorfismo Thr325lle, os valores de TAFI plasmatico séo
menores, quando na presenca do genotipo TT ao avaliar apenas o0 grupo
dislipidémico e com a avaliagdo conjunta do grupo caso e controle, quando
comparado aos genétipos TC e CC. Quando os grupos sdo separados por
sexo, observa-se que essa tendéncia de diminuicdo de TAFI € mantida para
ambos os sexos, sendo mais pronunciada nas mulheres. Os niveis de TAFI, na
presenca do alelo T, sGo menores quando comparados aos outros genotipos,
como relatados por Martini et al. (2006), em pacientes com a primeira TVP, e
por Tassies et al. (2009), em pacientes com SCA e IM, sendo que os ultimos
encontraram um valor de TAFI de 9,98 pug/mL para o genotipo TT, contra 10,72

png/mL parao TC e 11,58 pg/mL para o CC.

As medianas dos niveis de TAFI para o polimorfismo Alal47Thr, quando
0 genodtipo GG esta presente, foram menores em relacdo as outras medianas
para 0s outros genotipos, tanto no grupo dos dislipidémicos, quanto ao grupo
com todos os participantes. Quando os grupos foram separados por sexo,
também se observaram menores niveis de TAFI para o genédtipo GG nos
dislipidémicos para ambos o0s sexos, sendo menores nas mulheres. Essa
diminuicdo dos niveis de TAFI no gendétipo AA é também relatada por Martini et
al. (2006) e Tassies et al. (2009).

Ao avaliar o polimorfismo +1542C/G, observaram-se menores niveis de
TAFI para o genotipo CC entre os grupos dislipidémicos e o grupo com todos
0s participantes Quando os grupos foram divididos por sexo, esse valor se
manteve para os dois sexos. Estudos reportam menores niveis de TAFI quando
o alelo G esta presente (Henry et al. 2001; Boffa & Koschinsky, 2007) ao
contrario do que foi demonstrado neste estudo. Tassies et al. (2009)
encontraram valores de TAFI de 9,91 pug/mL para o gendtipo GG, 10,70 pg/mL
para CG e 11,51 upg/mL para CC. Estes resultados contraditérios podem

ocorrer em funcdo de interacdo com outros polimorfismos que sé&o
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caracteristicos em algumas populacdes especificas e delineamento

experimental.

E importante ressaltar que Heylen et al. (2011) reportaram em seu
trabalho que os diferentes ensaios utilizados para a medicdo dos niveis de
TAFI podem sofrer influéncia do gendtipo 325Ile do polimorfismo Thr325Ile. O
conjunto diagnodstico utilizado para a determinacdo dos niveis de TAFI
plasmaticos no presente trabalho possui reatividade dependente de gendtipo.
Estes autores demostraram que esta diminuicdo do TAFI em relacdo aos
outros gendtipos chega a 24,4%. No entanto, 0s mesmos autores, ao analisar
diferentes kits comerciais dependentes de gendétipo e outros livres da
interferéncia do alelo T do polimorfismo Thr325lle, demonstraram que a forte
correlacdo inversa entre os niveis de TAFI e o genoétipo TT € verdadeira,
independentemente do kit utilizado, sendo que os individuos com gendtipo TT
possuem niveis de TAFI cerca de 11,9% menores em relacdo ao genotipo CC
(Heylen et al., 2011).

6.3 Inibidor do Ativador do Plasminigéno Tipo 1
6.3.1 Determinacdes plasmaticas

Os dados encontrados referentes aos niveis plasméticos de PAI-1,
guando os grupos foram analisados em conjunto e quando foram separados
por sexo, ndo apresentaram diferenca significativa, o que sugere que niveis
aumentados de PAI-1 ndo estdo associados a dislipidemia. No entanto, cumpre
ressaltar que as medianas encontradas para PAI-1 nos dislipidémicos do sexo
masculino e nos normolipémicos de ambos os sexos estdo acima dos valores
de referéncia recomendados. Juhan Vague et al. (2000), ao avaliar individuos
em prevencao primaria para DVC, observaram niveis mais elevados de PAI-1 e
acima dos valores de referéncia nos homens, em comparagédo com o grupo do

sexo feminino.

Puccetti et al, (2002), ao avaliarem pacientes dislipidémicos, encontrou
atividade aumentada de PAI-1 no grupo de pacientes com hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia, quando comparado com a atividade de PAI-1 nos

controles. No entanto, a atividade desta proteina nao foi avaliada no presente
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estudo, o que dificulta a comparacao dos resultados. Ja Karasek et al, (2011),
em seu estudo com dislipidémicos assintomaticos, encontraram niveis
elevados de PAI-1 em individuos com altos niveis de TG. de Paula Sabino et
al, (2011), em pacientes com diagnéstico de AVC isquémico, demonstraram
que os valore de PAI-1 estdo aumentados nos pacientes quando comparados
aos dos individuos do grupo controle. Lima et al, (2011), ao avaliarem
pacientes com diferentes graus de ateromatose, observaram que 0s niveis de
PAI-1 estdo bastante elevados no grupo de pacientes com ateromatose grave,
em comparagdo com aqueles que a apresentam na forma moderada e leve ou
com o grupo controle. Esta diferenca de resultados, quando comparados ao do
presente estudo, poderia ser explicada pelo fato de que nenhum individuo
relatou histérico de AVC e o grau do ateroma nao foi avaliado, dificultando a

sobreposicao dos achados.

Ao avaliar as correlagcdes dos niveis de PAI-1 plasmaticos com as
demais variaveis analisadas no presente estudo, apenas foram significativas as
correlacdes entre o PAI-1 e as variaveis IMC, TG, VLDL, PCR e os fatores de
risco sedentarismo e etilismo. Os niveis de PAI-1 se correlacionaram
negativamente com a concentragdo de HDL-C. Embora ndo tendo mostrado
associacdo com a dislipidemia, estas correlagcdes encontradas sugerem ser o
PAI-1 um marcador importante para avaliacdo de risco cardiovascular,
principalmente em individuos obesos e etilistas. Estes resultados estdo de
acordo com outras reportadas pela literatura. Juhan Vague et al, (2000)
encontraram correlagdes semelhantes entre os niveis de PAI-1 e as variaveis
IMC, pressao sistélica e diastolica, HDL-C, TG, consumo de alcool e com a
medida da espessura média da camada intima da artéria (Juhan Vague et al,
2000). Karasek et al, (2011) reportaram correlacdes entre os niveis de PAI-1 e

TG, HDL-C, fragdo ndo-HDL, IMC, pressao sistolica e diastdlica.

A comparacao das medianas de PAI-1 entre o grupo das mulheres em
relacdo ao uso de anticoncepcional oral, TRH e menopausa, ndo apresentou
diferenca significativa. Comparacdes semelhantes foram descritas por Juhan
Vague et al, (2000) ao reportarem menores niveis de PAI-1 para mulheres que
nao estavam recebendo substituicdo hormonal e por Meijers et al, (2000), que

encontrou uma reducéo de 20 a 50% dos niveis de PAI-1 em mulheres em uso
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dos contraceptivos levonorgestrel e desogestrel. O fato de poucas mulheres no
presente estudo fazerem o uso destes medicamentos, bem como né&o ter sido
avaliado o tipo de principio ativo, podem explicar a diferenca entre o0s

resultados obtidos e aqueles relatados em outros estudos.
6.3.2 Polimorfismo 4G/5G do gene PAI-1
6.3.2.1 Distribuicdo das frequéncias dos alelos e g  enotipos do gene PAI-1

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo 4G/5G do gene
PAI-1 ndo diferiram nos grupos estudados, tendo uma distribuicdo quase
homogénea dos alelos 4G, com frequéncia de 0,46 no grupo dislipidémico, e
5G, que apresentou frequéncia de 0,54 nos pacientes. Estas frequéncias séo
semelhantes as relatadas por Ringelstein et al, (2012), que encontrou uma
frequéncia para o alelo 4G de 0,45. Isto sugere que este polimorfismo nao esta

associado a dislipidemia.

6.3.2.2 Efeito do polimorfismo 4G/5G do gene PAI-1 em seus niveis
plasmaticos

No presente trabalho, o polimorfismo 4G/5G néo exerceu efeito
significativo nos niveis de PAI-1, ja que as medianas de PAI-1 ndo diferiram
significativamente em relacdo aos trés genotipos possiveis, apesar de estas se
apresentarem um pouco elevadas na presenca do gendtipo 4G4G e do alelo
4G, principalmente entre os homens. Estes resultados contradizem os dados
relatados em outros estudos, provavelmente em funcdo do limitado grupo
amostral, em especial para os individuos homozigotos dislipidémicos. Al-
Hamodi et al, (2012) descreveram que a atividade e os niveis de PAI-1 estdo
aumentados na presenca do genétipo 4G4G, quando comparado aos genaotipos
4G5G e 4G5G. Estes autores relatam ainda que maiores niveis de TG estédo
relacionados com o gendtipo 4G4G. Sabe-se que o alelo 5G contém um sitio
de ligacdo para uma proteina ligante de DNA que atua como repressor da
transcricdo, diminuindo a ligacdo de seu ativador da transcricdo e levando a
maiores niveis e uma maior atividade de PAI-1 para os alelos 4G (Al-Hamodi et
al., 2012). Além disso, o VLDL-C pode competir com esse fator repressor,
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explicando as diferencas na atividade transcricional basal e levando a um

aumento dos niveis de PAI-1 (Eriksson et al., 1998).
6.4 Andlise Multivariada

A analise multivariada revelou que o sexo € um fator determinante para
a classificacdo dos grupos em normolipémicos e dislipidémicos. Para verificar
se a auséncia do pareamento por sexo entre 0s grupos poderia levar a este
viés ou se, de fato, o sexo é um fator de risco para o distarbio, as analises

foram refeitas classificando-se os individuos de acordo com o género.

No grupo de mulheres, o uUnico parametro que se mostrou
independentemente associado a dislipidemia foi o nivel aumentado de TAFI.
Esta variavel também mostrou associacdo com a doenca em individuos do
sexo masculino, sugerindo ser um fator importante a ser avaliado em pacientes

com dislipidemia independentemente do sexo.

No entanto, no sexo masculino, outros fatores merecem destaque.
Observou-se que o0 Unico polimorfismo do gene TAFI associado
independentemente a doenca € o Alal47Thr, sendo os genoétipos AA e GA
inversamente associados, quando se consideram os individuos GG como
referéncia. Da mesma forma, o aumento do IMC mostrou uma forte associagéo
com a dislipidemia, sendo a obesidade uma manifestacdo clinica do

descontrole no metabolismo lipidico apresentado pelo individuo.

Interessante notar que o genoétipo 4G5G do gene PAI-1 também foi
associado independentemente ao disturbio, embora a frequéncia deste
polimorfismo entre os grupos caso/controle ndo tenha apresentado diferenca.
Com relacédo a este ponto, estudos adicionais com um grupo amostral maior

devem ser conduzidos a fim de se confirmar esta associacao.

O pequeno numero de pacientes analisados é uma limitagdo do presente
estudo. No entanto, este é o primeiro relato que indica niveis elevados de TAFI
associados a dislipidemia, independentemente de outras doencas. Em
particular, este estudo é poneiro em estudar a associacdo independente do

polimorfismo Alal47Thr com dislipidemia em individuos do sexo masculino, o
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que indica que este polimorfismo pode ser um marcador de prognostico para
avaliar o risco cardiovascular nesse grupo. Por fim, pesquisas futuras para
investigar os niveis de TAFI e a associacdo de seus polimorfismos com estes
niveis sdo necessarias e mostrardo maior evidéncia sobre sua importancia na

dislipidemia.
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7 CONCLUSOES
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A hipertensdo, o aumento do indice de massa corporal e a menopausa
sdo mais frequentes em individuos dislipidémicos. O sexo masculino

mostrou-se independentemente associado com a doenca.

Individuos dislipidémicos possuem maiores niveis de TAFI, e este esta

independentemente associado com a dislipidemia em ambos 0s sexos.

Os polimorfismos Thr325lle e Alal47Thr parecem estar associados a
alteracdo nos niveis de TAFI em individuos do sexo masculino com

dislipidemia.

O polimorfismo 4G5G mostrou-se associado independentemente a
dislipidemia em individuos do sexo masculino, no entanto, os niveis de

PAI-1 ndo mostraram relacdo com esta alteracao.
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ANEXO 1

Aprovacao do comité de ética — COEP/UFMG

U“:/V\G Universidade Federal de Minas Gerais

Cornite de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 446/04

interessada: Profa. Dra. Marinez de Oliveira Souza
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
aprovou no dia 01 de dezembro de 2004, o projsto de pesquisa
intituwlado « Analise da Freqiiéncia de Mutacdo e Tipificagdo de
Gendtipos Clinicamente Relacionados a Hipercolesteromia em
Individuos em Minas Gerais » bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido do referido projeto.

O relatario final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP
um ana apos 0 inicio do projeto.

oie ==l
e

b Tttt Wi
Profa. Dra. Marli;*'.fElen.a de.lima Perez Garcia
Presidente da COEP/UFMG

AT Presidente dnténia Carlas. 8627, Précia da Refiorie — 72 andar sata: 7018 - 31.270-001— BH - MG
{31) 32994592 - FAX: (31) 34994027 - coepil ufime,br
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ANEXO 2
Aprovacao do comité de ética — Hospital SOCCOR

SOCOR

HOSPITaAaL GERAL

COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP) - HOSPITAL SOCOR
BELO HORIZONTE - MINAS GERAIS

Belo Horizonte, 13 de setembro de 2004.

Prezado Dra. Marinez de Oliveira Sousa
Pesquisadora Principal

Cordiais saudagdes.

Comunicamos que o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Socor analisou e aprovou sem
restricGes. em reunido no dia 13 de setembro, o projeto intitulado "Andlise da Frequéncia de
Mutagdes e Tipificacdo de Gensotipos Clinicamenie Relacionados a Hipercolesterolemia em
Individuos de Minas Gerais.

Atencipsamente.

c/t/f_/f.-/\

4 ..RD u:a*' mnﬂzr‘-

__C-f:f.-rdenadur do CE'P Hu.s‘pim:‘ SOCOR (_)

e

URGENCIAS: (31) T30-3000 - PARY- {31} 3330-3030 - Fac (31) 3B5-139 - Av. & Conioma, 10500 - 30110-140 - B.
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APENDICE 1

Z A UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS Z A
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

A NG

FICHA CLINICA
Projeto de Pesquisa “AVALIACAO HEMOSTATICA E ANALISE DA FREQUENCIA DO
GENOTIPO DA APOLIPOPROTEINA E (Apo E) EM INDIVIDUOS COM
HIPERCOLESTEROLEMIA NO ESTADO DE MINAS GERAIS "

| — IDENTIFICAGAO:

1.Nome:

2.Data de nascimento: / /

3.Endereco:

4. Telefone: 5. CEP:

6.Data da entrevista/coleta de sangue: / / 7.Jejum:

Il - DADOS DEMOGRAFICOS:

1.Sexo: ( )M ( )F

2.Estado Civil: () solteiro ( ) casado ( )vitvo ( ) separado ( ) divorciado
3.Tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Quantos cigarros por dia, em média:

4.Ex-tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Parou a quanto tempo:

5.Etilista;: ( ) Nado ( ) Sim Qual bebida: Quantidade/dia:
6.Ex-etilista: ( ) Ndo ( ) Sim Parou a quanto tempo:

7.Doencas:

() Hipertenséo arterial ( ) Insuficiéncia cardiaca () Arritmia

() doenca coronariana () Asma, enfisema ( ) Doencga renal
() Doenga hepética ( ) Doenga hematoldgica ( ) Tromboses
() Neoplasias ( ) Outras:

8.Cirurgias prévias:

9.Atividade fisica regular? ( ) N&o ( ) Sim: Qual modalidade:

Freqiiéncia semanal: Duracdo dos
exercicios:
10.Diagndstico de dislipidemia prévia: () Nao ( ) Sim Qual: Tempo de
diagndstico: Medicamento em uso: Dose:
11 Outros medicamentos em uso e dose:
12 DUM: , uso de AOH : Menopausa: ( ) Ndo ( ) Sim - uso de TRH

[l — HISTORIA FAMILIAR: )
1.Etnia: ( ) Caucasiano ( ) Mestico: mulato, pardo ( ) Negro ( ) Indio ( ) Asiatico ()
Outros mesticos:

2.Seu pai tem/tinha alguma doenca? ( ) Nao ( ) Sim (Qual? )

3.Sua mae tem/tinha alguma doenca? ( ) Ndo ( ) Sim (Qual? )

4. Algum filho seu tem alguma doenca? ( ) Ndao ( ) Sim () N&o se aplica
(Qual?

5.Existe alguma doenga presente em mais de uma pessoa de sua familia (incluindo tios, tias,
primos, avés, sobrinhos)? ( ) Nao ( ) Sim (Qual e membros

afetados?




IV- EXAME FiSICO:

Peso : altura:
IMC: Circunferéncia abdominal:

Arco corneano: ( ) Nao ( ) Sim
Xantelasmas : ( ) Ndo ( ) Sim
Xantomas : ( ) Ndo ( ) Sim - Local:

Tipo:

Outras alteracdes ao exame:

Exames ( mais recentes)

EXAMES/ DATA

Hb

Ht

Leucdcitos

Plaguetas

Glicemia jejum

TSH

Uréia /Creatinina

TGO

TGP

CK total

Na/K

CT

HDL

LDL

VLDL

TG

Critérios de excluséo : dislipidemias secundarias

CLINICAS

MEDICAMENTOSAS

Diabetes melito

Hipotireoidismo

Sindrome nefrética

Insuficiéncia renal crénica
Obesidade

Etilismo

Doenca hepatica parenquimatosa
Colestase

Mieloma mudltiplo

Lupus eritematoso sistémico
Doenca de estoque do glicogénio
Lipodistrofia

Osteogenesis imperfecta
Hipervitaminose D

Diuréticos
Betabloqueadores
Anticoncepcionais
Corticoides
Anabolizantes
Estrégenos
Progestagenos
Isotretinoina
Ciclosporina
Antiretrovirais

Médico responsavel
(carimbo e assinatura)
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APENDICE 2

Z A UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA ,
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa “AVALIACAO HEMOSTATICA E ANALISE DA FREQUENCIA DO GENOTIPO
DA APOLIPOPROTEINA E (Apo E) EM INDIVIDUOS COM HIPERCOLESTEROLEMIA NO ESTADO
DE MINAS GERAIS”

Prezado Sr. (a),

A pesquisa que o senhor (a) estd sendo convidado (a) a participar como voluntério (a) tem o
objetivo de detectar algumas alteragcdes genéticas relacionadas ao aumento do colesterol e
triglicérides no sangue. O beneficio que vocé recebera serd através da possibilidade de
conhecimento da presenca de possiveis alteracdes genéticas e suas implicagdes, importantes
para que o clinico possa planejar melhor o tratamento adequado.

Nesta pesquisa, cada participante deve responder a um questionario, que sera aplicado pela
equipe da pesquisa, e deve doar uma amostra de sangue, na qual serdo realizados varios
exames laboratoriais, cujos resultados serdo encaminhados para o seu médico.

A coleta de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente de pung¢do, representado,
principalmente por extravasamento sangiineo subcutaneo de pequena gravidade, que pode
resultar em leve dor localizada e formacéo de pequeno hematoma. Para minimizar este risco, a
coleta de sangue seréa realizada em local adequado, por um profissional farmacéutico, com
capacidade técnica e experiéncia que estara atento e tomard todas as providéncias
necessarias. Na coleta de 23 mL de sangue sera utilizado material descartavel de boa
qualidade (agulhas e tubos a vacuo), visando o éxito do procedimento.

O nome do participante e, também, os resultados dos exames serdo mantidos em segredo e
privacidade, sob a responsabilidade da equipe de pesquisadores. Os resultados serdo
apresentados em reunides clinicas, nos setores da instituicdo ligados ao estudo ao final do
trabalho e estardo disponiveis inclusive para os participantes. Este projeto visa também
publicacdo dos resultados em revistas especializadas e tese de doutorado.

Nao haverad despesas pessoais para o paciente, ficando o 6nus (material, recurso humano,
despesa com laboratério ) para o patrocinador, também nédo haverd compensacéo financeira
pela sua participacdo, nem remuneracao financeira do pesquisador, cujo interesse € apenas
cientifico.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo no seu tratamento
ou na assisténcia recebida pelo seu médico. Para qualquer duvida sobre esta pesquisa vocé
devera entrar em contato, por telefone, com as pessoas responsaveis pela mesma, cujos
nomes estao relacionados a seguir:

* Profa. Dra Marinez de Oliveira Sousa — Tel: (31) 3499 6896 / 8811 1642.

Coordenadora do projeto, Professora de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farmacia da
UFMG.

e Profa. Dra Maria das Gracas Carvalho — Tel: (31) 3499 6900

Professora de Hematologia Clinica da Faculdade de Farmécia da UFMG.

e Claudia Natalia Ferreira — Tel: (31) 3441 6903, 8807 6903.

Bioquimica e aluna de doutorado da Faculdade de Farmacia da UFMG.
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+ MEDICO COLABORADOR DO PROJETO DE PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido (a) pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, autorizo a coleta de 23 mL de sangue para ser utilizado na pesquisa acima.

Nome completo:

Assinatura: Data:
/ /
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APENDICE 3

Certificados de apresentacao de resumos em congress  0S

certificamos que

IZABELA RIBEIRO SANTOS

participou do

< Eongresso Brasileiro

de Patologia Clinica
~Medicina Laboratorial

Exposic&o Tecnico-Clentifica
@ a7 de setembro de 2012

,_I:enho de Cnnvzm;ﬁes da Bahia
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na- qualldade de autor responsavel do tema livre "AVALIACAQ DO POLIMORFISMO
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Artigo 1

1

Genetic polymorphisms as a risk factor
for dyslipidemia in children

[zabela R. Santos™’, Ana Paula Fernandes”, Marinez O. Sousa”, Claudia N. Ferreira® and

Karina B. Gomes®>*

“Department of General Biology, Institute of Biological Sciences, Federal University of Minas Gerais,

Belo Horizonte, MG, Brazil

"Demﬁmem of Clinical and Toxicological Analyses, Pharmacy School, Federal University of Minas Gerais,

Belo Horizonte, MG, Brazil

“Technical Colleve. Federal Universitv of Minas Gerais. Belo Horizonte. MG. Brazil

Received 19 February 2013
Revised 21 April 2013
Accepted 26 April 2013

Abstract. Dyslipidemia is an important etiological factor for development of cardiovascular disease, which is the leading cause
of deaths in adults. Given the growing global epidemic of dyslipidemia, lipoprotein metabolism disorders have become an
important health problem not only in adulthood, but have also emerged as an increasingly risk factor in childhood. Although
several genome-wide association studies in multiple large population-based cohorts of adults and meta-analyses have identified
susceptibility genes or loci, especially in lipid-related traits, it is of great importance to evaluate genetic predisposition at an
early age. Recent findings suggest that the identification of polymorphisms in the metabolism of lipids in childhood may help
fight subclinical atherosclerosis and its progression to cardiovascular complications in adulthood. Therefore, the aim of this
study was to review genetic polymorphisms as risk factors associated with dyslipidemia in children and adolescents.

Keywords: Dyslipidemia, childhood, pelymorphism, cardiovascular risk

1. Introduction

Cardiovascular diseases (CVDs), which include myo-
cardial infarction, stroke and perpheral vascular dis-
ease. are the first cause of death worldwide [1]. In
addition, CVDs are associated with high costs for public
health. It is estimated that 195.000 new and silent first
myocardial infarctions occur each year. Approximately

*Corresponding author: Karina B. Gomes, Faculdade de Farmicia,
Universidade Federal de Minas Gerais, Avenida Antonio Carlos,
6627, Pampulha, Belo Horizonte, MG, Brazil. Zip Code: 31270-901.
Tel.: +55 31 3409 6895; Fax: +55 31 3409 6985; E-mail: karinabgh@
gmail.com.

every 25 sec, an American will have a coronary event,
and approximately every minute, someone will die with
coronary complications [2]. The clinical manifestations
of these atherosclerotic diseases (AD) occur in adult-
hood, but the atherosclerosis development starts in early
childhood and is progressive during life [3].

The severity and progression of atherosclerosis are
related to the presence, number, magnitude and duration
of a series of risk factors, which are usually acquired in
childhood and tends to persist into adulthood. Knowledge
at early age of the prevalent risk factors for AD is, there-
fore, of extreme importance [4]. Among the modifiable
nisk factors, the most frequent are hypercholesterolemia,
cigarette smoking, hypertension, hyperriglyceridemia,

2146-4596/13/$27.50 © 2013 — 10§ Press and the authors. All rights reserved
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Polymorphisms in apolipoprotein A5 gene (APOAS) have been associated with higher triglycer-
ide levels in many populations. The aim of the study was to determine the allelic and genotypic distribution
of the APOA5S —1131T > C polymorphism and to identify the association of the genetic variant and the risk for
dyslipidemia.
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im;fords: ) Methods: We genotyped 109 dyslipidemic subjects and 107 controls, The total cholesterol, triglycerides and
DESliﬁiUdpezE:m HDL-c were determined enzymatically. Comparison of means among groups was calculated by ANOVA. Sig-

nificant differences among groups were evaluated by Student-Newman-Keuls test.

Results: The minor allele C was more frequent in dyslipidemic subjects than controls (p=0.019) and confers
an increased individual risk for dyslipidemia (OR =1.726, C1 95% = 1.095-2.721). The genotype analysis by
gender showed that this allele was more frequent in dyslipidemic males (p=0.037; OR= 2.050, Cl 95% =
1.042-4.023). When participants were analyzed according to genotypes TT and TC/CC, C-carriers presented
higher cholesterol and triglycerides levels than TT homozygous (p= 0.046 and 0.049, respectively).
Conclusions: The allele C confers higher total cholesterol and triglycerides levels in dyslipidemic adults. The

Lipid parameters
Polymorphism

APOA5 —1131T>C polymorphism is associated with dyslipidemia in male subjects,

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Dyslipidemia is a major health problem in many countries because
of its high prevalence and its causal relationship with serious medical
conditions such as coronary artery disease (CAD), hypertension and
stroke (Yin et al,, 2011). It is well known that dyslipidemia is a com-
plex trait caused by multiple environmental and genetic factors and
their interactions (Choy et al., 2004; Yamada et al., 2007). Although
dyslipidemia often occurs in patients with cardiovascular disease,
the underlying mechanisms remain poorly understood.

Abbreviations: ANOVA, analysis of variance; APOA1, Apolipoprotein Al; APOA4,
Apolipoprotein A4; APOAS, Apolipoprotein A5; APOB, Apolipoprotein B; APOC3, Apoli-
poprotein C3; BMI, body mass index; CAD, coronary artery disease; Cl, confidence in-
terval; COEP-UFMG, Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais; HDLe, High-density lipoprotein cholesterol; LDLe, Low-density lipoprotein cho-
lesterol; Lp(a), Lipoprotein (a); PCR-RFLP, Polymerase Chain Reaction-Restriction Frag-
ment length Polymerphism; SD, standard deviation; SNK, Student-Newman-Keuls;
TC, Total cholesterol; TG, Triglycerides; VLDL, Very low density lipaproteins.
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The recently identified apolipoprotein A5 (APOAS) is the newest
member of apolipoproteins that affects plasma lipid homeostasis
(Huang et al., 2009; Pennacchio et al., 2001). In 2001, Pennacchio et
al. described a putative apolipoprotein in the APOA1/C3/A4 gene cluster
on chromosome 11¢23 (Kluger et al, 2008; Pennacchio et al, 2001).
The gene was located 27 kb distal of the APOA4 gene and encoded for
368-amino-acid protein with significant homology to various apolipo-
proteins (Pennacchio et al., 2001). In 2002, Van der Vliet et al., using a
mouse model with overexpression of APOAS, observed a marked reduc-
tion of VIDL (very low density lipoproteins), TG (triglycerides) and
lower concentrations of cholesterol in all lipoproteins, resulting in 40%
reduction in plasma TC (total cholesterol) concentrations (Van der
Vliet et al., 2002). The authors suggested that APOAS is involved in pro-
cesses regulating the plasma concentrations of TG and TC. Further stud-
ies showed that the protein is produced in the liver, but the biological
function of APOAS5 is not yet fully defined (Hofinek et al, 2003). The
ApoA5 was found predominantly bound to VLDLand HDL ( high density
lipoproteins) in the plasma (Kluger et al, 2008; Ribalta et al, 2002).

Several groups have investigated the mechanisms underlying effects
of APOAS on TG metabolism (Madsz et al,, 2008; Matsunaga et al,
2007). The APOAS can inhibit the hepatic VLDL production, which can



