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Objetivo - Estabelecer as freqiiéncias alélicas e genoti-
picas relacionadas com polimorfismo do gene da apolipo-
proteina E (ApoE) e a associagdo dos genotipos com fatores
de risco e morbidades cardiovasculares em idosos longevos.

Meétodos — Setenta idosos com 80 anos ou mais do
Projeto Verandpolis foram analisados. Para a identifica-
¢do dos genotipos da APOE, foi utilizada técnica de ampli-
ficagdo do gene através de PCR-RFLP (polymerase chain
reaction-restriction fragment lenght polymorphism) e cliva-
gem pela enzima de restricao Hha I. Os genotipos mais fre-
qiientes foram comparados em relag¢do a variaveis biologi-
cas, riscos e morbidades cardiovasculares.

Resultados - As freqiiéncias dos alelos E2, E3 e E4 fo-
ram respectivamente 0,05, 0,84 e 0,11 enquanto que dos
gendotipos foram: E3E3 (0,70), E3E4 (0,22), E2E3 (0,06),
E2E2 (0,02). Individuos E3E4 apresentaram idade média
maior do que os E3E3. Ndo foi observada associagdo en-
tre os genotipos e as variaveis analisadas, com exce¢do
da obesidade que apresentou associagdo com o genotipo
E3E3. Individuos com gendtipo E3E4 apresentaram ni-
veis elevados de LDL-colesterol e fibrinogénio do que os
individuos com o genotipo E3E3.

Conclusao - Os resultados sugerem que o genotipo
E4E4 poderia estar associado a mortalidade precoce. Po-
deria estar ocorrendo um balanco entre fatores protetores
ou neutros e os fatores de risco cardiovasculares entre os
portadores dos diferentes genotipos, atenuando os efeitos
negativos do alelo E4.
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Um niimero cada vez maior de polimorfismos genéti-
cos tem sido associado com suscetibilidade a doencas car-
diovasculares, caso do gene da apolipoproteina E (ApoE).
Estudos mostram que a variante alélica E4 estd associada ao
mecanismo do desenvolvimento da aterosclerose, a demén-
cias e, mais recentemente, ao risco de fraturas dsseas 3.

Estudos da associagdo entre o polimorfismo da ApoE
e doenga arterial coronariana foram dos primeiros entre ge-
nética na area da cardiologia ® uma vez que a ApoE possui
acdo no metabolismo das lipoproteinas, desempenhando
um papel chave no transporte da molécula de colesterol (1-
ligante do receptor de LDL e outros, 2- ativadora de enzimas
como a lipase hepatica, 3- produgdo de VLDL — very low
densitiy lipoprotein —hepaticas) 7%, Esta proteina, adicio-
nalmente, esta relacionada com imunorregulagao e rotas neu-
robiologicas (reparo neuronal, remodelamento e protegdo). A
ApokE é sintetizada principalmente no figado (>90%), além de
outros tecidos, como intestino, cérebro, pulmdes, rins e
macrofagos, e secretada como uma proteina glicosilada. O
polimorfismo do gene da ApoE localiza-se no brago longo
do cromossomo 19. Mudancas pontuais s3o a base mole-
cular deste polimorfismo em bases nitrogenadas, que cau-
sam substitui¢do de um aminoacido nas posi¢des 112 e 158
dacadeiapeptidica. As trés isoformas mais comuns sao: E2
(cisteina/cisteina), E3 (cisteina/arginina) e E4 (arginina/
arginina). Das trés isoformas, a literaturarelataque a E3 éa
mais freqiiente na populagido em geral e a E4 érara em cente-
ndrios. A freqiiéncia aélica da ApoE ¢ variavel nas popula-
¢des, ja que seu locus ¢ polimorfo de 16-53% conforme a
populagdo. Assim, existem fen6tipos da ApoE, sendo que os
mesmos sao produtos de seis genotipos: trés homozigotos
(E2E2, E3E3 e E4E4) e trés heterozigotos (E2E3, E3E4 e
E2EA4). O polimorfismo da ApoE modifica a proteina tanto na
sua estrutura quanto na sua fun¢@o. No caso, a isoforma E2
gerauma proteina cuja ligagdo com o receptor de LDL ¢ de-
fectiva (pode gerar, quando em homozigose - situacdo rara -
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e na presenca de outros fatores como diabetes mellitus, a
dislipidemia do tipo III de Fredericson ou disbetalipopro-
teinemia) e, ao contrario, aisoforma E4 terd uma proteina cuja
afinidade pelo receptor de LDL ¢ quatro vezes maior que pelo
proprio LDL 9. Estudos populacionais tém mostrado que os
niveis plasmaticos de LDL-colesterol (LDL-c) e daapolipopro-
teina B (APOB) sdo maiores em individuos que possuem o
alelo E4, intermediarios em individuos comalelo E3 e menores
emindividuos comaleloE2 %!,

Alguns estudos também tém associado a presenca do
alelo E2 com maior longevidade, uma vez observada maior
freqiiéncia deste em nonagenarios e centenarios >3, Entre-
tanto, tais resultados nao foram reproduzidos em todas as
populacdes investigadas, parecendo ndo ser um padrao
universal. Excluindo os possiveis problemas metodologi-
cos associados a este tipo de estudo revisados por Mari-
an *> e Mansur ¢, uma das hipéteses a ser considerada seria
de que em doengas cronico-degenerativas de origem multi-
fatorial, o conjunto da variagdo genética de uma populacao,
associado ao entorno social e ambiental dessa mesma po-
pulacdo e aos processos relacionados com a biogeronto-
logia (biologia do envelhecimento), poderiam ser elemen-
tos responsaveis pela variagao nos resultados, por ora en-
contrados. Deste modo, investiga¢des adicionais sobre o
impacto de determinados polimorfismos genéticos, fatores
de risco tradicionais para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares e, em especial as coronarianas e envelhe-
cimento, através de investigacdo em individuos longevos
(>80 anos) sdo ainda necessarias.

A importancia deste tipo de investigacao baseia-se no
fato de que o fenomeno do envelhecimento populacional
aumentara sobremaneira a freqii€ncia de idosos com mais
de 80 anos na populagao, grupo etario especialmente susce-
tivel a eventos cardiovasculares. Entretanto, estudos re-
centes, incluindo investigagdes feitas em Framinghan, mos-
tram que fatores de risco tradicionais a doengas cardiovas-
culares ndo se aplicam com a mesma intensidade do que a
observada em grupos etarios mais jovens 41>, Assim, é ne-
cessario produzir um conjunto de conhecimento que permi-
ta delimitar quais fatores de risco concretamente influen-
ciam a suscetibilidade a doengas cardiovasculares nesta
faixa da populacio.

Com base nestas consideragdes, investigamos a asso-
ciagdo entre gendtipos diferenciais da ApoE, fatores de ris-
co e morbidades cardiovasculares em idosos com idade > 80
anos residentes no municipio em Veran6polis-RS, e que par-
ticipam do Projeto Verandpolis. O respectivo projeto analisa
ainteracao de varidveis genético-ambientais relacionadas
com um envelhecimento bem sucedido e com doengas car-
diovasculares. O perfil demografico e epidemioldgico basi-
co do municipio de Veranopolis é apresentado na tabela I '°.

Métodos
O delineamento do estudo foi do tipo transversal, indi-

viduado, observacional- analitico 7, realizado numa amos-
tra de 64 idosos com idade > 80 anos, escolhidos segundo
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Tabela I - Comparacio dos dados demograficos e epidemiolégicos do
municipio de Veranépolis-RS com o do estado do Rio Grande do Sul e
do Brasil, periodo 1996-97 '

Variaveis Verandpolis RS Brasil
Expectativa de vida ao nascer 77,7 71,8 67,7
Coeficiente de mortalidade infantil 1/1.000 17,5/1.000 26,4/1.000
Mortalidade por doengas cardiovasculares 29 34 27
Mortalidade por doengas infecciosas 0,7 1,7 2,8

critérios de representatividade e randomizag@o, a partir de
uma populacgdo total de 220 individuos de etnia italiana
dessa faixa etaria residentes no municipio de Veranopolis
em 1998.

Genotipagem da ApoE e exames bioquimicos comple-
mentares: as amostras de sangue de veia periférica foram
coletadas pelo sistema de venéclise, com aparato descarta-
vel a vacuo (Vacutainer) e colocadas em tubos contendo
EDTA 0,1% (volume final em concentragao 1mg/dl). Apds,
o material coletado foi mantido a4°C até 24h entre acoletae
aextracdo do DNA. A extracdo do DNA foi realizada segun-
do atécnica descrita por Debomoy '®. O protocolo geral da
extracdo seguiu as seguintes etapas: 1) as amostras de san-
gue coletadas foram centrifugadas a 5.000rpm por Smin; 2)
apos a centrifugacao, transferiu-se a camada contendo leu-
cécitos para tubos de 1,5ml e realizou-se, a seguir, uma lava-
gem com PBS (tampao fosfato-salino, pH 7,5); 3) paraa ex-
tracdo do DNA dos leucdcitos (em 200pml PBS) foi adicio-
nado 100uml de tampao de lise (10mM Tris, 100mM EDTA,
0,5% SDS, 200umg/ml proteinase K)), SDS a2,5%, 25mM
EDTA pH 8,0 seguido de incubagdo a 55°C por 3h; 4) ap6s a
incubacdo, o DNA da amostra foi extraido a partir de duas
lavagens com uma solug@o de fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1); 5) o DNA presente na por¢ao aquosa foi
entdo precipitado pela adigdo de 0,1 volume de acetato de
sodio e 0,7 volume de isopropanol e incubado a -20°C; 6) o
DNA, observado como um sedimento translicido e gelatino-
so, foi dissolvido em 50pml de 4gua Milli-Q e mantido a-20°C
para posterior uso narea¢ao de amplificacdo génica chamada
PCR (polymerase chain reaction).

A PCR foi executada de acordo com o método descrito
por James e cols. '°, utilizando-se os primers apo EF 5'- TAA
GCTTGGCACGGCTGT CCA AGG A-3'(25-mer)eapoER
5'-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3'(26-
mer). A mistura dareagdo (50pml total), foi preparada com
10pmol de cadaprimer, 100umM dNTPs, 1U de Tag Polime-
rase (CenBiot-RS), tampao contendo 1,5mM MgCl,, DMSO
1% e 2puml do DNA daamostra.

O programa de amplificag@o consistiu de uma desna-
turacdo inicial a 95°C por Smin, seguida de 30 ciclos de des-
naturagdo a 95°C por Imin, anelamento a 61°C por I min, ex-
tens@oa 70°C por 1min e uma extensao final a 72°C por 10min.

A eficiéncia da PCR foi visualizada através de eletro-
forese em gel de agarose (2%) com brometo de etidio, obser-
vando-se a presenca de uma banda de 240 pares de base
(pb) sob luzultravioleta.

A genotipagem foi realizada pela digestao do produto
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daPCR (20ul) com 5 U da enzima de restricdo Hha 1 (Gibco)
em tampao especifico. A digestdo foi incubada a 37°C, por
trés horas e, a seguir, analisada em gel de poliacrilamida
(15%), utilizando-se um marcador de peso molecular de
10pb ladder. Asbandas caracteristicas de cada alelo foram,
entdo, analisadas e identificadas.

Para as avaliagdes bioquimicas foram coletadas amos-
tras de sangue venoso, ap6s 12h de jejum. Utilizou-se o sis-
tema de venoclise com aparato descartavel a vacuo (Vacu-
tainer). As coletas foram feitas em tubos sem anticoagulan-
te para quantificagdo do perfil lipidico, da Lp(a), da glicose e
do acidotrico e as coletas para quantificagio do fibrinogé-
nio em tubos com citrato de s6dio. As amostras sangiiineas
foram centrifugadas por 15min numa centrifuga Kubota
KC-70 (Japan) auma velocidade de 3.000rpm para separagio
do plasma e das demais células. O plasma foi separado com
micropipetas em 5 aliquotas de 1,0ml em tubos Eppendorf.
Asaliquotas de plasma foram refrigeradas entre -8 ¢ 4°C por
nomaximo 24h %,

Para analise do colesterol total, utilizou-se a técnica
manual de reagdo enzimatica colorimétrica através do uso
de reagente enzimatico comercial Cholesterin/Cholesterol
ChodPap (MPR2, Boehringer-Mannheim, Germany). Fo-
ram realizadas leituras de padrdes de colesterol 50mg/dl,
100mgldl, 200mg/dl e 400mgldl do Preciset Cholesterol Ca-
librator 125512 (Boehringer-Mannheim, Germany), sendo
considerado como valor final a média de duas determina-
¢Oesrealizadas para cada amostra plasmatica »°. Para a anali-
se do HDL-colesterol (HDL-c) utilizou-se a técnica de preci-
pitagdo com Heparina-Mn**de Gildez com algumas adapta-
¢oes. As lipoproteinas que continham apolipoproteinas B-
100 (as VLDL ¢ LDL) foram precipitadas com heparina-Mn**
(Sigma Chemical Co, USA) e depois incubadas e centrifu-
gadas (centrifuga refrigerada Model RB-1811, Tomy Seiko
Co. Ltd, Japan). Coletou-se, entdo, o sobrenadante para
quantificacdo das particulas de HDL-c através de reagao en-
zimatica colorimétrica para colesterol, sendo considerado
como valor final a média de duas determinagdes realizadas
para cada amostra plasmatica *°. O LDL-c foi obtido através
da férmula de Friedwald, para valores de trigliceridios infe-
riores a400mg/dl. As amostras com valores de triglicérides
superiores a400mg/dl foram excluidas?!.

Utilizou-se atécnica manual de reagdo enzimatica colo-
rimétrica para a quantificagdo dos triglicérides com kit
comercial Labtest TG Gpo-Ana enzimético (Argentina). Fo-
ram realizadas leituras de padrdes de triglicérides de 150mg/
dl e 300mg/dl do Preciset Triglicéride Calibrator 125512
(Boehringer-Mannheim, Germany), sendo considerado
como valor final a média de duas determinag¢des realizadas
para cada amostra plasmatica *°. Os niveis acima de 200mg/dl
foram considerados aumentados. A tabela Il mostra os valo-
res de referéncia de colesterol total, LDL-c, HDL-ce TG?'.

A determinagao da Lp(a) foi obtida através de sistema
nefelométrico Boehringer (Boehringer Nephelometer 100);
empregou-se o kit N antisoro contra apoproteina (a) huma-
naeo kitreagente N Latex Lp(a). Os niveis de LP(a) acima
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Tabela II - Valores de referéncia de colesterol total (CT), LDL-c,
HDL-c e triglicérides (TG) para adultos (>20 anos)"’

Lipides Valores (md/dl)
Desejaveis  Limitrofes ~ Alterados

CT <200 200-239 > 240

LDL-c <130 130-159 > 160

HDL-c >35 B B

TG <200 _ =200

Fonte: II Consenso Brasileiro sobre Dislipidemias.

de 30mg/dl foram considerados aumentados °. Utilizou-se
ométodo enzimatico colorimétrico, através do kit comercial
daBio Diagnostica ICQ Ltda (Parand, Brasil) para a determi-
nacdo da glicose, sendo considerado como valor final a
média de duas determinagdes realizadas para cada amostra
plasmatica®. Os niveis acima de 126mg/dl foram considera-
dos aumentados. O fibrinogénio plasmatico foi quantificado
conforme o método turbidimétrico, utilizando-se espectrofo-
tometro Tecnow 7000 (Tecnow Instrumentos Cientificos,
Sao Paulo). Os niveis acima de 300mg/dl foram considera-
dos aumentados. A dosagem de acido tirico plasmatico foi
realizada por método enzimatico (UV, Method GIDH) atra-
vés de kit comercial Merck (Germany). Os niveis acima de
7,0mg/dl foram considerados aumentados .

Adicionalmente foram feitos exames clinicos comple-
mentares ¢ aplicacdo de entrevista estruturada para a detec-
¢do de riscos e morbidades cardiovasculares:

Para a obesidade foram utilizados trés parametros cli-
nicos: indice de massa corporal, relacao cintura-quadril e
porcentagem de gordura corporal (% de gordura). Dado que
nenhum dos trés pardmetros de modo isolado pode indicar
niveis de obesidade com grande eficiéncia, foram conside-
rados obesos os individuos que apresentaram classificagao
de obesidade nos trés parametros ou a classificagdo de obe-
sidade em pelo menos dois parametros e o terceiro de so-
brepeso do indice de massa corporal. O indice de massa cor-
poral foi obtido a partir da quantifica¢@o do peso (em qui-
los) e da altura (em metros), utilizando-se uma balanga me-
canica de contrapeso (Filizolla, Sdo Paulo). Apos, o calculo
do indice de massa corporal foi feito através da formula da
razdo do peso em quilogramas pelo quadrado da altura em
metros (kg/m?). A relagdo cintura-quadril foi obtida através
damedida da circunferéncia abdominal minima (feita ao ni-
vel da crista iliaca, em metros) e circunferéncia abdominal
maxima (feita ao nivel do grande trocanter, em metros).
Apbs, o cdlculo da cintura-quadril foi feito através da formu-
la darazdo da circunferéncia abdominal minima pela circun-
feréncia abdominal méxima. A % de gordura foi obtida atra-
vés da quantificagcdo da mesma por bioimpedanciometria
elétrica. Para esta quantificagdo, os idosos deviam estar em
posic¢do supina. Para classificagdo através do indice de
massa corporal, foram considerados obesos os individuos
com indice de massa corporal 230 e com sobrepeso os indivi-
duos com indice de massa corporal entre 25 e 30 para ambos
os sexos. Para classificacdo através da cintura-quadril, foram
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considerados obesos os individuos com valor superior a
0,8cmnas mulheres e 1,0cm nos homens. Para classificagdo
através da % de gordura, foram considerados obesos os indi-
viduos com valor superior a 30 para ambos 0s sexos .

Paraaavaliagdo e classificagdo de hipertensdo arterial
sistémica, foi utilizado o critério do III Consenso Brasileiro
para o Tratamento da Hipertensdo Arterial de 1998, no qual
foram considerados hipertensos aqueles individuos que
apresentaram niveis de pressao arterial sistolica>140mmHg
e/oupressao arterial diastolica>90mmHg. Para a classifica-
¢a0 dos idosos com hipertensao considerou-se a alteracao
em pelo menos dois dos trés pardmetros investigados: pres-
sdo arterial sistolica e/ou pressdo arterial diastolica aumen-
tada, relato de hipertensdo diagnosticada por um médico,
uso de medicamentos anti-hipertensivos. A pressao arterial
foi obtida utilizando-se de um esfignomanometro de mercu-
rio (Erka, Germany) com manguito adequado para a circun-
feréncia do brago direito. Para tanto, cada participante per-
maneceu em repouso (sentado) por no minimo Smin antes
do inicio das medi¢des. Foram tomadas duas medidas, guar-
dando-se intervalos de aproximadamente 30min entre cada
uma. O aparecimento dos sons foi utilizado para aidentifica-
¢do dapressao arterial sistolica e o desaparecimento (fase V
de Korotkofi) para identificagdo da pressdo arterial diasto-
lica **. Como existe possibilidade de ocorrer pseudo hiper-
tensdo causada pelo enrijecimento da artéria braquial pela
aterosclerose (que pode elevar a pressdao em 30mmHg ou
mais), utilizou-se concomitante 8 medida da pressao arterial
sistolica, a manobra de Osler (que ¢ considerada positiva
quando a artéria radial permanece palpavel ao se insuflar o
manguito acima do nivel da pressdo arterial sistolica) 2.
Ocorrendo esta situagdo, estes casos foram excluidos da
avaliacdo >,

O diabetes mellitus foi definido pelo relato do volun-
tario (diagnostico dado por um médico) e/ou uso de medi-
cacdo (hipoglicemiantes orais e/ou insulina) e/ou pelos ni-
veis de glicose plasmatica de jejum>126mg/d1 %.

A morbidade por doengas cardiovasculares foi definida
pela presenca de histdria pessoal prévia ou diagndstico de an-
gina e/ou claudicacdo intermitente e/ou acidente vascular en-
cefélico, conforme descri¢do a seguir: 1) dor toracicatipo angi-
nosae/ou claudicagio intermitente, caracterizada por presenga
dedortoracica tipo anginosa e claudicaggo intermitente defini-
daatravés do relato de tais sintomas, conforme o protocolo de
Rose; 2) acidente vascular encefalico. A presenga de acidente
vascular encefélico isquémico e de infarto agudo do miocardio
foi definida através de relato de tais situagdes patoldgicas e
exames neuroldgicos e cardiologicos complementares 7.

Asvariaveis derisco cardiovascular relacionadas com
o estilo de vida avaliadas foram atividade fisica, ingestao
alcoolica e tabagismo.

A atividade fisica foi medida pelo célculo do gasto
energético em quilocalorias por semana (Kcal/sem) despen-
didonaexecugao de atividades diversas, através da utilizacao
do codigo de intensidade de Taylor e cols. e/ou Mcardle e
cols. como indice de gasto energético especificoem Kcal/min
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paraas diferentes atividades fisicas. Para a classificacdo foi
utilizado o ponto de corte de 3.000 Kcal/sem proposto por
Paffenbarger considerado um nivel de atividade fisica fa-
voravel a protegao cardiovascular de individuos de meia
idade ¥"%%,

A ingestdo de bebida alcdolica foi avaliada através do
relato da quantidade de bebida alcoolica ingerida por sema-
na. Calculou-se a quantidade de 4lcool ingerida em gramas
por semana, utilizando-se os fatores de corre¢ao para o teor
alcoolico médio, conforme medidas padronizadas de vinho,
cerveja e destilados (dose padrdo), adaptados a partir das
referéncias do Servigo de Aten¢do ao Alcoolismo e Droga-
di¢do do Ministério da Satide '°. Neste, o teor alcodlico do
vinho foi estimado em 11% usando como medida padrao
140ml (um copo), o teor alcodlico da cerveja foi estimado em
4% usando como medida padrao 350ml (uma lata ou duas
latas equivalendo a uma garrafa) e o de bebidas destiladas,
um teor alcoolico estimado de 45%, usando como medida
padrao 35ml (equivalente a uma dose) .

O tabagismo foi avaliado através do relato do consu-
mo ou ndo de tabaco (cigarros e outros). Considerou-se
dois grupos: 1) ndo tabagistas como sendo individuos que
nunca fumaram e/ou aqueles que pararam de fumar ha pelo
menos dois anos antes da data da entrevista, ndo voltando
mais a fumar; 2) tabagistas atuais (fumantes) como sendo
individuos que fumavam pelo menos um cigarro/dia e/ou
aqueles que pararam de fumar ha menos de dois anos.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o pro-
grama estatistico SPSS Versdo 9.0, 1999 %. Calculo das fre-
qiiéncias génicas e genotipicas e da presenca de desequili-
brio de ligacdo: ap6s o diagndstico molecular da amostra, as
freqiiéncias génicas (ou alélicas) e genotipicas foram calcula-
das, utilizando-se o teorema de Hardy-Weinberg *. As fre-
qiiéncias genotipicas foram calculadas a partir da equag@o
p*+ @2+ 12+2pq+2pr+2qr=1, designando-se como p=alelo
e3 (mais freqiiente nas popula¢des humanas até entdo es-
tudadas), g=alelo e4e r=alelo e2. Para o calculo das freqiién-
cias génicas, utilizou-se a equagao: p+q+r=1, que foram testa-
das quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg, através de qui-
quadrado entre as freqiiéncias observadas e as esperadas de
cada alelo (teste do quiquadrado goodness-fit).

As seguintes analises estatisticas foram realizadas
para verificar a associagdo entre os genotipos mais freqiien-
tes observados na amostra investigada e as varidveis anali-
sadas no estudo: 1) teste de associacdo entre variaveis ca-
tegoricas: foi utilizado o teste univariado ndo paramétrico
do qui-quadrado para amostras independentes. Nos casos
em que a freqiiéncia esperada foi menor que cinco em tabela
2x2, foiutilizado o teste exato de Fisher. Em ambos os casos
foram utilizados testes bicaudais, por serem mais conser-
vadores, evitando significancias espurias; 2) analise multi-
variada: foirealizada utilizando-se regressao logistica. Fo-
ram incluidas no teste todas as variaveis que apresentaram
significancia estatistica univariada p=0, 1. Para averiguagao
de interacdo de varidveis associadas aos genotipos ou as-
socia¢do independente de variaveis, foram sendo excluidas
da analise cada uma das variaveis. Em caso de perda de signi-
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ficanciap=0,05 deuma variavel quando outra fosse excluidada
analise, considerou-se associagao entre as mesmas; 3) compa-
racdo das variaveis continuas entre genoétipos: foi utilizada
analise de varidancia ANOVA One-Way (ou ANOVA multifa-
torial), seguida de teste ¢ de Student on MannWhitney.

O presente estudo obteve aprovacao da Comissao Cien-
tificada Faculdade de Medicinada PUCRS e do Comité de Eti-
caem Pesquisada PUCRS para suarealizaggo, tendo sido enca-
minhado para a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa do
Conselho Nacional de Satde do Ministério de Saude por per-
tencer a area tematica genética. Foram solicitadas assinaturas
dos termos de consentimento para todos voluntarios ou fami-
liares e quando da impossibilidade de sua obtengao pelo vo-
luntario solicitamos seu consentimento verbal.

Resultados

Dos seis genotipos possiveis da ApoE, somente qua-
tro foram observados na populacdo: E3E3 (70%), E3E4
(22%), E2E3 (6%) e E2E2 (2%). As freqiiéncias génicas e ge-
notipicas encontram-se na tabela IT1I. Como o tamanho amos-
tral dos gendtipos E2E2 e E2E3 foi muito baixo (um individuo
e quatro individuos genotipados), sua estatistica descritiva
foi incluida nos resultados apresentados, ainda que ndo
tenham sido incluidos nas analises estatisticas comparati-
vas dos gendtipos mais freqiientes E3E3 e E3E4.

Apesar das freqiiéncias estarem em equilibrio de Hardy-
Weinberg (x>=0,97; grau de liberdade=1; p>0,57), a freqiiéncia
doalelo E4 na populaggo estudada foi acima de 10%.

A Tabela IV compara os valores médios observados
para as variaveis biologicas analisadas no estudo. Entre os
individuos com os genotipos mais freqiientes, E3E3 e E3E4,
foram observadas diferencas significativas em relagio a
idade, indice de massa corporal e pressao diastolica. No
caso, individuos com o genotipo E3E4 foram significativa-
mente mais idosos do que os E3E3. Apesar dando inclusdo
estatistica dos demais gendtipos, o individuo E2E2 apresen-
touuma idade mais proxima a idade média encontrada nos
portadores do gendtipo E3E3, enquanto que os individuos
E2E3 tenderam a apresentar uma idade média similar a obser-
vada nos portadores do genotipo E3E4.
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Quanto ao indice de massa corporal, individuos E3E3,
em média, tenderam ao sobrepeso, enquanto tanto indivi-
duos E3E4 quanto E2E3 apresentaram um indice de massa
corporal médio dentro da faixa danormalidade. Diferente-
mente deste padrao, o individuo E2E2 apresentou um indice
de massa corporal abaixo do normal, considerado como
desnutrigdo.

Surpreendentemente, individuos com o genotipo E3E4
foram os inicos que apresentaram uma pressao arterial dias-
tolica considerada dentro da normalidade.

Um total de oito variaveis bioquimicas relacionadas,
direta ou indiretamente, com o risco cardiovascular foram
comparadas entre os genotipos (tabs. V e VI).

Dessas variavelis, trés apresentaram médias significati-
vamente diferentes entre os idosos com diferentes polimorfis-
mos genéticos da ApoE: LDL-c, acido trico e fibrinogénio.
Tanto individuos com gendtipo E3E3 quanto individuos
E3E4 apresentaram valores médios de LDL-c acimado espera-
do. Idosos com o genotipo E3E4 apresentaram uma concen-
tragdo média de LDL-c significativamente maior do que in-
dividuos com o gendtipo E3E3. Ja os demais genotipos ten-
deram a apresentar valores dentro do intervalo esperado.

Ao contrario, individuos E3E3 apresentaram média de
valores das concentragdes de acido Urico significativamen-
te mais alta que individuos E3E4. Entretanto, todos tiveram
suas médias dentro de valores esperados.

Apesar dos niveis de fibrinogénio serem estatistica-
mente maiores em individuos E3E4, todas as médias obser-
vadas nos demais genotipos apresentaram valores, ndo
considerados de risco cardiovascular.

Numa analise multivariada por um modelo de regres-
sao logistica, foi observada umarelacdo significativa entre

Tabela IV - Comparacio entre perfil biolégicas, riscos cardiovas-
culares e estilo de vida de idosos segundo genétipos da
apoliproteina E

Tabela III - Freqiiéncias génicas e genotipicas do gene da apolipro-
teina E (ApoE) em idosos de Veranépolis-RS com > 80 anos

Gene n Freqiiéncia
ApoE Génica (Alélica)
e2 0,05
e3 0,84
e4 0,11
Genotipica
E2E2 1 0,02
E2E3 4 0,06
E2E4 0 0
E3E3 45 0,70
E3E4 14 0,22
E4E4 0 0

E3E3 E3E4 P
Média+DP Média+DP

Idade 82,72+3,1 85,36+3,23 0,008
Colesterol total 204,99+39,28 224,91+55,32 0,14
LDL 133,2432,8 155,56+47,26 0,05
HDL 46,7+12,72 44,8+10,43 0,61
Trigliceridios 136,69+81,29 122,64+49,57 0,54
Acido trico 5,8240,92 4,91+0,59 0,005
Fibrinogénio 194,97+63,99 243,72+60,38 0,04
Lp (a) 30,26+27,86 29,15+28,32 0,91
™MC 27,44+5,14 23,67+3,5 0,02
Gordura 37,33+6,41 33,92+5,68 0,14
C/Q 0,91+0,008 0,860,006 0,09
PAS 161,78+25 151,72+28,27 0,2

PAD 88,77+12,95 80,07+13,46 0,03

Atividade fisica 6406,9+5872,2
Consumo de alcool 178,96+165,1

4399420062 0,32
82,10£111,61 0,2

n=tamanho da amostra.

Legenda: unidades de medidas das variaveis analisadas - idade (anos),
atividade fisica (kcal/sem.); consumo de bebida alcodlica (g/semana),
pressdo arterial sistolica (PAS, mmHg), pressdo arterial diastolica (PAD,
mmHg), IMC- indice de massa corporal; C/Q- indice cintura/quadril,
gordura (%); DP- desvio padrdo; p- nivel de significancia obtido por
analise de teste ¢ Student; n=tamanho da amostra. A comparagéo estatis-

tica foi realizada somente entre os genotipos E3E3 e E3E4.
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Tabela V - Comparagiio das variaveis bioquimicas relacionadas com metabolismo das lipoproteinas e com risco cardiovascular entre os diferentes
gendtipos da apolipoproteina E

Variaveis *E2E2 *E2E3 E3E3 E3E4 P
(mg/dl) Média MédiatDP MédiatDP MédiatDP

Colesterol total 147,7 185,15+77,14 204,99+39,28 224,91455,32 0,14
LDL 80,37 109,2+77,22 133,2+32,8 155,56+47,26 0,05
HDL 47,36 49,96+5,04 46,7+12,72 44,8+10,43 0,61
Trigliceridios 100 129,83+76,4 136,69+81,29 122,64+49,57 0,54
Acido turico 4,6 5,36+0,5 5,82+0,92 4,91+0,59 0,005
Glicose 66 85+7,39 94,54+21,74 91,5+20,14 0,64
Fibrinogénio 121,3 194,9+79,1 194,97+63,99 243,724+60,38 0,04
Lp(a) 8,8 26,73+20,8 30,26+27,86 29,15+28,32 0,91

*Variaveis ndo comparadas estatisticamente devido ao pequeno tamanho amostral; analise estatistica: ANOVA seguida de teste # Student.

niveis de LDL-c (130mg/dl), acido urico (6mg/dl), fibrinogé-
nio (300mg/dl) e colesterol (220mg/dl) e os genotipos. En-
tretanto, cabe salientar que, somente o colesterol apresen-
touumnivel de significanciaentre 0,05 ¢ 0,1. Os demais apre-
sentaram uma relagao estatistica mais consistente, com ni-
veis de significancia, que variaram entre 0,00 a 0,04.

A analise dos valores obtidos no célculo da razéo de
chance (odds ratio) mostrou que individuos com o genoti-
po E3E4 possuiam duas vezes mais chance de possuir ni-
veis de LDL-c e fibrinogénio acima do esperado do que indi-
viduos com o gen6tipo E3E3. Em contrapartida, individuos
E3E4 possuiam chance menor de terem niveis de acido urico
mais elevados do que os individuos E3E3.

Variaveis do estilo de vida, como tabagismo ¢ ativida-
de fisica, foram similares entre os gendtipos analisados
(tab.IV). Quanto ao tabagismo, menos de 3% da populagdo
investigada fumava, também ndo observada associacdo
gendtipo-especifica (x>=0,75, gl=1, p=0,77).

A tltima analise do estudo envolveu a averiguacdo da
associacdo entre fatores de risco e morbidades cardiovas-
culares e os genotipos mais freqiientes da ApoE. Uma vez
que a freqiiéncia de morbidades cardiovasculares foi baixa
na populacao estudada, as mesmas foram agrupadas (aci-
dente vascular cerebral, infarto agudo do miocardio, claudi-
cagdo intermitente e angina de peito) para tornar possivel a
analise estatistica.

Os idosos com o gen6tipo E3E3 tiveram uma tendén-
cia a apresentar um maior numero de individuos afetados
por eventos cardiovasculares, obesidade e hipertensao,
contudo, somente a obesidade foi, estatisticamente signifi-
cativa, entre os genotipos investigados. No caso, individu-
os E3E3 foram mais relacionados com obesidade do que os
individuos com o genotipo E3E4.

Ja osidosos com o gendtipo E3E4 tiveram uma tendén-
ciaaapresentar um maior numero de individuos com morbi-
mortalidade familiar por doengas cardiovasculares, diabetes
mellitus e dislipidemia. Contudo, tais diferengas ndo foram
estatisticamente significativas (fig. 1).

Discussao

A analise dos resultados sugere a existéncia de umain-
teragdo mais complexa entre o polimorfismo do gene da
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ApoE e as variaveis relacionadas com eventos cardiovas-
culares investigados, podendo existir relagdes genotipo-
dependentes ainda ndo exploradas.

Quanto as freqiiéncias génicas e genotipicas relacio-
nadas ao polimorfismo do gene da ApoE, ¢ importante sali-
entar que ocorre variacao das mesmas conforme a popula-
¢do analisada. Estudos de revisdo mostraram que as fre-
qiiéncias genéticas relacionadas a esse polimorfismo sdo
altamente variaveis, principalmente no que diz respeito a
freqiiéncia do alelo E4 2. Na Europa, este gene apresenta
umadistribui¢do em gradiente, e o alelo E4 mais freqiiente na
regido norte e menos freqiiente na regido sul. Nas populacdes
asiaticas, tal alelo possui baixa freqiiéncia, contrariamente, ao
que ocorre em populacdes africanas e na Nova Guiné '3, En-
tretanto, estudos especificos investigando as possiveis cau-
sas dessa varia¢ao ainda sdo muito incipientes.

Em geral, as freqiiéncias genotipicas observadas no
presente estudo foram semelhantes as encontradas por
outros autores. O gendtipo E3E3 foi o mais freqiiente (55%)
nas populagdes até agora investigadas, seguido do genoti-
po E3E4 (26%) 33!, Os resultados obtidos também foram
similares aos da regido norte da Italia **. Uma vez que dados
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Fig. 1 - Comparagdo entre riscos para doengas cardiovasculares, co-morbidades e
morbidades associadas. HFDCV- historia familiar para doengas cardiovasculares;
DCV- somatorio das doengas cardiovasculares observadas na amostra investigada
(acidente vascular encefalico, infarto agudo do miocardio, claudicagio intermitente
e angina de peito), DM- diabetes mellitus; Ob- obesidade; Dislip- dislipidemia;
HAS- hipertensdo arterial sistémica.
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Tabela VI - Relagio entre genétipo da ApoE de idosos e variaveis do
perfil lipidico avaliados por regressio logistica simples e suas
respectivas razio de chance (odds ratio)

Variaveis X P Razdode Intervalo de
chance confianga 95%

DL-colesterol (130mg/dl) 5,82 0,01 2,61 1,04-6,56

Acido trico (6mg/dl) 6,05 0,007 0,09 0,10-0,78

Fibrinogénio (300mg/dl) 12,21 0,04 2,07 1,20-7,88
Colesterol total (240mg/dl) 3,58 0,06 1,23 2,77-5,43

X~ qui-quadrado

da imigracdo italiana para Veranopolis apontam um maior
contingente de individuos imigrantes oriundos do norte da
Italia, essa similaridade era esperada. Para demonstrar esta
afirmativa, atabela VII foi elaborada de modo a comparar fre-
qiiéncias populacionais da ApoE em diferentes populacdes
e/ou grupos etarios dessas populagdes 10313334 Infeliz-
mente, ndo existem ainda publica¢des sobre freqiiéncias da
ApoE na populagao brasileira, o que impede sua compara-
¢ao as freqiiéncias obtidas no presente estudo. De um
modo geral, chama a atengdo a maior freqiiéncia de individu-
os com o genodtipo E3E4 em Veranopolis em relagdo as popu-
lagoes italianas. Estudos genéticos adicionais poderao auxi-
liar no entendimento deste fenémeno.

Apesar da alta freqiiéncia do alelo E4 nos idosos, ndo
observarmos nenhum com o genotipo E4E4. Diversas in-
vestigacdes realizadas em outros paises sugerem a ocorrén-
cia de um efeito de dose do alelo E4, ou seja, a presenca de
duas copias do alelo E4 estaria associada a mortalidade pre-
coce. Como nédo foram observados idosos com este genoti-
po, os dados obtidos corroboram tal hipotese.

Entretanto, surpreendentemente, nos nossos resulta-
dos, individuos com o genétipo E3E4 apresentaram uma ida-
demédia significativamente maior, do que individuos E3E3.
Diferengas nos achados de freqiiéncias da ApoE e longevi-
dade sugerem fortemente que as relagdes entre determina-
dos gendtipos e longevidade também sdo influenciados
por outras variaveis como fatores ambientais e a interagao

Tabela VII - Comparagio entre freqiiéncias genéticas da
apoliproteina E em diferentes populagdes
Populagdes

Freqiiéncias Italianos Italianos > Italianos 33 Ingleses 3!

Veranopolis Italia R. ItaliaR.  Cambridge

RS Central Norte

Genotipicas
E2/2 0,02 0,013 0,016 0,008
E3/2 0,06 0,009 0,07 0,18
E3/3 0,7 0,79 0,74 0,63
E4/3 0,22 0,095 0,17 0,19
E4/4 0 0 0 0
E4/2 0 0,009 0,004 0
Alélicas (génicas)
e2 0,05 0,06 0,04 0,09
e3 0,84 0,88 0,86 0,79
e4 0,11 0,05 0,1 0,12
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com outros fatores genéticos. Provavelmente, esta variagao
seja responsavel pela dificuldade de tragarmos um perfil
biologico e clinico fortemente correlacionado entre fatores
de risco para doengas cardiovasculares em idades avanga-
das (> 80 anos). Assim, acreditamos que este aspecto pos-
sa ter contribuido no resultado obtido.

Dentro das diversas varidveis biologicas investiga-
das, o indice de massa corporal e a pressao arterial diastoli-
ca foram as que apresentaram diferengas significativas en-
tre os genotipos da ApoE mais freqiientes. Neste caso, indi-
viduos com o genotipo E3E3 apresentaram um indice de
massa corporal médio classificado como sobrepeso e uma
maior pressao arterial diastdlica. Nao encontramos dados
consistentes que permitissem uma comparagao ou inferén-
ciasobre tais achados em estudos previamente publicados.
Como tal caracteristica geralmente esta associada ao au-
mento do risco de doengas cronico-degenerativas, estaria
esta caracteristica agindo de modo negativo junto ao geno-
tipo E3E3? Tal questionamento necessita ser melhor investi-
gado, bem como, se hd uma relacdo causal ou potencial entre
o indice de massa corporal e o gen6tipo da ApoE. Nao pode
também ser descartado que o achado ocorreu devido ao
acaso, e determinado pelo pequeno tamanho da amostra.

Quanto a associacao entre pressdo arterial e os geno-
tipos da ApoE, alguns estudos tém encontrado associa-
c¢do entre pressao arterial sistdlica e os gendtipos E4E4 e
E3E4, sugerindo que o polimorfismo da ApoE poderia ser
um fator silencioso que atuaria no aumento da pressao ar-
terial 3'. Entretanto, outros estudos ndo mostraram tal as-
socia¢do 3>**. No nosso estudo, a associagdo observada
foi inversa: pressao arterial diastolica altaem idosos E3E3,
enquanto que, na literatura nao foi encontrada nenhuma
referéncia a esta possivel associacdo, sugerindo que, pos-
sivelmente, exista correlagdo entre niveis pressdo arterial e
polimorfismo da ApoE, embora ndo havendo relagdo cau-
sal genotipo-fenotipo da pressdo arterial, indicando que
possivelmente outras interagdes genético-ambientais ain-
da nao identificadas estivessem presentes.

E importante comentar que estudos, como o finlandés,
em idosos longevos, mostraram que a mortalidade foi maior
no grupo de individuos com pressao arterial baixa (tanto
sistdlica quanto diastolica) do que no grupo de individuos
com pressdo arterial mais alta do que o esperado *. Poste-
riormente, esse resultado foi confirmado em investigagdes
similares, incluindo Framingham. Nesse ultimo, os individu-
os foram divididos em dois grupos (<75 € 275 anos). Foi ob-
servado um aumento substancial na taxa de mortalidade tan-
to em homens quanto em mulheres que possuiam pressao
sistolica < 120mmHg. Como neste momento ainda ndo exis-
te um quadro preciso sobre o papel da hipertensao arterial
no idoso, e os resultados aqui obtidos mostram associagao
entre pressao diastolica alta e o gendtipo E3E3, ndo pode-
mos considerar que arelagao represente um risco adicional
nos individuos com o referido gendtipo. Investigagdes fu-
turas de seguimento de mortalidade em idosos com diferen-
tes gendtipos poderiam esclarecer se essa relagao ¢ benéfi-
ca, neutra ou ruim.
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A analise dos componentes do estilo de vida, como
atividade fisica, consumo alcodlico e tabagismo foram simi-
lares nos dois grupos de individuos genotipados, descar-
tando-se, assim, o efeito dessas variaveis nos resultados
encontrados. Entretanto, estudos adicionais, relacionando
operfil e o comportamento nutricional, poderiam descartar a
possibilidade de que tal varidvel estivesse influenciando
positivamente a manutencao de individuos E3E4 na popu-
lagdo através da adogdo de uma dieta saudavel por estes
individuos.

Como a relagdo metabolica entre o polimorfismo da
ApoE esta diretamente relacionada ao perfil lipidico e al-
guns tipos de dislipidemias que levam ao aparecimento da
aterosclerose, foi feita uma analise mais aprofundada da
associacao entre o perfil lipidico e os genotipos da ApoE,
uma vez que essa foi primeiramente descrita por Shore e
Shore ’como um componente do VLDL e, assim, o interesse
das pesquisas iniciais esteve centrado na tentativa de en-
tender-se qual o papel desta apolipoproteina na prevaléncia
da hiperlipidemia induzida pelo colesterol ®’. O posterior re-
conhecimento de que a ApoE ¢ uma proteina que liga-se ao
receptor do LDL (proteina-ligante) e que tal afinidade de liga-
¢do eradependente de isoformas determinadas geneticamen-
te, acelerou o interesse dos especialistas em elucidar tanto a
forma como a fun¢ao da ApoE. Estudos que acabaram auxi-
liando no entendimento das rotas enddgenas e exégenas do
colesterol, bem como acabaram levando a associa¢ao dos ge-
nétipos e alelos da ApoE com doencas cronico-degenerati-
vas, como as cardiovasculares e as deméncias *°. Ao longo
destes anos de investigag¢ao do papel metabolico da ApoE,
uma grande quantidade de artigos foi publicada, mas o tema
de investigacao ainda esta longe de se esgotar *.

Quanto ao perfil lipidico, os resultados obtidos neste
estudo mostraram uma associagao entre niveis maiores de
LDL-ccom o gen6tipo E3E4, tanto nas anlises das médias,
quanto na analise por percentis dos niveis de LDL-c. J& os
demais componentes ndo variaram significativamente entre
os grupos dos diferentes genotipos. Os resultados obtidos
na literatura foram comparados aos niveis dos componentes
plasmaticos observados nos grupos com os diferentes ge-
noétipos mais freqiientes da ApoE, publicados recentemente
(tab. VIII). Chama a atengdo que o nivel de LDL-c observado
nos idosos de Veranopolis com o genotipo E3E4 (155,6+47,3)
foi muito similar ao descrito por Bader **para idosos que vi-
vemna Italia (151,4445,5), sugerindo que uma mesma etnia
possa apresentar niveis plasmaticos médios similares, ape-
sar de viverem em condi¢des ambientais diferenciadas e
geograficamente isoladas umas das outras, ou seja, um pa-
drdo genético com influéncia ambiental diminuida e/ou ma-
nutencao de habitos ¢ estilo de vida similares entre as duas
populagdes, apesar do evento migratorio. Tal afirmagao
pode ser corroborada se considerarmos os resultados obti-
dos num estudo multiétnico realizado por Mendez e cols. 3¢.
Investigagdo em 1.068 individuos residentes nos Estados
Unidos, ndo institucionalizados, mostrou que a associagao
entre niveis plasmaticos do LDL-c e de outros componentes
lipidicos varia conforme o grupo étnico.
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Tabela VIII - Comparacéo entre parametros de lipoproteinas e
gendtipos da apolipoproteina E

Veranopolis Italianos *

Colesterol-total ~ E3E3 204,99+39,28 217+43,4
(mg/dl) E3E4 224,91455,32 2294482

E2E3 185,15+77,14

E2E2 147,7 212+43,1
LDL-c E3E3 133,02+32,8 142,1+£37,3
(mg/dl) E3E4 155,56+47,26 151,4+45,5

E2E3 109,2+77,22

E2E2 80,37 138,3+39,7
HDL-c E3E3 46,7£12,72 48,5+£9.,3
(mg/dl) E3E4 44,8+10,43 493+12,7

E2E3 49,96+5,04

E2E2 47,36 46,3+7,5
Triglicérides E3E3 136,69+81,29 123,2+51,2
(mg/dl) E3E4 122,64+49,57 120,148,7

E2E3 129,83+76,4

E2E2 100 123,5+49,8
Lp(a) E3E3 30,26+27,86 25,9+26,1
(mg/dl) E3E4 29,15+28,32 30435,4

E2E3 26,73+20,8

E2E2 8,8 20415

Ao contrario do LDL-c, ndo foi observada correlagdo
entre os genodtipos da ApoE e HDL-c, principalmente no que
diz respeito a presenca do alelo E4. Tal resultado também foi
descrito em outros estudos populacionais, como o rea-
lizado por Mendez e cols. *¢.

Investigacdes populacionais tém sugerido associagao
entre 0 aumento na freqiiéncia da hipertrigliceridemia (tipo
IV HLP) em individuos com o alelo E2 e individuos com o
genotipo E4E4; menor freqiiéncia do alelo E2 associada a
dislipidemias Ila; aumento na freqiiéncia de dislipidemias
do tipo IIb em individuos com pelo menos um alelo E4 em
seu gendtipo *2. Entretanto, a associag@o do efeito da hipo-
colesterolemia e E2 foi mais forte do que a associagao da hi-
percolesterolemia e o alelo E4 2.

Na terceira etapa da andlise dos resultados, a associa-
¢ao dos genotipos da ApoE com a presenga de morbidades
e outros fatores plasmaticos associados as doengas cardio-
vasculares foram averiguadas.

A andlise geral dos resultados ndo demonstrou asso-
ciagdo entre os individuos com o alelo E4 e as morbidades e
co-morbidades associadas a doenga cardiovascular, exce-
tuando a ocorréncia de um niimero significativamente maior
de individuos obesos com o genotipo E3E3.

A falta de associagdo com morbidades cardiovascula-
res ndo chega a ser surpreendente, uma vez que os dados
da literatura sdo controversos. No grupo de investigacdes
que encontrou relagao entre doengas cardiovasculares e os
gendtipos da ApoE, existem relatos de associag@o entre o
gendtipo E3E4 e infarto agudo do miocéardio em idades pre-
coces*!. Também foram observadas associaco entre o ale-
lo E4 e isquemia miocardica *.

Nos grupos de pesquisas que ndo encontraram asso-
ciacdo consistente entre os genotipos da ApoE e doengas
cardiovasculares, encontram-se investigacdes longitudi-
nais de quatro a seis anos que estudaram a relagdo entre os
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genotipos e a ocorréncia de lesdes coronarianas *’. Nesse
grupo, um estudo, realizado na Italia com 15 mil individuos,
ndo encontrou associagdo entre doengas cardiovasculares
e gendtipos diferenciais da ApoE *. Como a relagdo entre
ApoE e doengas cardiovasculares ainda ¢ controversa, afir-
mar que existe ou ndo associac¢ao entre o gene da ApoE e
doengas cardiovasculares é precoce. O que podemos inferir
¢ que se tal relagdo ocorre, elando é causal (direta) e, possi-
velmente, estd associada a acdo de outros fatores, sejam
estes genéticos ou ambientais 4.

Resultados encontrados e que também nao foram obser-
vados em estudos publicados sobre o tema foram a relagdo
entreniveis elevados de fibrinogénio e o genotipo E3E4 e are-
lacdo entre niveis mais elevados de dcido Urico e o gendtipo
E3E3. Quanto ao primeiro achado, cabe salientar que niveis
elevados de fibrinogénio estdo associados a doencas car-
diovasculares 2. Contudo, apesar das diferengas observadas
entre os dois gendtipos, os niveis de fibrinogénio observados
encontravam-se dentro dos valores de referéncia (<400mg/
dl) em ambos os grupos. Apenas um tnico individuo de toda
amostra apresentava niveis maiores que 400mg/dl. Quanto ao
segundo achado, dado que niveis elevados de acido tirico
podem aumentar o risco de doengas cardiovasculares *, tal
associagdo poderia estar funcionando no sentido de diminuir
os beneficios relacionados ao genoétipo E3E3 quanto ao de-
senvolvimento da aterogénese.

Nossos resultados corroboram a idéia de que é neces-
sdrio aumentar as informagoes a respeito de idosos longe-
vos, uma vez que os dados da literatura apontam que idosos
apresentam uma biologia e um conjunto de fatores de risco
paradoengas cardiovasculares diferenciados de individuos
mais jovens. Dado que a prevaléncia de doencas cardiovas-
culares ¢ muito alta em individuos longevos, e que a propor-

Schwanke e cols

Polimorfismo do gene da apolipoproteina E e fatores de risco

c¢do dessas pessoas aumentara significativamente nas pro-
ximas décadas, investigacdes futuras que determinem um
padrdo de risco cardiovascular para esse grupo etario serdo
fundamentais, tanto para a prevenc¢ao como para o0 manejo
dos mesmos riscos. Assim, investigagdes entre o polimor-
fismo de genes associados a doencgas cardiovasculares de-
vem ser feitas comparando populagdes de individuos car-
diopatas com populagdes de individuos saudaveis e tam-
bém em individuos acima de 80 anos.

A sintese dos resultados apresentados permite-nos
concluir que, apesar de ndo haver individuos com o genoti-
po E4E4 na populagdo investigada, sugerindo efeito de
dose, nao foi observada associacdo com fatores de risco e
morbidades relacionadas a doengas cardiovasculares em in-
dividuos heterozigotos, ainda que os niveis de LDL-c fos-
sem significativamente maiores do que em individuos
E3E3, sugerindo a influéncia de fatores ambientais adicio-
nais ndo investigados no estudo (p.ex. nutri¢do) ou de
interagdo com outros fatores genéticos que agiriam no
sentido de diminuir ou anular os efeitos negativos provoca-
dos pelo alelo E4 ou de diminuir os efeitos benéficos do
gendtipo E3E3 (p.ex. niveis elevados de dcido Urico). Estu-
dos complementares investigando a relacdo com outros
polimorfismos genéticos nesta populacdo poderdo auxiliar
na elucidacao desta hipdtese.
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