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RESUMO






Em inimeros estudos prospectivos observa-se uma associacdo inversa entre a concentracio
da lipoproteina de alta densidade (HDL) e risco de doenga arterial coronariana (DAC). Uma
das propriedades antiaterogénicas da HDL € sua participacio no transporte reverso de
colesterol {TRC). A proteina de transferéncia dos ésteres de colesterol (CETP) promove a
troca de ésteres de colesterol (EC) e triacilglicerol (TAG) entre HDL e outras lipoproteinas,
aumentando o colesterol das lipoproteinas apoB. Mutacdes/polimorfismos no gene da
CETP foram detectados em vérias populacdes, especialmente asiaticas. Apesar da menor
atividade de CETP e hiperalfaliporpteinemia (HALP), interroga-se quanto a prevaléncia de

doenga cardiovascular (DCV) nestes individuos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em populac@io de brasileiros HALP, a prevaiéncia de
mutagoes/polimorfismos do gene da CETP e manifesta¢Ges bioquimicas e aterosclerdticas

deste fendtipo.

Foram determinados lipides, lipoproteinas e pardmetros metabdlicos plasmaticos
marcadores de DCV, numa populac@o de 291 a 294 individuos HALP (HDL-C = 68mg/dl)
¢ 139 controles (HDL-C < 68mg/dl). A prevaléncia das mutagdes Int14A e D442G e dos
polimorfismos TaqIB e 1405V, no gene da CETP, foi investigada por andlise gendmica.

Aterosclerose nos pacientes com mutagdes/polimorfismos foi avaliada clinicamente e por

medida da espessura intima-média arterial (IMT) pela ultra-sonografia das carétidas.

Na populagdo HALP, HDL-C apresentou valor 1.5 maior do que controles. A prevaléncia
da mutacdo Int14A no grupo HALP foi de 4%, baixa, porém maior do que a descrita em
caucasianos, ¢ de 0,7% na D442G, muito baixa e menor do que em japoneses/asiaticos. No
grupo HALP, verificou-se aumento das atividades de lipoproteina lipase (LPL) e da
proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP) e reducio de CETP e lipase hepatica (HL).
O grupo de mutantes (7 individuos) comparade ao controle, evidenciou tendéncia
semelhante. A paciente homozigética Int14A, apresentou atividade mndetectavel de CETP e
reduzida de HL, além de HALP severa. Um dos pacientes, heterozigotico D442G, mostrou
aumento do IMT em relacdo aos controles, e um dos heterozigéticos Int14A, DCV
estabelecida.

Resumo
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O genétipo B1B2, do polimorfismo TaqIB, apresentou prevaléncia de 45% e o IV de
1405V, 49%. Comparando 0s genotipos entre si, em B2B2 de TaqlB, encontrou-se aumento
do IMT, diminui¢do de auto-anticorpos anti lipoproteina de baixa densidade oxidada
(LDL-oxidada) e menor atividade de CETP. A atividade de CETP mostrou-se aumentada
no genodtipo I de 1405V, com redugio da HDL-C. As lipoproteinas, apolipoproteinas e

lipides, foram semelhantes entre os diversos gendtipos, bem como LPL, HL e PLTP.

O fenétipo HALP caracterizado neste estudo por dimuigio das atividades de CETP e HL e
aumento de LPL e PLTP nfo demonstrou associagio com a presenca das mutades e/ou
polimorfismos estudados. E possivel que a baixa freqiiéncia das mutagdes de CETP néo
nao tenha permitido caracterizar estatisticamente esta associagdio. Mutacdes de outras
proteinas, como por exemplo de HL., poderiam explicar este fenétipo. Os individuos HALP,
portadores de mutacdes, nio mostraram diferenca quanto a aterosclerose clinica ¢ IMT em
relaclo aos controles, apesar de alguns pacientes isoladamente apresentarem sinais clinicos
de DCV. Estes resultados nfio permitiram caracterizar a condicdo de HALP como
cardioprotetora ou ndo. Estudos complementares necessitam ser realizados para uma
melhor compreensfo do fendtipo de hiperalfalipoproteinemia no contexto do risco

cardiovascular aterosclerético.

Resimo
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There is an inverse association between the concentration of high density lipoprotein
(HDL) and the risk of a coronary arterial disease (CAD). One of the HDL anti-atherogenic
properties is its participation in the reverse cholesterol transport (RCT). The cholesteryl
ester transfer protein (CETP) facilitates the cholesteryl esters (CE) and triglycerides (TAG)
exchange between HDL and others lipoproteins, increasing the cholesterol content of apoB
lipoproteins. Mutations and polymorphisms of the CETP gene were detected in several
populations, especially among Asiatic. In spite of a lower activity of the CETP and an
increase of the HDL-C level in hyperalphalipoproteinemia (HALP), there are some doubts

in regard to the prevalence of the cardiovascular disease (CVD) in these population groups.

The aim of this work was to evaluate the prevalence of HALP and its relationship to the
presence of mutations and polymorphisms of the CETP gene, in a Brazilian population, and

its relation with the arteriosclerosis.

We determined lipid, lipoproteins, metabolic plasmatic parameters and markers of CVD, in
a population of 291 to 294 HALP individuals (HDL-C > 68mg/dl) and 139 controls
(HDL-C < 68mg/dl). The prevalence of the mutations Intl14A and D442G, and the
polymorphisms TaqIB and 1405V, was investigated by molecular methods. The presence of
atherosclerosis in those patients with mutations and polymorphisms and in controls, was
evaluated by clinical analyzes and measurements of the arterial intima-media thickness

(IMT) by ultrasound method was performed.

HDL-C was 1.5 higher in the HALP when compared to controls. A very low prevalence
equal to 0.7% was found for D442G mutations, lower than in the Asiatic and Japanese
population, and 4% for Int14A mutations, higher than the one described in the Caucasians.
On HALP, the activities of lipoprotein lipase (LPL) and phospholipid transfer protein
(PLTP) were higher and activities of CETP and hepatic lipase (HL) were lower than in
controls. The seven mutants presented similar tendencies. The homozygous Intl14A,
showed indetectable activity of CETP and a reduction of HL, besides very high values of
HDL-C.

One patient, heterozygote for D442G, had increased IMT as compared to controls and one
heterozygote for Int14A had established CVD.

Abstroct
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The B1B2 TaqlB genotype presented a frequency equal to 45%, and the IV 405V to 49%.
Comparing all genotypes, B2B2 TaglB presented higher IMT, lower autoantibodies against
oxidized low density lipoprotein (LDLox} and lower CETP activity. The II 1405V showed a
highest CETP activity and a lowest HDL-C value. The lipoproteins, lipids and
apolipoproteins were equal among all genotypes, as well as activities of LPL, HL and
PLTP.

The HALP phenotype was characterized by lower CETP and HL activities and higher LPL
and PLTP activities when compared with controls but with no association with mutations or
polymorphisms studied. It is possible that the low frequency of CETP mutations made
impossible this statistic association. Perhaps other mutations, like in HL gene, could
explain this phenotype. The HALP mutants did not show a difference in clinical
atherosclerosis and IMT as compared with controls, although some individuals presented
clinical signs of CVD. These results did not discard the possibility of the HALP phenotype

as a cardioprotector or not.

Complementary studies will have to done to amplify the investigation of other mutations
and polymorphisms of CETP and or HL and to try to establish a relationship between
HALP and atherosclerosis.
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A associac@o inversa entre os valores plasmaticos da lipoproteina de alta
densidade (HDL) ¢ o risco de doenga arterial coronariana (DAC), sugere que a mesma
desemnpenhe um papel importante na prevengio do desenvolvimento da aterosclerose

{(GORDON et al., 1989; MILLER ¢ MILLER, 1975; STAMPFER et al., 1991).

Entre 0s mecanismos antiaterogénicos dos quais a HDL participa, além dos
efertos antiinflamatorios e antioxidantes (LUPATTELLI ef of, 2003) é de fundamental
importancia a sua participagdio no transporte reverso de colesterol (TRC), em estreita
atuagdo com a proteina de transferéncia dos ésteres de colesterol (CETP)
{(GLOMSET e NORUM., 1973). O papel da CETP nio esta totalmente definido em relacdo
a aterogénese, pois apesar de influir positivamente no transporte de colesterol periférico
para o figado, aumenta a concentragfio dos ésteres de colesterol (EC) nas lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL) e seus remanescentes, nas de densidade intermediaria (IDL)
e npas de baixa densidade (LDL), potencialmente  pro-aterogénicas
(YAMASHITA et al., 2000).

Individuos com hiperalfalipoproteinemia familiar (HALP) tém sido
investigados como modelo experimental para avaliar a relagiio da concentracio plasmatica
do colesterol da fracdo HDL (HDL-C) com a instalagio da aterosclerose
(ZHONG ef al., 1996). Mutactes e polimorfismos nas regides codificadoras e regulatorias
do gene da CETP tém sido descritos, e em grande parte das vezes acompanhados de HALP,
com pronunciadas alterages biogquimicas e funcionais de HDL e LDL
(YAMASHITA et al., 2000). A maioria dos estudos populacionais demonstrou correlagiio
significativa entre o genétipo de CETP, concentragdes de HDL-C e risco cardiovascular; no
entamnto, outros autores néao enconiraram estas associagoes

(FREEMAN er al., 2003; HIRANO ez al., 1997).

A ocorréncia das mutagdes e polimorfismos no gene da CETP € major no Japdo
e em populagBes asidticas, porém ha relatos da ocorréneia em populagbes germénicas,

caucasianas e outras (HILL e7 al., 1997; INAZU er ai.. 1994),

Outras proteinas e enzimas também atuam como fatores moduladores sobre as
concentragbes de HDL-C no plasma. A Hpoproteina lipase (IPL) é responsavel pela

hudrélise de lipoproteinas ricas em triacilglicerol (TAG) e sua acdo facilita a transferéncia

Intredugds Geral
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de fosfolipides (PL) e apoliproteinas para as HDL (OLIVECRONA e
BENGTSSON-OLIVECRONA., 1993). A lipase hepatica (HL) catalisa a hidrdlise de TAG
e PL das lipoproteinas € aumenta a concentracdo de PL em HDL; (RAO ef al, 1982). A
proteina de transferéncia dos fosfolipides (PLTP) proporciona a transferéncia de PL das
lipoproteinas ricas em TAG para HDL, favorecendo a formacgio das o-HDL
(HUUSKONEN er al, 2001). Os defeitos funcionais nos genes da CETP e LPL
(FUNKE ef al., 1994; SAKAI ef al, 1995) tém se mostrado relativamente freqiientes e
responsdveis por alteragdes significativas dos pardmetros lipidicos de varias amostras

populacionais (KUIVENHOVEN et al., 1997).

Este ¢ o primeiro estudo que avalia a prevaléncia de HALP associada a
mutactes e polimorfismos do gene da CETP em uma populagio heterogénea, como a
brasileira. Foram analisadas as repercussdes das mutagdes e polimorfismos sobre os
diversos pardmetros envolvidos no metabolismo das lipoproteinas plasmdticas, além de
alguns fatores de risco determinantes da intera¢io entre o meio ambiente e o genotipo, na
conceniragio plasmatica de HDL. A relagio com a aterosclerose foi avaliada por
ultra-sonografia das artérias cardtidas, utilizando o indice de espessamento das camadas

intima-média das artérias cardtidas (IMT).

1 - PROPRIEDADES DA LIPOPROTEINA DE ALTA DENSIDADE (HDL)

Uma das formas da HDL exercer suas propriedades antiaterogénicas é por meio
do TRC (fig. 1), via metabolica que facilita o efluxo de colesterol dos tecidos periféricos e
subseqiiente excre¢fio hepatica (GORDON ef al., 1989).

Irtrodugdo Geral
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Hepatic
synthesis -

Fig 1 - Esquema do TRC. Formacdo da HDL a partir das vias hepdtica e intestinal. QM ¢
remanescentes de QM sofrem deslipidagiio pela LPL. A pré-B HDL recebe colesterol dos
tecidos periféricos e ac transformar-se em HDL madura, pela esterificaciio do colesterol via
LCAT, sofre a agio de CETP. Nesta etapa, ocorre a troca de EC proveniente das
lipoprotefnas apoB, por TAG, ¢ a HDL rica em TAG torna-se substrato para HL. Ocorre
também incorporagio de PL em HDL, por PLTP. O conteido de EC em HDL &
encaminhado para os receptores Cla-I / SRBI e o ciclo recomeca. As aposA I e IT atuam

como fatores facilitantes do processo.

Na primeira etapa do TRC, a HDL ¢ sintetizada pelo figado, ou se origina a
partir de componentes de superficie liberados na remodelacfo intravascular das
lipoproteinas ricas em TAG (quilomicrons (QM), remanescentes de QM), por meio da

atuagio de LPL (DECKELBAUM e 4, 1986). Essas particulas nascentes de HDL

Introducfe Geral
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(pré-3 HDL), sfo constituidas principalmente de apolipoproteina I (apoAl)
(KUNNITAKE e al, 1985) e sio pobres em colesterol. O transportador ABCAL
(ATP binding cassete transporter A1) (McNEISH et al., 2000), ac atuar no processo de
efluxo de colesterol das células periféricas para pré-§ HDL, modula os valores plasmaticos
de HDL e a concentragio intracelular de colesterol de células hepaticas e periféricas
(BREWER E SANTAMARINA-FOJO, 2003).

A lecitina colesterol aciliransferase (LCAT), é fundamental na etapa seguinte,
promovendo o processo de esterificagio do colesterol transportado pelas HDL maduras
(a —HDL) (GLOMSET er al., 1973). Posteriormente, inicia a atuaciio da CETP, modulando
as trocas no-equimolares de EC e TAG entre as HDL e as lipoproteinas que contém apo B
(VLDL e LDL) (TALL et al., 2000). A HL entfo remodela as particulas de HDL e LDL,
hidrolisando os TAG e os PL, transformando-as em particulas menores e mais densas
(KUUSI ef al., 1980) e facilitando a transferéncia de EC para o figado. Por esta via, o
colesterol € captado nos hepatécitos por receptores SR-BL, identificados como receptores de
HDL (FIDGE, 1999). No primeiro caso, hd endocitose das particulas e sua degradagdo, e no
segundo, os EC s#o captados seletivamente (ACTON ef al., 1996). A particula de FIDL
originaria deste processo retorna aos tecidos extra-hepaticos na forma de HDL nascente,
reiniciando © ciclo (EISENBERG, 1984). Outro receptor, denominado SR-BI
cubilina-negativa, foi identificado recentemente e atua como mediador na endocitose de
HDL por via renal (via degradacfo da apoAl) (HHAMMAD et al., 1999).

Na via indireta de transporte de colesterol, a CETP participa mediando a
transferéncia de EC da HDL para as LDL e VLDL, que sdo posteriormente, captadas por
receptores especificos B/E ou receptores de LDL (TALL ez al., 2000).

Além de transferir o colesterol dos tecidos para o figado, a HDL possui outros
efeiios biolégicos, como os mecanismos envolvidos na proteciio endotelial. A HDL diminui
as transformagBes provocadas pela oxidagio de LDL, aumentando a secrecio e
estabilizaglio de prostaciclina, favorecendo a eliminagfio de lipides oxidados da LDL e
reduzindo assim o seu potencial aterogénico (ECKARDSTEIN ¢ ASSMANN, 2000). A
LDL  oxidada desempenha wum papel importante mna reatividade endotelial
(TOIKKA et al, 1999), pois a vasodilatagio arterial é primariamente mediada pela
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iiberacio endotelial de 6xido nitrico (JOANNIDES ef al., 1995), cujo catabolismo aumenta
no estado oxidativo. A HDL antagoniza o potencial oxidative de LDL por meio de enzimas
e proteinas antioxidantes, entre elas o fator ativador de plaquetas, a acetil hidrolase,
(STAFFORINI ef al., 1993), a paraoxonase (WATSON ef al., 1995), e a apoproteina J
(KELSO et al, 1994). A HDL ¢ capaz de remover lisofosfatidilcolina das células
endoteliais (MATSUDA et al., 1993) e a co-incubacdo de HDL com estas células evita o
deslocamento do oxido nitrico- sintase das cavéolas, induzido pela LDIL oxidada
(UITTENBOGAAR er al., 2000). O componente lisofosfatidilcolina das LDL oxidadas
parece ser responsavel, ndo apenas por efeitos inibitérios na vasodilatagio do endotélio,
mas também pelo aumento seletivo na expressio da molécula-1 de adesfio celular vascular
(VCAM-1}) e molécula-1 de adesfio intercelular (ICAM-1) nas células do endotélio artenal
(KUGIYAMA et al., 1990).

O segundo mecanismo de proteciio endotelial mediado pela HDL ocorre por
acio antiinflamatonia. A HDL possui efeito inibidor da expressfo de moléculas de adesio
celular (COCKERILL et al, 1995), atuando através da esfingosina-quinase, enzima
envolvida na modulacdo da expressdo da molécula de adesdo endotelial pelo fator alfa de
necrose tumoral (TNFa) (XIA ef al, 2002). Pacientes com baixas concentracSes de
HDL-C apresentaram aumento de VCAM-1 e ICAM-1 e redugio paralela na vasodilatacio
medida por fluxo da artéria braquial. Esta Gltima molécula foi correlacionada com a idade,
aumento de LDL oxidada e diminuicio de HDL-C. As concentragdes de VCAM-1
mostraram correlacdo com LDL oxidada e menores valores de HDL-C, enquanto as de
ICAM-1 mostraram correlacdo somente com HDL-C. A concentracio de moléculas de
adesfio soliveis correlacionou-se inversamente com a reatividade endotelial. Estas
alterages evidenciaram que valores reduzidos de HDL-C podem estar envolvidos na
disfuncio endotehal, pela falta de inibicio da oxidacfo de LDL e pelo aumento expressivo
das moléculas de adesdo celular, que facilitam o movimento de entrada dos monécitos na

parede vascular (LUPATTELLI e al., 2003).

A concentracio de HDIL ¢ suas fungles cardioprotetoras ndo estdo
necessariamente correlacionadas, pois o aumento da HDL nio-funcional ou anémala pode

estar associado a menor protecdio contra a aterosclerose. Nem sempre todas as fungdes da
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HDL estdo aumentadas ao mesmo tempo € na mesma intensidade, podendo ocorrer
aumento de uma funcio acompanhado da reducdo de outra. Os efeitos finais dependem de
quais fun¢Ses de HDI estarfio ativadas em um determinado estado metabdlico
(BARTER e RYE., 2001). Por exemplo, o papel da CETP ao transferir os EC leva a uma
remodelaciio de HDL., com redugfio da quantidade de colesterol por particula de HDL, do
nimero de moléculas de apoAl e do tamanho da particula de HDL. Este processo ¢
acompanhado da formagdo de uma populagfo de apoAl pobre em lipides e de pré-f HDL
(LIANG et al., 1994), que s3o as aceptoras iniciais e preferenciais de colesterol, sugerindo
papel antiaterogénico de CETP. No entanto, este processo dimimi a concentragio
plasmatica de HDL, reduzindo os seus ecfeitos antioxidantes e antiinflamatorios

(BARTER e RYE, 2001).

2 - HIPERALFALIPOPROTEINEMIA PRIMARIA (HALP)

Inicialmente tida como familiar e associada a hipobetalipoproteinemia, a HALP
foi relacionada ao aumento da longevidade, secundario 2 baixa incidéncia de DAC. Ainda
que valores diminuidos de HDL-C possam estar relacionados ao desenvolvimento de
aterosclerose, nfo ha consenso em estudos populacionais sobre como se comportam
mdividuos com maior concentragdo de HDL-C (CASTELLI ef al., 1986). MATSUZAWA
et al. (1986) relataram dois casos de HALP severa, que apresentavam opacidade prematura
da cérnea e angina do peito, sugerindo que esta condicBio nfo seria benéfica e poderia
representar um mecanismo favorével ao desenvolvimento de aterosclerose. Estudos com
familias e irméos gémeos indicam que 40-60% da variagio de HDL entre os individuos é

determinada por causas genéticas (CORELLA et al., 2000).

A deficiéncia de CETP ¢ a causa mais freqiiente de HALP em populacdes
asidticas ¢ as mutagdes do gepe da CETP que a originam tém sido estudadas em pacientes
japoneses. Nesta populagfio estima-se que 2 deficiéncia de CETP seja responsavel por
61, 7% de HALP severa (> 100 mg/dL) e 31,4% de HALP moderada (>80 mg/dL)
(NAGANO ef al, 2002). Os casos identificados em outras populaches asidticas e

caucasianas ainda esto limitados a um pequeno ntmero.
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Os pacientes com HALP por deficiéncia de CETP apresentam pronunciadas
alteragdes bioquimicas e biolégicas nas lipoproteinas HDL e LDL (HIRANO er al., 2000},
Em pacientes homozigéticos, a concentraco de colesterol total encontra-se moderadamente
elevada, enquanto que a de HDL-C estd aumentada em 3-6 vezes, principalmente as custas
da subfracdo 2 da lipoproteina de alta densidade (HDL,}. As particulas de HDL, dos
mdividuos controles normais tém a capacidade de proteger os macrofagos do acumulo de
colesterol, quando incubadas com LDL acetilada, e de aumentar o efluxo de colesterol
proveniente das células. No entanto, em pacientes deficientes de CETP, as HDL,; ricas em
EC e pobres em TAG mostraram esta capacidade reduzida. Os receptores de LDL possuem
maior afinidade por estas particulas modificadas de HDL, mais do que pelas de LDL
normal. As apos Al, C-1II e E estdo marcadamente elevadas, enquanto a apo B estd normal,
ou discretamente diminuida. As particulas de HDL enriquecidas com apo E poderiam estar
relacionadas ao catabolismo mais lento de apoAl e apoAll (RADER et al, 1996). A
presen¢a de particulas HDL grandes, ricas em apo E, sfo aparentemente especificas da
deficiéncia de CETP, pois nfo sdo detectadas em HALP com atividade de CETP normal
(YAMASHITA et al., 1990).

Em pacientes mutantes homozigoticos, a habilidade das particulas de HDL para
efetuar o efluxo de colesterol de macréfagos mostrou que estas HDL, ricas em apo E, nfo
s80 boas aceptoras de colesterol. As HDI; e a subfracio 3 da lipoproteina de alta densidade
(HDL;) livres de apo E. apresentaram comportamento oposto. Estes dados sugerem que
particulas de HDL,, na deficiéncia de CETP, sfo desprovidas de fungfio antiaterogénica,
ndo tendo a habilidade adequada para remover o colesterol das células repletas de lipides,
favorecendo possivelmente o acumulo de EC nos macrofagos (ISHIGAMI ef ol , 1994). A
adicdo de CETP e HL ao plasma de pacientes deficientes em CETP originou lipoproteinas
de alta densidade, pobres em colestero! ¢ fosfolipides, que foram efetivas em promover o

efluxo de colesterol das células espumosas (YAMASHITA ef al., 1995).

A CETP € fundamental para converter pequenas particulas de LDL em
particulas maiores e mais homogéneas, ricas em EC; portanto, pacienies homozigdticos
para deficiéncia de CETP apresentam LDL pequenas e heterogéneas em gel de

poliacrilamida, consistindo em quatro ou cinco diferentes subpopulacbes, maiores ou
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menores do que as subclasses de individuos normais (LDL polidispersas)
(BISGAIER et al., 1991). Em contraste, as HDL s3o grandes, com mobilidade lenta no gel
de agarose e ricas em apo E (YAMASHITA er al., 2000). Utilizando-se métodos de
ultracentrifugacdo, foi demonstrado que as particulas de LDL dos mutantes para CETP
estdo distribuidas em um amplo espectro de densidade, sem pico proeminente, ao contrério
do padrdo fisiologico homogéneo em um espectro curto, com pico agudo. Esta condicdo
ocorre, possivelmente, pela reducdo do ritmo da produgio e aumento do catabolismo de apo
B, sugerindo conmtrole positivo dos receptores de LDL destes individuos
(IKEWAKI et al., 1995). No entanto, em estudo recente com pacientes portadores da
mutagdo D442G, analisando o padrio de tamanho de LDL em gel de gradiente de
poliacrilamida, foi encontrada maior concentragio de LDL de maior tamanho (padrio A)

nestes pacientes, © que corresponde a uma caracteristica  antiaterogénica
(WANG et al., 2002).

O risco de aterosclerose estd associado & heterogeneidade das particulas de
LDL, relacionada ao seu conteudo de hidroperdxido, que lhe confere distinta modificacio
oxidativa e capacidade de induzir apoptose nas células da parede arterial
(KONTUSH er al, 2002). As pequenas sub-fragdes de HDL possuem grande poder
antioxidativo, o qual encontra-se prejudicado na condigio de HALP
(KONTUSH er al, 2004).

A HALP foi descrita em outras situagdes. Estudos que obtiveram
superexpressio de ABCAI em camundongos demonstraram aumento de concentracio
plasmatica de HDL e ApoAl, facilitando o TRC. As particulas de HDL mostraram-se boas
aceptoras de colestercl, com aumento da concentragio de PL (VAISMAN et o, 2001)
(SINGARAJA et al, 2002).
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3- PROTEINA DE TRANSFERENCIA DOS ESTERES DE COLESTEROL (CETP)
a - Defini¢éo

NICHOLS e SMITH (1965) descreveram inicialmente a ocorréncia de
transferéncia reciproca de EC e TAG no plasma, e estudos posteriores caracterizaram como
fator especifico desta reacdo a CETP, responsavel pelo movimento de transferéncia dos EC,

TAG, retinil éster ¢ PL; sendo o processo deste ltimo elemento compartithado com a

PLTP (TALL, 1993).

O gene da CETP compreende 16 exons e 15 introns e esta localizado no
cromossomo 16 (16q12-16¢q21} (AGELLON et al., 1990). Em humanos, este gene codifica
um polipeptideo de peso molecular de 53.000 Daltons, que ¢ n-glicosilado em quatro sitios,
originando a CETP madura de 74.000 Daltons. Os locais de maior concentracio do RNAm
da CETP sio figado, bago e tecido adiposo e de menor concentragio, intestino delgado,
adrenais, rins e coracdo (JIANG er al, 1991). A CETP também foi encontrada nos
macrofagos (TOLLEFSON et al., 1985) e nas células do musculo liso da camada média da

aorta e nos mondceitos, em lesdes ateroscleroticas (ISHIKAWA er al., 2001).

A analise da seqtiéncia primaria dos 476 aminodcidos que constituem a CETP
indica que a proteina madura ¢ composta de 45% de residuos ndo-polares, sugerindo
natureza hidrofobica (DRAYNA et al., 1987). Estes residuos encontram-se inacessiveis &
fase aquosa, e localizam-se em uma espécie de bolsa hidrofobica, que permite sua ligacdo
com os lipides neutros (HESLER ef af., 1987). Em um modelo de agfio proposto para
CETP, os residuos C-terminais de 461-476 formariam uma hélice anfipatica cobrindo a
abertura da bolsa N-terminal. A transferéncia de lipides resultaria de uma desordem nos
lipides da superficie lipoprotéica, seguida de movimento de abertura da bolsa hidrofébica e
entrada da molécula de lipides neutros (BRUCE ef al., 1998,).

A biossintese da CETP ¢ regulada por fatores nutricionais, € © major
responsavel pelo aumento da massa, atividade, valores hepaticos e periféricos de CETP € o
contetido de colesterol na dieta. Estudos em diferentes espécies, demonstraram aumento da

atividade plasmatica de CETP por via transcricionzal, com aumento do RNAm da CETP
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(JIANG ef al, 1992; OLIVEIRA et al., 1996; LE GOFF et al, 2004) em animais
submetidos & dieta aterogénica, ou durante o estado pds-prandial (MOULIN, 1996). Esta
indugfo da expressdo génica da CETP parece estar relacionada ao pool de colesterol livre,
intracelular ou de membrana (QUINET er al., 1991).

b - Mecanismo de aciio

Quando considerada a concentra¢fio plasmatica relativa, cerca de 74% da CETP
apresenta associagio com a fragdo HDL, 24% com LDL e 1% com VLDL
(NISHIDA et al., 1993). Ocorre associagio preferencial da CETP com as pré-f-HDL e com
particulas de HDL que contém apoAl (FRANCONE ef ol., 1989). Apenas uma pequena
propor¢do da CETP ¢ encontrada em associagfo com particulas da HDL que contém apoAl
¢ apoAll (CHEUNG et al, 1986). No sexo masculino, a CETP distribui-se igualmente
entre as particulas de HDL com apoAI ou apoAl:AIl (MOULIN et al., 1994).

Ainda que cada lipoproteina plasmatica possa atuar como doadora ou aceptora
potencial, a concentracio relativa e contetido lipidico de EC e TAG, constituem os maiores
determinantes para a transferéncia liquida de lipides neutros
(MORTON e ZILVERSMIT, 1983). A transferéncia liquida de massa do TAG €
tipicamente observada de VDL para LDL e HDL, com transferéncia reciproca de EC de
HDL e LDL para VLDL (YEN e al, 1989). Na auséncia da proteina inibidora da
transferéncia de lipides (LTIP, lipid transfer inhibitor protein), tanto HDL como LDL
representam substratos equivalentes para CETP (SERDYUK e MORTON, 1999). Sabe-se
que no plasma humano ocorre a transferéncia liquida de massa do EC de HDL para LDL.
Aparentemente, as particulas LDL de subclasse com tamanho e densidade intermediarios,
sdo aceptoras preferenciais de EC, em detrimento das LDL de maior tamanho
(GUERIN er al, 1994,) (fig. 2).

Estudos in vifro mostraram que a atuagio de CETP interfere no tamanho da
particula de LDL, distribuindo-a em um perfil composto por LDL grandes, ricas em EC. Da
‘mesma forma, foi demonstrado que a atuacfio da CETP sobre HDL favorece a formacio de
pequenas particulas de HDL, inclusive HDL3, € HDL3, (LAGROST ef al., 1993), além da
pré-f-HDL (KUNNITAKE er af., 1992).
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Supbe-se que a remodelacdio intravascular da HDL pela CETP ocorre,
basicamente, por trés mecanismos, iniciando por uma acfo combinada da CETP e HL. A
CETP principia facilitando o enriquecimento das particulas de HDL com TAG, que ¢
hidrolisado posteriormente por HL, produzindo a reduc¢do do centro lipidico da particula
(LAGROST, 1997). As particulas resultantes sfio instdveis e originam duas particulas
distintas ¢ de pequeno tamanho: uma composta por centro hidrofobico e componentes de
superficie, e outra pobre em lipides, com conteido de apoAl, pouco colesterol livre e PL.
Na segunda etapa, a redugdo do tamanho do centro lipidico da particula de HDL resulta da
incorporagio lenta de TAG, que ocorre simultaneamente com a perda de EC; processos
estes mediados pela CETP, mas nfio pela HL. O segundo mecanismo envolve a formacfo
de um complexo ternario entre uma molécula de CETP e duas particulas de HDL. As HDL

se fundem no complexo terndrio, que se reorganiza originando trés particulas de pequeno
tamanho (RYE er al, 1997).

A transferéncia dos PL teria um papel na regulagio da atividade de CETP, pois
toi demonstrado que a PLTP estd associada ao aumento significativo da transferéncia de
EC de HDL; para VLDL (TOLLEFSON er al., 1988) e LDL (LAGROST erf al., 1994).

As apos Al e All s@o as proteinas mais abundantes nas HDL, e em menor
extensfo, as lipoproteinas ricas em TAG, como os QM ¢ os remanescentes de QM. A
apoAl estimula o efluxo de colesterol como potente ativador da LCAT, interferindo na
sintese de particulas de HDL. As apos Al e All atuam come ligantes do receptor de HDL
(COUILLARD ef al, 2003). Na cromatografia por afinidade foi demonstrado que HDL
pode ser separada em particulas contendo apoAl e particulas contendo apoAl e apoAll, e
que as concentragdes de apoAl estdo diminuidas em pacientes com DAC, sugerindo seu
envolvimento no processo antiaterogénico (CHEUNG e ALBERS, 1984). Foi demonstrado
que a maior parte de apoAl encontra-se em HDL,, enquanto que apoAl/apoAll sdo os
maiores componentes de particulas HDL; (BARTER e RYE, 1996). A apoAl aumenta a
transferéncia mediada por CETP entre emuisdes lipidicas ¢ L.DL, enquanto apoAll inibe a

sintese de pequenas HDL por CETP (RYE e al., 1992).

A concentracfio plasmatica de apoE correlaciona-se, positivamente, ¢om a
atividade da CETP (MARCEL ef ol , 1990). No entanto, a transferéncia de EC entre HDL ¢

lipoproteinas ricas em TAG ¢ maior em HDL pobre em apo E, sugerindo a atuagfo
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nibidora desta apolipoproteina nestas condi¢des (MARCEL ef al., 1983). No entanto, em
microemulsdes lipidicas, a apoE-recombinante mostrou atividade estimulante na
transferéncia de lipides (OHNISHI ¢ YOKOYAMA, 1993); possivelmente secundaria a
exposi¢io do centro lipidico para a interface superficial, facilitando a mteracio com CETP,
ou por aumento da afinidade de CETP pelas particulas de lipoproteinas
(KINOSHITA et al, 1993).

A apolipoproteina (a) (Lp(a)) ¢ uma subclasse de lipoproteina constituida de
particulas LDL-like, com contetido de apo (a) e apoB (SCANU e FLESS, 1990). Quando
ocorre reducdo de apo(a), a particula LDL-like assemelha-se lipoproteina L.DL, no que diz
respeito ao processo de transferéncia de EC. A apo(a) possivelmente reduz esta atividade,
por afetar a ligagio de CETP aos substratos lipoprotéicos ou aos lipides neutros
(GROENER e KOSTNER, 1987).

Ha evidéncias de que a LTIP interfere na atividade da CETP
(MORTON, 1999). A adicdo de LTIP ao plasma leva a redugio dose-dependente da
participacdo de LDL nos eventos de transferéncia de lipides, com maior efluxo de EC de
HDL. para VLDL, tornando a HDL melhor substrato para LCAT
(MORTON e GREENE, 1994). O TAG ¢ transferido para LDL em menor gquantidade,
aumentando a transferéncia de VLDL para HDL (MORTON, 1999). Na deficiéncia da
LTIP este efeito desaparece, o que leva alguns autores a sugerir que o processo de
transferéncia de lipides na HDL estaria sob controle de LTIP e ndo de CETP
(SERDYUK e MORTON, 1997).
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Fig 2 - CETP promove as trocas plasmaticas bidirecionais de EC(ester de colesterol) e
TAG (triacilglicerol). Grande parte dos EC se originam de HDL, na reagfio catalizada por
LCAT. TAG provém de QM intestinais ou de TAG secretados pelo figado. CETP promove
transferéncia de massa liquida de EC de HDL para VLDL e LDL e de VLDL para LDL e
HDL. TRC leva EC para o figado e inclui captagiio de HDL via receptor SRB-1,

*Baseada na figura de Barter et al (2003)

¢ - Fatores interferentes na funcéio de CETP
Dislipidemias

Foi demonstrado que a concentragfio plasmatica de CETP aumenta em 2-3
vezes nos individuos com hipercolesterolemia ou formas mistas de hiperlipemia, com a
participagio do TAG (GUERIN et al, 1996). A lipélise da VLDL pela LPL, estimula a
transferéncia de EC de HDL para VLDL, mediada pela CETP, fendmeno relacionado ao
acimulo de 4cidos graxos livres (AGL) na superficie de VLDL, o que aumenta a ligaco de

CETP com essas particulas (SAMMETT e TALL, 1985). A lipolise também aumenta a
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ligacio de CETP com HDL, enriquecendo a HDL com PL e AGL, tornando-a substrato
mais eficiente para CETP (TALL, 1986,). Adicionando AGL a uma mistura de VLDL e
HDL, a transferéncia unidirecional de EC de HDL para VLDL ¢ aumentada, favorecendo a
formacdo de pequenas particulas de HDL (CASTRO e FIELDING, 1988). Nas
lipoproteinas enriquecidas com colesterol nfo esterificado, verifica-se aumento da
transferéncia de EC da HDL para VLDL, atividade secundéria & menor transferéncia de
TAG de VLDL para HDL e relacionada & menor concentragiio de EC na superficie de
VLDL, por aumento do colesterol livre (MORTON, 1988).

A hipercolesterolemia do tipo IIA caracteriza-se por elevadas concentracdes de
CETP plasmatica (McPHERSON ef al., 1991), aumento na velocidade de transferéncia do
EC da HDL para as lipoproteinas apo B (GUERIN et al., 1994+ ), e de EC tanto para LDL
como para as subfracdes densas de LDL (GUERIN er al., 1994y,).

Na hipertrigliceridemia do tipo IV, o aumento da concentraciio e da quantidade
das particulas de VLDL estd associado ao aumento da transferéncia do EC de HDL para
VLDL, mediado pela CETP, enquanto que a concentragio de CETP nfo apresenta
modificagdes significativas (GUERIN ez al., 1994:). Nesta condicfio, a CETP ¢ considerada
pré-aterogénica, pois a transferéncia ocorre, preferencialmente, para as VLDL tipo 1
(VLDL1), que enriquecidas com EC, tornam-se precursoras preferenciais para particulas
pequenas e densas de LDL (PACKARD e SHEPHERD, 1997).

A hipercolesterolemia tipo IIb caracteriza-se por maiores concentracBes de
CETP (McPHERSON et al, 1991) e pela transferéncia liquida de EC de HDL para VLDL
aumentada, em comparaciic aos individuos normais. Os aceptores preferenciais de EC sfo
as particulas VLDL1 (GUERIN er al., 2003) e predominam as fragSes pequenas e densas de
LDL, LDL do tipo 4 e LDL do tipo 5 (DESAJER ef al., 1993).

Obesidade e Resisténcia Insulinica

Na obesidade, sfio caracteristicamente encontrados valores reduzidos de HDL-C
¢ aumento da massa e atividade de CETP, quando comparados os individuos obesos aos

ndo-obesos. B possivel que estas alteragSes estejam relacionadas 2 resisténcia insulinica
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(MACLEAN et al., 2001), porém o efeito supressive da hiperinsulinemia aguda no clamp
normoglicémico-hiperinsulinémico, em relagio a atividade plasmatica de CETP, ¢
controverso. Foi verificado que ao serem retiradas as varidveis de adiposidade, distribuic8o
de gordura corporal, diabetes e condi¢cfo fisica, a atividade plasmatica de CETP fo1
semelhante em individuos insulino-resistentes e insulino-sensiveis. Porém, ¢ possivel que 2
insulina aumente a depuragio de TAG, lipoproteinas e CETP durante o clamp, efeito
relacionado ao estimulo de LPL. Considerando casos em que coexistam reducio de CETP e
hiperinsulinemia, ¢ possivel que a hiperinsulinemia suprima a produgio de CETP, atuando

no sitio 4 jusante da transcrigdo (SUTHERLAND et al., 1994; BERTI ef al,, 2003).

Diabete melito (DM)

No DM tipo 1 € no DM tipo 2 a transferéncia de EC estd aumentada, em
contraste com a concentragio ¢ atividade normais de CETP, fato possivelmente explicado

pelo aumento de lipoproteinas aceptoras (BAGDADE et al., 1991).

No DM tipo 2, encontra-se freqlientemente a elevacio plasmatica de TAG,
VLDL e seus remanescentes, tanto em jejum como no periodo pos-prandial, predominando
as LDL pequenas e densas e valores de HDL-C abaixo da normal (GUERIN et al., 2001).
Comparado aos nio diabéticos e normolipidémicos, o processo de transferéncia dos ésteres
de colesterol mediado por CETP, de HDL para as lipoproteinas que contém apo B,
apresenta-se variavel, explicado em parte pelo diferentes graus de obesidade e/ou
hipertrigliceridemia dos grupos estudados: aumentado (GUERIN et al., 2001), inalterado
(DULLAART et al, 1999) ou reduzido (FIELDING er al, 1984). O grau de
hipertrigliceridemia interfere aumentando a velocidade de transferéncia de massa de EC da
HDL para as lipoproteinas que contém apo B. A CETP, ao transferir EC da HDL para as
VLDLI, contribuiria para a formagfio de LDL pequenas e densas (GUERIN et al., 2001).

No DM tipo 1, foram encontrados valores plasmaticos da HDL-C elevados e de
IDL-C e TAG diminuidos (NIKKILA, 1981). A atividade de CETP mostrou

comportamento diverso, conforme diferentes autores: reduzida (HAYASHIBE er a/., 1999),
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inatterada (KAHRI er al, 1993) ou aumentada (DULLAART er af., 1991). BERTI er al.
(2003) demonstraram no DM tipo 1, experimental, aumento da expressio da CETP

(RNAm e proteina), a qual foi reduzida com reposicdo de insulina.

Hormbnios tireideanos

Os hormdnios tircideanos interferem na expressio génica da CETP
(TAN et al, 1998; BERTI er al, 2001). A atividade da CETP estd aumentada no
hipertiroidismo e diminuida no hipotiroidismo, apesar de no Gltimo caso a concentragfio de
CETP estar normal (RITTER er ¢l,1996). O hipotiroidismo esta associado a valores
elevados de VLDL e LDL (DUNTAS et al., 2002), diminui¢io da atividade de CETP ¢
reducio da velocidade de transferéncia de EC de HDL para as lipoproteinas que contém

apo B (DULLAART, 1990).

Hormdnio do cresciimento

A deficiéncia do horménio de crescimento estd associada a um perfil
lipoprotéico aterogénico, com aumento dos valores de VLDL-C, LDL-C e menor
concentracdo de colesterol em HDL (CARROLL er al, 1998), além de redugfo na
concentracdo e atividade da CETP (CARRILHO et al, 2001). Pacientes acromegalicos
apreseniam caracteristicas associadas ac aumento da atividade de CETP, como o estimulo &
troca de lipides neutros entre particulas de LDI. e lhipoproteinas ricas em TAG, com a
formacio de LDL densas (TAN et al., 1997).

Estrogenos

A concentracfo plasmatica da CETP € mais elevada em mulheres e criancas
antes da puberdade, e estudos populacionais demonstraram que mulheres apresentam

valores 25% mais elevados da CETP do que os homens. A menopausa esté associada com o
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aumento dos niveis plasmdticos de LDL-C, das lipoproteinas ricas em TAG
(JENSEN ef al, 1990) e com o aumento da atividade da CETP plasmatica
(LEWIS-BARNED et al., 1999). A concentragfio plasmatica de CETP aumenta durante a
gestagio (SILLIMAN ef al., 1993). No entanto, experimentalmente, ndo foi verificada
reducio da expressio da CETP na insufici€ncia de esirogenos (CAZITA et al., 2003).

Sindrome nefrotica

Hiperlipemia associada a sindrome nefrética caracteriza-se por aumento do
colesterol plasmatico, VLDL, LDL e apoAl (FAUCHER er al., 1993). A CETP apresenta
concentragdo maior do que em normolipidémicos, associada & maior velocidade de
transferéncia de EC de HDL para lipoproteinas que contém apo B (MOULIN et al., 1992),
favorecendo assim a formacfo de LDL pequenas e densas (DEIGHAN ef al., 2001).

Tabagismo

No tabagismo ¢ descrito aumento de EC nas lipoproteinas que contém apo B,
diminui¢io dos valores de HDL-C e aumento de atividlade de CETP
(DULLAART et al, 1994,). Porém, trabalhos mais recentes mostraram diminuicdo da
CETP e PLTP nos individuos normolipidémicos fumantes, levando a aumento do contetdo

de PL em HDL (MERO ef af, 1998; ZARATIN ef al, 2001).

Etilismo

A ingestdo crénica de dlcool (> 75g/dia) aumenta a concentracio de HDL-C,
associada a redugfo proporcional da atividade de CETP (SAVOLAINEN et al., 1990).

Exercicios fisicos

A atividade fisica continuada, em pessoas previamente sedentarias e saudaveis,
provoca a redugio da CETP plasmética, aumento da concentragiio de HDL-C ¢ de apoAl
(SEIP et o, 1993; FOGER ef al., 1994), alteracSes essas reversivels apés uma semana de
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retorno ao sedentarismo (RITSCH et al., 1993). Foi demonstrado que apés a introdugio de
um periodo de exercicios, ocorre aumento da sensibilidade insulinica sem perda de peso,
além de reducio de atividade da CETP (MACLEAN et al, 2001). A menor atividade de
CETP aumenta os niveis de a-HDL, elevando seu contetido de EC e diminuindo o de TAG.
Em alguns estudos a atividade da CETP foi maior em atletas do que em sedentarios
(SASAKI et al , 1988; GUPTA et al., 1993).

Medicamentos

O tratamento da hipertrigliceridemia com fibratos, além de provocar a reduciio
plasmatica de TAG, reduz a transferéncia de EC da HDL para VLDL e LDL
(BHATNAGAR et al., 1992).

Pacientes diabéticos do tipo 2, quando tratados com genfibrozil, apresentaram
duplo efeito sobre a CETP plasmitica: redu¢fo da transferéncia liquida de EC pela
diminui¢3o dos aceptores plasmaticos de EC e aumento da atividade catalitica da CETP no
plasma (LAGROST, 1994). Os inibidores da HMG-CoA redutase, ao reduzirem a sintese
de colesterol, diminuem os valores de VLDL e LDL-C. Além disso, a pravastatina diminui
a atividade e massa de CETP (INAZU ef al., 1999) e a atorvastatina reduz a atividade de
CETP e a transferéncia preferencial de EC de HDL para VLDL (GUERIN ef af., 2000).

Pacientes tratados com probucol apresentaram redugfio dos valores de HDL-C,
acompanhada de alteragdes de algumas de suas caracteristicas: redugfio do seu tamanho e
contetido de EC, além de maior capacidade de efluxo de EC das células periféricas. A
maior atividade de CETP sugere aumento do TRC, com ativacio da transferéncia de EC
in vivo (ISHIGAMI erf al., 1997).

Os inibidores das proteases diminuem HDL e aumentam TAG, porém a
administra¢io de nevirapine mostrou-se capaz de melhorar o perfil lipidico de pacientes
aidéticos, em tratamento com anti-retrovirais. Foi demonstrada redugfio de lipoproteinas
apo B ¢ TAG, aumento dos valores de HDL-C e ApoAl, com redugio do enriquecimento
de HDL com TAG. Nio foi detectada, no entanto, modificagiio na concentracio de massa
de CETP (PETIT er al, 2004).
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4 - MUTACOES DO GENE DA CETP

Na regido codificadora ¢ nos limites exon/intron no gene da CETP foram
encontradas varias mutagGes e polimorfismos, em populagdes asiaticas e caucasianas, sendo
que apenas algumas se apresentam bem caracterizadas em estudos populacionais. A sua

expressdo fenotipica provoca vérias alteragBes no metabolismo lipidico (fig 3).

LCAT HL
HDL3 ""“"'""‘“’HDLz _‘“‘““HDLz R HDL3

_ » TAG — pobre
_' _ EC - rico :
EC CETP | TAG EC
H ! (Direto)
‘ ({Indireto) :
EC - pobre
et L DL i
LPL . HL
\

Parede arterial

Fig 3 - Auséncia de CETP: diminui o fluxo de EC das lipoprotefnas apo B e de TAG para
HDL;  As HDL, pobres em TAG parecem ser metabolizadas lentamente por HL e ocorre
redugdio do EC que vai por via direta para ¢ figado. A captacdo mdireta de TAG também ¢

reduzida, assim como a remociic de colesterol tecidual.

* baseada na figura de E. Quintao et al (1995)

a - Mutacio Int14A

KOIZUMI et al. (1985) foram os primeiros a descrever dois individuos com
HALP (HDL-C de 301 mg/dL e 174 mg/dL), reducio de atividade plasmaética da CETP ¢

auséneia de sinais clinicos ou histéria familiar de aterosclerose. BROWN ¢f al. (1989)
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posteriormente  estudaram quatro familias, com a andlise de 47 individuos
(INAZU et al., 1990), entre os quais 10 homo e 20 heterozigéticos. Desta forma foi
caracterizada a mutagéo pontual G 2 A, do tipo nonsense, na primeira posi¢io do intron 14

do gene da CETP, com parada no processamento normal do RNAm.

A prevaléncia dessa mutagfo, descrita em japoneses, alcanca 1-2% da
populaciio geral e 20% dos imdividuos HALP. A freqiiéncia alélica de individuos
heterozigdticos para Int14A ¢ de 1%, explicando, em associagdo com a mutagiio D442G,
5% mna variagdio da concentragio de HDL-C na populagdo geral japonesa
(INAZU et al., 1996). Num estudo com populagdo de 70 HALP norte-americanos, a
mutacdo Int14A foi detectada numa freqiiéncia de 0,7% (HILL ef al., 1997).

As freqiiéncias descritas para esta mutagio variam ligeiramente em cada
trabatho: HIRANO et al. (1993) encontraram em 171 HALP japoneses, 3,5% individuos
homozigoticos € 28,1% heterozigdticos. A freqiiéncia alélica relativa foi de 0.049. INAZU
et al. (1993) descreveram em 121 HALP japoneses, 21 mutantes. A freqiiéncia alélica foi
de 47,8% naqueles com HDL-C >120 mg/dL. Nos resuitados encontrados no Omagari
Study, em 104.505 japoneses e 168 HALP, foram encontrados 0,6% individuos
homozig6ticos e 27% heterozigbticos (HIRANO ef al., 1997).

b - Mutagiio D442G

Esta mutacfo do tipo missense foi descrita apenas em populagdes asidticas
(INAZU et al., 2000), e identificada préxima ao sitio ativo da terminacio carboxilica da
molécula, no exon 15 (TAKAHASHI ¢f i, 1993). Resulta em diminuicfio da biossintese e
atividade especifica de CETP em cerca de 30% quando comparada ao alelo selvagem,
apresentando uma variagio de 25-30% de atividade preservada em individuos
homozigoticos e de 60-85% em heterozigéticos (BOEKHOLDT e THOMPSON, 2003). Os
mutantes D442G heterozigdticos apresentam concentragio plasmatica de CETP similar aos
mutantes Intl4A heterozigéticos, porém valores mais elevados de HDL-C
(MOULIN, 1996).
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A prevaléncia de D442G em japoneses ¢ de 4,5-7% e 18% dos individuos com
HALP sdo afetados (INAZU ef al., 1996). Em uma populagio coreana esta mutacdo foi
responsavel por 5,9% da variacfo interindividual de HDL (SONG ef al., 1997) e em um
grupo de 16 heterozigéticos chineses estudados por HUI e al. (1997) ndo foi encontrada
HALP. No Honolulu Heart Program, estudo realizado com 3.469 americanos descendentes
de japoneses, a prevaléncia foi de 5,1% para D442G e de 0,5% para Intl4A
(ZHONG, 1996).

¢ - Outras mutacdes

Outras mutacdes foram descritas em pequeno numero de individuos ou
familias, ndo permitindo, até o momento, a realizacfio de estudos populacionais para avaliar
as suas relagdes com a aterosclerose. Nos casos descritos, ha como fator comum entre eles
0 aumento da concentragdo de HDL-C e diminuicio da atividade de CETP, que em
individuos homozigéticos pode estar ausente. Em algumas mutacdes foram identificadas
caracteristicas tals como: a reducdo dos valores de LDL-C em Y37X
(RITSCH et al., 1997), aumento de HDL, em G181X (ARAI ef al., 1996} e aumento de
TAG, apo Al e apo E em R268X (TEH et al, 1998). Alguns autores realizaram amplas
pesquisas buscando a identificacdio de outras mutagdes e polimorfismos, localizados no
gene da CETP (AGERHOLM-LARSEN ¢ al, 2000; CORBEX er al, 2000:
KLERKX er al, 2003). A descrigiio destes resultados, com suas respectivas localizacGes,

autores e prevaléncias estd na tabela 1.

5 - MUTACOES Int14A E D442G E SUA RELACAQ COM A ATEROSCLEROSE

Como a CETP ¢ a uinica proteina capaz de alterar a distribuicgo do colesterol
TAG entre as lipoproteinas plasmaticas, alguns autores acreditam que a sua inibicdo possa
ser utilizada no tratamento da aterosclerose, como instrumento de elevagdo da HDL-C.
Porém, apesar da relagio entre CETP e aterosclerose ser estudada ha mais de 10 anos,
persistem dividas quanto as evidéncias que suportam tanto o sen papel aterogénico, quanto

antiaterogénico. Em estudos com animais, a inibigio de CETP em coelhos, que possuem
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naturalmente alta atividade de CETP, ¢ consistentemente antiaterogénica
(RITTERSHAUS er al, 2000), porém a superexpressdo de CETP em camundongos
transgénicos, que sfo naturalmente deficientes em CETP, pode ser antiaterogénica
(FOGER et al, 1999, HAYEK e al, 1995), ou pré-aterogénica
(MAROTTI et al., 1993; PLUMP ef al., 1999) dependendo do ambiente metabdlico.

Em humanos, o conhecimento sobre as mutacdes de CETP evoluiu desde a
caracterizacdo dos primeiros individuos portadores, com estudo do fenétipo de homo e
heterozigdticos e suas familias, até a realizacdo de amplos estudos populacionais na

tentativa de verificar a sua relacfio com a aterosclerose.

INAZU et al. (1990) identificaram em algumas familias de mutantes portadores
de deficiéncia da CETP, maior incidéncia de DAC e descreveram opacidade da cornea e
DAC em um paciente homozigdtico (INAZU et al., 1994). Em outro estudo, abrangendo
maior numero de individuos, os homozigéticos para a mutagdo Int14A ndo mostraram
evidéncia de aterosclerose prematura e foram encontrados pacientes heterozigéticos com

grande longevidade (INAZU et al., 1990).

O Kochi Study (MORIYAMA er al, 1998) analisou japoneses que
apresentavam altos valores de HDL (>80 mg/dL)}, dos quais 25-40% eram deficientes de
CETP. A prevaléncia de DAC nos individuos com aumento da concentracio de HDL-C,
mutantes € ndo mutantes, foi semelhante. Este fato sugere que a deficiéncia de CETP ¢
antiaterogénica guando coexiste com esta condicic (FIELDING e HAVEL, 1996;
TALL ef al., 1997).

No Honolulu Heart Study (ZHONG ef al., 1996), ao serem avaliados homens
idosos normolipidémicos, de origem nipo-americana, foi encontrado maior indice de DAC
nos portadores heterozigoticos de D442G com valores de HDL-C entre 41-60 mg/dL,
quando comparados aos que apresentaram valores acima de 60 mg/dL. Estes individuos
com maior concentracdo de HDL-C apresentavam menor evidéncia de DAC, inclusive se
comparados aos mdividuos HALP sem deficiéncia da CETP (BARTER ef al, 2003).
Torna-se entdo dificil implicar a deficiéncia de CETP, por si s6, como causa de maior
mcidéncia de DAC, pois aparentemente é proteiora se acompanhada de aumento da

concentragio de HDL-C (BARTER ¢ RYE, 2001).

Fmtroducio Geral
68



Estudo com pacientes urémicos, submetidos a didlise, reforcou esta
possibilidade, pois verificou-se que os portadores da mutacio D442G com baixos valores
de HDL-C (< 45 mg/dL) possuiam aumento de 1.8 vezes no risco para DAC quando
comparados aqueles sem a mutagdo. Tal associac8o nfo ocorreu no grupo de mutantes com
maiores valores de HDL-C (KIMURA et dl., 1999), fazendo supor que a deficiéncia de
CETP pa mutagiio D442G, comporta-se como fator de risco cardiovascular quando os
valores da HDL-C estfo reduzidos (INAZU er al., 2000).

Resultados do Copenhagen Male Study (JEPPESEN et al., 1998) mostraram
que os efeitos pro-aterogénicos dos valores elevados de TAG, podem prevalecer ante os

efeitos antiaterogénicos de HDL-C, especialmente quando os valores desta apresentam
diminuicfo relativa (KAKKO ez al., 2000).

A pro-aterogenidade na deficiéncia de CETP em individuos heterozigbticos,
parece ser mais importante do que em homozigticos, j4 que a DAC prematura
(idade < 60 anos) nio foi encontrada em 44 homozigéticos avaliados. Uma possivel razdo
para tal fato seria o aumento dos valores da HDL-C, acompanhado de prejuizo de suas
qualidades antiaterogénicas, evidenciando um estado de efeitos antagbnicos na
aterosclerose, de quantidade e qualidade, no qual a baixa qualidade poderia predominar

quando os valores de HDL-C fossem relativamente mais baixos (INAZU ef al., 2000).

HIRANO ef al. (1995) demonstraram, em duas ocasibes, maior suscetibilidade
a doenga ¢ardiovascular em individuos homo ¢ heterozigéticos com deficiéncia de CETP.
Ao avaliarem 201 pacientes japoneses com HALP, encontraram 67% mutantes, dos quais
11,2% apresentaram DAC. No Omagari Study (HIRANO ef al., 1997) foram analisados
individuos em uma area no Japdo pa qual a mutagio Int14 A estava presente em freqiiéncia
muito elevada, entre 10 e 20 vezes major do que em outras regides do pais. A prevaléncia
da mutagfo Int14A e a presenca de HALP mostraram declinic com a idade. Ficou
demonstrada uma correlagio inversa entre HDL e alteragdes isquémicas no ECG apenas em
uma faixa de valores da HDL-C menor do que 70 mg/dL; acima desta foi demonstrado
aurmento da incidéncia de isquemia. Estes resultados sugerem que a deficiéncia de CETP

no estd associada com a longevidade ¢ poderia ser aterogénica (HIRANO ef al., 2000).
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Além dos resultados acima descritos, convém considerar que: observando a
raridade em encontrar DAC nas familias de japoneses com mutagdes, o fenotipo de HALP,
com a relativa diminuiciio de lipoproteinas que contém apo B, poderia ser antiaterogénico
(INAZU et al., 1990); algumas familias japonesas s#io portadoras de deficiéncia genética de
CETP associada a deficiéncia de HL (BARTER e RYE, 2001), podendo apresentar nesta
situagio alto risco para desenvolver aterosclerose (HIRANO et al., 1995) e que uma anélise
prospectiva, realizada abrangendo um periodo de sete anos, nfo encontrou relacfio entre
mutagdes heterozigéticas de CETP com DAC ou acidente vascular cerebral
(BARTER ef al, 2003). E preciso considerar o pequeno nimero de pacientes
homozigbticos avaliados (LE GOFF et al, 2004) e a baixa prevaléncia de DAC
caracteristica da populagiio japonesa, o que dificulta a comparagfio da prevaléncia de

doenca vascular secundaria & deficiéncia de CETP com a da populagdo geral
(INAZU et al., 2000).

6 - POLIMORFISMOS DO GENE DA CET?P

Alguns polimorfismos de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP),
encontrados no locus do gene da CETP, sfo capazes de interferir funcionalmente nos
individuos normais, com resultados varidveis em valores plasmaticos de HDI~C
(RARTER e RYE, 2001) ou nas concentragdes de CETP, o que faz supor que estejam

localizados dentro de regides regulatorias de transcrigdo (LU ef al, 2003).

a - TagIB e sua relacfio com a aterosclerose

Relatado por KONDO e al (1989), o polimorfismo TagiB, com
comprometimento do nucleotideo 277 do primeiro intron do gene da CETP, € o mais

estudado e descrito tanto em populagdes orientais quanto em caucasianas.

Devido a sua localizagfio, nfo seria esperado que influenciasse a regulagio
transcricional de CETP ou o processamento de RNA, mas que funcionasse apenas ¢omo

marcador de outros polimorfismos que realmente afetam a expresséio do gene da CETP.
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Porém, estudos com diferentes populagBes encontraram associag@io do alelo B2 com
diminui¢io moderada de atividade de CETP, aumento da concentragio de HDL-C
(BANSAL ef al., 2002) e posteriormente, menor risco para DAC (FREEMAN ez al., 1994;
HANNUKSELA et al., 1994). No entanto, varios estudos com a populagio japonesa, cujos
valores de HDL-C sfio geralmente mais altos do que os da populagiio ocidental, mostraram
a fregiiéncia do alelo B2 mais baixa do que a da populagio caucasiana, além de nao ser
encontrada associacio com aumento da concentragdo de HDL-C (GOTO et al, 2001).
Outros trabalhos demonstraram associagfio do polimorfismo TaglB com a concentraciio de
HDL-C, mas nfio com CETP (FUMERON er al, 1995; BERNARD e al, 1998),

evidenciando assim resultados bastante distintos.

No Framingham Offspring Study (ORDOVAS e al., 2000), os pacientes
homozigéticos para o alelo Bl do polimorfismo TagIB mostraram os valores mais altos de
CETP e mais baixos de HDL-C, ao serem comparados com individuos B1B2 ou B2B2.
Aqueles com alelo B2 apresentaram indicios de risco reduzido para DAC, porém tal relagéo
foi verificada apenas no sexo masculino. Individuos B2B2, ndo fumantes, apresentaram
reduciio em 30% do risco de sofrerem um evento cardiovascular, independentemente do
consumo de 4lcool e do indice de massa corporea (IMC), possivelmente por associagio

com a concentragdo de HDL-C (FREEMAN et al., 2003).

Conforme resultados do Regression Growth Evaluation Statin  Study
(REGRESS) (KUIVENHOVEN éf al., 1998), o polimorfismo TagIB influencia ndo apenas
as concentragdes de CETP ¢ HDL-C, mas também interfere com o grau de regressdo da
aterosclerose coronariana em resposta ao tratamento com pravastatina, mostrando boa
resposta nos gendtipos B1B1, mas nfio nos B2B2. No entanto, os portadores B1B1 em
tratamento com placebo evoluem de forma mais grave para a aterosclerose coronariana do
que os B2B2. Isto sugere que em pacientes hipercolesterolémicos, maior concentragio de

CETP associada a valores mais baixos de HDL-C conferem maior aterogenidade.

Neste mesmo estudo, a maior progressio da DAC, nos portadores do alelo Bl
de TaqlB, foi associada ao menor didmetro do limen vascular destes individuos
(KUIVENHOVEN er al., 1998). Dados semelhantes foram encontrados no Veterans Affair
HDL Cholesterol Intervention Trial (VA-HIT) (BROUSSEAU et af., 2002) ¢ em um estudo
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com pacientes submetidos a transplantes renais (RADEAU ef al., 2001). Em populagdes
menores, portadores do alelo Bl também eram portadores de fatores de alto risco para DAC
(DURLACH et al, 1999; MEGURO er al, 2001). O Physiciasn’s Health Study
(LIU et al., 2002) ndo comprovou diferenga no risco de doenca coronariana entre os
diferentes  gendtipos  do polimorfismo TaglB. O Reykjavik  Study
(EIRIKSDOTTIR ef gl., 2001) demonstrou menores valores de HDL-C e maior risco de
DAC, em homozigdticos B1B1.

Para avaliar a freqii€ncia do polimorfismo TaglIB e seu efeito sobre a atividade
de CETP e valores de HDL-C, minimizando a influéncia de fatores ambientais, foi
realizado recentemente um estudo populacional no qual foram coletadas amostras de varias
dreas do Japdo (IKEWAKI ef ai., 2003). Os grupos foram separados por sexo, 0 que ndo é
usual em outros estudos. Foi demonstrado que a CETP atuou como fator independente para
a diminui¢do de HDL-C e de LDL-C e que o alelo B2 estava associado com menor
atividade/massa de CETP e maiores valores de HDL-C, quando comparado ao alelo B1. O
polimorfismo TagIB nfo alterou a concentragiio de LDL-C, apesar da atividade de CETP
estar associada positivamente aos valores de LDL-C em estudos anteriores. A freqiiéncia de
40% do alelo B2, neste estudo, foi idéntica & da populagio caucasiana
(BERNARD er al., 1998; KUIVENHOVEN et ol., 1998).

E provavel que a associacdo do polimorfismo TagIB, com o risco
cardiovascular e a concentragdc de HDL-C, esteja relacionada a mecanismos ainda
desconhecidos de protecio da HDL contra a DAC. O TRC poderia explicar essa
assoclacdo, pois alguns autores ndo encontraram risco diferencial para DAC entre
heterozigotos BIB2Z e homozigotos BIBI1, apesar dos primeiros terem valores
intermediarios de HDL-C. Talvez outro mecanismo desconhecido esteja envolvido neste
processo, e as variagdes no gene da CETP nesta populag8o teriam impacto significativo em
DAC, independentemente dos valores de HDL-C e do tamanho de LDL
(FREEMAN et al., 2003).

Ha possibilidade de que o polimorfismo TaqIB afete a CETP ¢ HDL-C de
forma independente, por meio de associagdes com até dois outros polimorfismos funcionais

(INAZU ez al., 2000). A variagio alélica do promotor 629-C >A foi encontrada em forte
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desequilibrio com TagIB e associada com massa reduzida de CETP e valores altos de
HDL-C (DACHET et al, 2000). Outros sugerem que os efeitos de TaglB poderiam ser
determinados por uma interligagfio de TaqIB com [gaaa]n, um tetranucleotideo altamente
polimérfico no promoter da CETP (CORBEX er o/, 2000). A repeti¢do [gaaaln também
poderia ter efeito direto em HDL, sem afetar a CETP (LU ez al,, 2003).

b - 1405V e sua relacio com a aterosclerose

Dentre outras variantes alélicas estudadas estd o polimorfismo I405V, situado
no exon 15, que leva a substituigdo do aminodcido isoleucina pela valina na posigao 405, e
é encontrado em asiaticos e caucasianos. Este polimorfismo estd presente em 30-40% das
populagdes estudadas, com alta prevaléncia européia (FUNKE ef al., 1994). A freqiiéncia
do alelo 405V é de 0,28 nos europeus (GUNADSON ef al, 1999) e teve prevaléncia
semelhante nos participantes do Honolulu Heart Program (ZHONG et al., 1996).

O polimorfismo 1405V afeta a estrutura priméria de CETP, ¢ nfio a sua massa
plasmética, porém alguns trabalhos demonstraram a sua associagdic com DAC
(AGERHOLM-LARSEN er al., 2000; TAKAHASHI ef al., 1993). O alelo menos comum
(405V) foi associado a menor concentraciio de CETP e ao aumento dos valores de HDL-C
em cerca de 10% dos casos (FUNKE ef al., 1994). Em uma meta-andlise, comparativa de
405V e 4051, foi encontrada uma associag8o mais fraca entre a concentragio de HDL-Ce a
massa/atividade de CETP nos individuos 405V. Efeitos sobre DAC foram inconclusivos
(AGERHOLM-LARSEN er al, 2000), porém h4d um estudo em que a prevaléncia de DAC
aparentemente estava aumentada em homens com genétipo VV ¢ maior concentracdc de
TAG (BRUCE et al., 1998). Estes resultados sfio diferentes dos encontrados no Stanislas
Study (PALLAUD et al., 2001), no qual este polimorfismo ndo mostrou associagio com

gualguer pardmetro lipidico.

No Copenhagen City Heart Study (AGERHOLM-LARSEN er al, 2000),
mulheres homozigéticas € heterozigdticas para o alelo 405V mostraram aumento de

HDL-C, porém maior incidéncia de DAC, fate este que nfio foi verificado em homens. Os
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resultados do Hononulu Heart Study (ZHONG et al., 1996) mostraram pouco efeito sobre
atividade de CETP e aumento dos valores de HDL-C entre 9-8%. Em individuos com
hipertrigliceridemia (> 165 mg/dL) e portadores do gendtipo VV, a prevaléncia de DAC
mostrou-se aumentada, compativel com a evidéncia de que o gendtipo que confere valores
mais baixos de CETP ¢é pro-aterogénico em camundongos hipertrigliceridémicos
(HAYEK et al, 1995). Com a reduciio dos valores de CETP associados a 405V,
aparentemente existe maior risco cardiovascular na presenca de hipertrighiceridemia, pois o
indice da espessura arterial da camada intima-média (IMT) da car6tida, esteve aumentado
nos portadores de VV com valores de TAG maiores que 122 mg/dL e em etilistas
(BRUCE et al., 1998s).

¢ - Qutros polimorfismos

Até o momento, cerca de trinta polimorfismos do gene da CETP ja foram
descritos, indicando que este locus é altamente polimérfico. Muitos deles correspondem a
polimorfismos de um Gnico nucleotideo e localizam-se na regido promotora do gene, nos
introns ou exons, ou na regido flanqueadora 3°. Alguns sfo encontrados com maior
freqiiéncia, mas parecem ter pequena interferéncia na funcéo da proteina, enquanto outros
apresentam efeitos importantes, e hi os que nfio foram bem caracterizados. Naqueles em
que ha descrigiio das manifestacdes fenotipicas, sdo referidos o aumento da concentragio de
HDL-C e diminuigio da atividade de CETP, que em homozigdticos pode estar totaimente
ausente. Alguns apresentaram caracteristicas tais como, ¢ aumento do tamanho de LDL
(DACHET et al., 2000) e diminui¢io de HDL-C (FREEMAN ef al., 2003) em C-629 > A.
O polimorfismo G+1696/ex16A foi estudado em uma populagio finlandesa, mostrando
atividade diminuida de CETP, mas sem alteragdes no perfil lipidico
(TAMMINEN et al., 1996).

Entre os polimorfismos mais bem estudados do gene da CETP, esta 0 R451Q,
localizado no exon 15, que resulta na substituicdo de uma arginina pela glicina na posi¢do
451. Foi descrito em populagdo caucasiana no Copenhagen City Heart Study
(ANGERHOLM-LARSEN e al, 2000), com freqii€ncia alélica de 0,07% em
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heterozigbticos, e por KAKKO er al., (1998) que caracterizou maior indice de DAC nos
portadores, quando comparados ao restante da populacio analisada. Por ocasido do
Copenhagen City Heart Siudy (ANGERHOLM-LARSEN ez al. 2000), também fol
identificado o polimorfismo A373P no exon 12, caracterizado por substituicdo de alanina
pela prolina e presente nesta populagdo com freqiéncia de 0,10 % de heterozigoticos.
Porém seus efeitos siio duvidosos, com aumento (FUNKE ef al., 1994) ou diminuicdo da
concentragio de HDL-C (ANGERHOLM-LARSEN et al, 2000). O polimorfismo
C-629 >A na regiio promotora do gene da CETP foi estudado no ECTIM Study
(DACHET et al., 2000), mostrando freqiiéncia alélica de 0,53% em heterozigdticos, ¢
também no West Scotland Coronary Prevention Study (FREEMAN et al., 2003), que

evidenciou associacdo do gendtipo AA com reducdo do risco para DAC.

A descricio de outros polimorfismos, com suas respectivas localizacdes,

autores e casos estudados esta na tabela 1.
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Tabela 1 - Algumas Mutacées ¢ Polimorfismos do gene da CETP

HALP, hiperalfalipoproteinemia; HE, heterozigdticos; HO, homozigdticos

Variacio Localizacio Autores e Prevaléncia
G309X Exon 10 Goteda er &l. (1993): 0,.8% da populagiio japonesa
GLN 309-»STOP (nonsernse)
A38X Exon 2 Funke e al. {1994} 1 caso
(38ALA—=> STOPY-1C) {nonsense) em caucasianos
C+8/in7T intron 7 Fumeron ¢/ al. (1993)
(C /M Frequénca alelos: 0,592 / 0,408
INTRON 18 G Intron 10 Sakai et ol (1996):
(GT / GG splice defect) 1 caso HO japonés
G181X Exon 6 (nonsense) Arai ef al. (1996): metade dos mdividuos com

(GLY —=» STOP)

mutacio também no intron 14
294 HALP japoneses((,34% HO ¢ 1,36% HE)

Fregfiéncia alélica em HALP: 0,612

R268X Exon 9 fronsense) Gotoda er al. (1993)
{268 ARG »STOP) Teh et @l {1998): 1 caso HO norte americanc / em

caucasianos

G+5247 Regido 3 Corbex er ol. (2000)
(G/T) 0,697 /0,303

C-631 A Regidio promotora 57 (poli) Dachet er al. 2000}

(C/A) Corbex et al. (2000)

115iP Exon S Magane et af. (2002)
(T/0C) em japoneses
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7 - AVANCOS TERAPEUTICOS

Estudos utilizando véarios métodos de inmibicio da atividade de CETP
(anticorpos monoclonais, oligonucleotideos antisense, vacina contra CETP, mibidor
especifico de CETP) demonstraram que coelhos, que possuem alta atividade de CETP e sdo
extremamente susceptiveis a aterosclerose (HA e BARTER, 1985; SPEIJER ef al., 1991),
apresentaram tedugfo do colesterol plasmatico total, aumento da HDL-C e de RNAm do
receptor hepatico de LDL, além de valores inalterados de TAG (SUGANO et al. 1998),
quando submetidos a algum destes procedimentos. A imunizagio de coelhos, com um
peptideo contendo uma regido da CETP essencial para a atividade de transferéncia dos
lipides neutros, reduziu em 40% a superficie da 4rea aterosclerdtica, comparada com o0s

coelhos que nfo foram vacinados (RITTERSHAUS ef al., 2000).

Estas informacées evoluiram para a obtengo de um inibidor quimico de CETP,
o JTT-705, que atua ligando-se a Cys 13 (OKAMOTO et al., 2000). Atualmente estdo
sendo testados medicamentos em humanos, como o torcetrapib, com o mesmo principio de
inibi¢iio de CETP. O primeiro de dois estudos mostrou resultados nos quais houveram
aumento de HDL-C entre 16-91%, elevagio de ApoAl e reducdo de apo B
(CLARK et al., 2004). No segundo ocorreu aumento de HDL-C para valores entre 61-106
%, além de reduciio dos valores de LDL-C, com ou sem associagio deste medicamento com

estatina (BROSSEAU ef al., 2004).

8 - OUTRAS PROTEINAS E ENZIMAS QUE ATUAM NA MODULACAO DE HDL
a - Lipase Hepatica (HL)

Definicio e mecanismo de aclo

A HL — ou triacilglicerol lipase hepatica — € uma glicoproteina que catalisa a
hidrolise de TAG e PL das lipoproteinas, apresentando capacidade de tri, di e
monoglicéride-hidrolase, além de fosfolipase (HEGELE ef al., 1998). A maior parte da HL
¢ sintetizada e secretada pelo figado e liga-se aos proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG)
na superficie dos sinuséides das células endoteliais, além da superficie externa dos

microvilos das células parenquimatosas do espago de Disse (RAMSAMY er al., 2000).
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A inibicdo lipolitica estd associada & habilidade diferencial que tém as
Iipoproteinas de remover HL de HSPG, pois enquanto LDL ¢ VLDL sfo incapazes de
deslocar HL, a HDL facilmente o faz, com a participagio de apoAl. A HDL, estimula a
hidrolise de TAG de VLDL mediada por HL, enquanto HDL; a inibe
(RAMSAMY ef al., 2003). Ha evidéncias de que a HL desempenha papel importante na
conversdo de HDL; em HDL;, reduzindo a concentraciio de PL e TAG na subfracio HDL,
(RAO et al., 1982). Demonstrou-se que o catabolismo da apoAl da HDL requer a fungio
lipolitica da HL, enquanto que o catabolismo de apoAll ocorre independeniemente da
lipolise (DUGI ef al., 2000). A deficiéncia da HI. origina HDL ricas em TAG, gue sdo bons
substratos para a atuacfio de LPL (ALARCON et al., 2004).

A HL, juntamente com os HSPG, com o receptor SR-BI e com a proteina
semelhante ao receptor de LDL-like (LRP: LDL receptor related protein), tem a fungio de
estimular a captagio hepatica de lipoproteinas, tais como os remanescentes de lipoproteinas
ricas em TAG, particulas de LDL e HDL (BRUNDERT ef al., 2003).

Polimorfismos do gene da HL.

O gene da HL estd localizado no cromossomo 15 (15g21) e € composto de nove
exons, com cerca de 35 kb de DNA (TAHVANAINEN ef o, 1998).

Ha multiplas evidéncias de que a atividade de HL € um dos determinantes da
concentragdo plasmatica da HDL-C, contribuindo para as diferencas intra e
interindividuais, e que se cormrelaciona diretamente com a concentragio de TAG
(COHEN et al., 1999). Estudos com irmfos gémeos demonstraram que a atividade de HL ¢
fortemente influenciada por fatores genéticos (KUUSI ef al.,1978) e analises de 80 familias
nucieares  americanas, indicaram que polimorfismo(s) no gene da HL
(ou gene muito proximo} € (sfo) responsivel (veis) por 25% da variagio da HDL-C
plasmatico (COHEN et al., 1994).

AGERHOLM-LARSEN et al(2000) genotiparam 9121  individuos
provenientes do Copenhagen City Heart Study (456 dos quais com DAC) e 921 pacientes

dinamarqueses com DAC, para os polimorfismos de nucleotideo tmico (SNPs) -216, -480 ¢
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-729 na regifio promotora do gene da HL (LIPC). Comparados com o alelo selvagem, os
valores de HDL-C e apoAl apresentaram-se mais elevados em individuos homo e
heterozigbticos. Apos ajuste para os valores de HDL-C, eles apresentaram risco
paradoxalmente aumentado para DAC, particularmente aqueles que também eram
portadores do genotipo epsilond/3 do polimorfismo da apo E. Este fato sugere que sob
certas circunstincias, o aumento dos valores de HDL-C pode ndo ser protetor
(ANDERSEN e al., 2003). Resultado semelhante ndo foi encontrado em 46% dos
finlandeses que participaram do European Atherosclerosis Research Study II (EARS)
(JANSEN et al., 1999), identificados como portadores do polimorfismo de HL na posicio
-480, nos quais ndo foi demonstrada a presenca de aterosclerose prematura
(MURTOMAKI er al., 1997).

GUERRA ef al. (1997) realizaram o sequenciamento de regides chaves do gene
da HL. para identificar os polimorfismos em LIPC que pudessem conferir variagdes
hereditarias nas concentracdes de HDL-C plasmaticas. Quatro polimorfismos, designados
como -250 G—A, -514 C—>T, -710 T-—C e -763 A—G, foram identificados na regido 780
bp 4 montante do inicio da transcri¢do (COHEN er al, 1999). O estudo do metabolismo
lipidico destes pacientes mostrou conversdo normal de grandes para pequenas VLDL e
impedimento da conversio destas para IDL, bem como de IDL para LDL
(DEMANT et al., 1988). Foram encontradas HDL e LDL grandes e enriquecidas com TAG
(AUWERX ef al., 1989). Porém, ao se analisar a significincia destes quatro polimorfismos,
utilizando 2 técnica de transfeccio tramsitoria nas células HepG2, ndo foi evidenciada

contribuicio significativa de nenhum deles no ritmo basal de trapscricio de HL
(VAN'T HOOEFT et al., 2000).

Em pacientes portadores das mutagdes R186H, S267F, L334F, ¢ T383M foram
encontradas disparidades entre o fenétipo bioquimico e a susceptibilidade para
aterosclerose (HEGELE et al,, 1993; KNUDSEN et al., 1996; KNUDSEN et al., 1997). A
diferenca entre estes fendtipos poderia ser explicada pela presenca de outras

hiperlipidemias, que interferissem em suas modulacdes (HEGELE ef al., 1998).

Varios outros polimorfismos em LIPC, que ndo afetam a atividade de HL,
foram descritos; como V73M e N193S (HEGELE e ol 1998) e V133V, T202T, T457T,
G175G e T344T (KNUDSEN ef al., 1996; TAKAGI et al., 1996; MORI ef al., 1996).
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Polimorfismo -5147T

O polimorfismo -514T foi identificado como uma substituicdo C—T na
posicio 514 & montante do inicio da transcrigio, na qual a atividade transcricional
promotora é de aproximadamente 70% (DEEB e PENG, 2000). Este polimorfismo esta
mais relacionado ao tamanho e densidade de LDL e de HDL do que as suas concentracfes
plasmaticas, mostrando associagfo com maior concentragio de colesterol em particulas
grandes e leves de HDL, (COUTURE er al., 2000). O alelo T apresentou associagio com
particulas contendo apoC-1II ¢ apo B; porém alguns estudos ndo encontraram associago

entre este polimorfismo e concentracéo de HDL-C (SU et al., 2002).

O alelo —514T ¢ menos comum e foi demonstrada associacdo entre o genotipo
TT (exclumdo condig¢bes interferentes, como diabetes e tabagismo) e altas concentragbes de
HDL-C plasmatico, em homens homozigdticos, mas nfo em heterozigéticos ou mulheres,
que apresentaram moderado aumento de HDL-C (JANSEN er af., 1997). Considerando-se a
atividade plasmatica da HL pds-heparina, o alelo -514T mostrou associagfo com menor
resposta ao estimulo, tanto em homens como em mulheres na pré-menopausa
(CARR er al, 2001). HIRANO er al (19935) verificaram que a atividade de HL fo1
significativamente menor em heterozigéticos para deficiéncia de CETP com DAC,
comparados aos nfo afetados. Em homens normolipidémicos portadores de DAC, foi
demonstrada menor atividade de HI pos-heparina, além de prejuizo do clearence

pOs-prandial de lipoproteinas (GROOT et al., 1991).

Em estudo de JANSEN ef al. (1999) foi demonstrada associaco entre atividade
diminuida da HL e aumento do concentracio de HDL-C, em fithos sauddveis de homens

com DAC precoce, provenientes de varias regides da Europa.

Freqgiiéncia significativa do alelo —514T foi observada em americanos de

descendéncia africana, japonesa e hispanica (HAFFNER et al., 1999).

Polbmorfisme -586 T/C

Estudo realizado com pacientes chineses portadores de DAC, identificou um
polimorfismo com nucleotideo ¥mico em LIPC, e que nfio estava em desequilibrio de

ligacdo com outros polimorfismos. Os pacientes, com o diagnostico estabelecido por
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angiografia, apresentaram maior nimero deste polimorfismo quando comparados aos
controles. Neste estudo foi encontrada associagfo com variagio plasmatica na concentracio
de HDL-C, sugerindo que o polimorfismo ~586 T para C afetaria diretamente a expressao

de HL (SU et al., 2002).

Polimorfismo -250 G/A

Variante presente em LIPC, associado com diminuicfo da atividade de HL,
aumento de HDL, e particulas de LDL com menor densidade. Em um estudo com 57
mulheres pré-menopausadas saudaveis, este alelo mostrou-se associado com reducdo da

atividade de HL (CARR er al., 1999).

Polimorfismo 480 C/T

JANSEN ez al.(1999) analisaram o genotipo de 18 individuos com atividade
haixa de HL e DAC angiograficamente documentada, sequenciando nove exons e parte do
promotor do LIPC, ndio encontrando mutagdes estruturais nestes segmentos. No entanto,
50% dos pacientes apresentaram uma substituicio C para T no nucleotideo ~480, mais
freqiiente nos pacientes com DAC, do que nos controles. A especificidade da HL néo
estava afetada, porém a sua massa e atividade estavam reduzidas. A avaliagdo da reserva de
fluxo coronariano foi comparada com homens jovens e saudaveis, para avaliar disfungio
vascular antes do aparecimento de lesdes angiogrificas, mostrando associagdo deste
polimorfismo com modificagio da reatividade coronariana. Este fato sugere possibilidade

deste polimorfismo ser um fator de risco para a DAC.

Hi. e Aterosclerose

Viérios grupos investigaram a associacfo da atividade de HL em polimorfismos
na regiio LIPC com o risco de DAC (JANSEN er al, 2002). Os resultados s&o
controversos, mostrando incidéncia aumentada de DAC nas mutagbes que levam a
deficiéncia completa de atividade da HL, o que contraria a crenga de que © aumenio da

atividade desta enzima seja pré-aterogénico. O efeito final poderia ser resuitado da
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modulagio de outras alteracdes lipidicas, como o aumento dos valores de LDL-C e/ou
regulacdo genética de outras enzimas envolvidas no metabolismo lipoprotéico, como PLTP,
LPL e CETP (BRUNZELL ¢ DEEB, 2001). No entanto, deve-se considerar que a HL
desempenha outros papéis potencialmente antiaterogénicos, como o estimulo & captacio

hepatica de HDL-C, que ocorre no TRC (ZAMBON et al., 2003).

Quando apresenta atividade aumentada, a HL leva ao aumento da prevaléncia
de particulas aterogénicas, pequenas e densas de LDL, com maior risco para DAC. Este
efeito foi observado em homens, comparados a mulheres pré-menopausadas e individuos
obesos, comparados a magros. Se a atividade de HL esta reduzida, com os valores de
LDL-C normais/diminuidos, pode haver prejuizo do TRC e do catabolismo de

remanescentes, mas com baixo risco de aterosclerose (ZAMBON er al., 2003).

Considerando que grande parte dos resultados dos estudos da relacfio entre
atividade da HL e DAC sdo produtos da andlise de pequenos grupos, casos-controles, e
portanto, controversos, COHEN et al. (1999) analisaram estatisticamente dois estudos com
grande numero de individuos. JANSEN er al. (1997) encontraram maior freqiiéncia de
DAC documentada por angiografia em 782 homens, nos quais o alelo ~514T era mais
freqliente. O estudo de SHOHET er al (1999) comparou voluntirios saudiveis com
portadores de aterosclerose coronariana, igualmente comprovada por angiografia, e
pacientes com doenca coronariana sintomatica e outros sem sintomas. Qs resultados
indicaram que a prevaléncia do alelo —5147T foi insignificante nos pacientes com DAC, em
relacdo aos controles. A andlise estatistica rigorosa, ao comparar os dados dos dois estudos,
mostrou uma freqii®ncia idéntica deste alelo entre pacientes e controles, sugerindo que se
hé alguma magnitude de risco atribuida a este alelo, é minima (COHEN ef al., 1999). No
entanto, FAGGIN ef al. (2002), encontraram associacio de —514 C para T com placas
aterosclerdticas instaveis, sendo que o gendtipo CC mostrou maior incidéncia de eventos

isquémicos cerebrovasculares do que pacientes CT/TT.

Devido aos miiltiplos papéis metabolicos desempenhados por HL, é dificil
concluir neste momente o seu papel aterogénico potencial. Considerando-se os dados
disponiveis, poderia se afirmar que se HL metaboliza HDL e apresenta-se com funcdo
diminuida, o efeito de aumentar a concentracio de HDL-C nfio estaria associado a um

maior risco de aterosclerose (THUREN, 2000).
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b - Lipoproteina Lipase (1.PL)

Definicao ¢ Mecanismo de Aciio

A enzima mais importante no metabolismo intravascular das lipoproteinas
pos-prandiais, ricas em TAG, € a LPL. Nos tecidos, ¢ sintetizada e secretada na forma
catalitica e entfio transportada para a superficie do endotélio capilar daquele tecido

(GOLDBERG, 1996).

Suas principais fungdes sdo de hidrolisar as lipoproteinas ricas em TAG, QM e
VLDL, fornecendo acidos graxos para os tecidos alvo (SEMENKOVICH ez al., 1989).
Além disso, interage com lipoproteinas, independentemente de sua atividade lipolitica,
facilita a hidrolise do TAG e ancora as lipoproteinas na parede vascular, possibilitando a
sua captacio (MERKEL ef al., 1998). Atua também como ligante do receptor de LDL
(MEDH et al., 1996) e de outros receptores desta familia, facilitando a captac@io dessas
lipoproteinas (MERKEL e al., 1998), e medeia a captagdo seletiva de lipides associados as
lipoproteinas (MERKEL e al., 2002) e as vitaminas lipossoliveis A e E
(SATTLER et al., 1996). Tem particular importincia na transferéncia de PL e
apolipoproteinas para HDL, desempenhando papel critico na formag@o desta particula
(OLIVECRONA ¢ BENGTSSON-OLIVECRONA, 1993).

Os sftios cataliticos da enzima consistem de Ser132, Asp156 e His 241, que se
localizam no dominio N terminal. A interagfo deste segmento com substratos lipoprotéicos
desencadeia uma alteragio conformacional, com exposicBo do sitio catalitico e
desencadeamento da sua funcio (SANTAMARINA-FOJO e DUGI, 1994). A LPL quando
ativa, ¢ um homodimero nio-covalente, orientado conforme uma conformagfo espacial de
cabega-cauda (WONG er al., 1997). O processo de interagio com os proteoglicanos de
heparan sulfato é importante para a estabilidade da enzima e para a localizac8o da mesma

nos sitios onde atua, pois quando dissociada na forma de mondmeros, perde a sua atividade
(LUTZ et al, 2001).
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Mutacoes do gene de LPL

Acredita-se que a LPL é dividida em dominio N-terminal (residuos 1 a 312),
essencial para fungfio catalitica da enzima, ¢ dominio C-terminal (residuos 313 a 448),
importantes para a captacio de lipoproteinas pelos receptores da superficie celular
(MURTHY ef al., 1996). Essa diferenciacio poderia explicar a repercussio diversa das
diferentes substituigdes de aminodcidos. Mais de 40 diferentes mutagdes estruturais da LPL
foram descritas nos Gltimos anos, e como resultado dessas alteragdes, a enzima pode ndo
ser produzida ou tornar-se cataliticamente nativa. A maior parte delas foi encontrada nos

exons 4, 5 e 6 do gene da LPL e em pequeno ntimero de individuos (BRUNZELL, 1995).

As mutacOes decorrentes das substituicSes no gene da LPL — Gly188Glu,
Asp9Asn, Asn291Ser e Ser4471re — sfo encontradas com maior freqiiéncia. As trés
primeiras apresentam substituigdes localizadas na extremidade da porgio N-terminal, que
possivelmente influenciam a atividade catalitica. O local da substituigdo Ser447Tre parece
interferir na captacio de lipoproteinas pelos receptores da superficie celular. Esta
substituicdo poderia ter efeitos diferentes das outras, aumentando a funcio da LPL
(MURTHY et al., 1996).

S447X {Serdd7Tred

Nesta variante do gene da LPL, descrita inicialmente por HATA ef al. (1990),
ocorre a substituicio de um nucleotidec no exon 9 ¢ a introdu¢o de um cédon de parada na
posi¢do 447 da proteina madura, com perda dos dois aminoacidos da porcio C-terminal

(substituicio C—G, Serd47->Stop).

Foram publicados resultados conflitantes sobre a mutacfio S447X, ¢ o seu
estado funcional ou polimorfismo neutro ainda ¢ questionavel
(GROENEMEIER et al, 1997). Destaca-se o estudo de uma populagio que nio
apresentava enfermidades, habitos ou medicamentos interferentes na concentragio de
HDL-C ¢ na gqual foram estratificados os diferentes valores de HD1L-C, mostrando que os

individuos com valores mais altos eram com maior freqiiéncia os portadores dessa variaco,
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se comparados aqueles com valores mais baixos. A correlagdo positiva entre a concentragdo
de HDL e a atividade aumentada de LPL é compativel com o conceito de que a hidrélise de
lipoproteinas ricas em TAG, catalisada por LPL, gera remanescentes de superficie que

contribuem para aumentar o pool de HDL (KUIVENHOVEN ez al., 1997).

Individuos portadores de HALP (SICH er al., 1998) foram avaliados quanto &
atividade de L.PL, mostrando aumento da taxa de lipolise das lipoproteinas ricas em TAG,
aumento da atividade de LPL e diminui¢io da atividade de HL. Os valores de colesterol
total, HDL-C e apoAl mostraram aumento significativo, acompanhados de tendéncia a
diminui¢io dos valores de TAG, em relagio aos controles. Analisada a composi¢io lipidica
das subfractes de HDL, foram encontradas evidentes diferencas quanto ao conteado de
colesterol nos dois grupos, porém ndo na composicio de TAG. A LPL mostrou-se
responsavel por 58% da variagio de HDL no grupo HALP, diverso de outros trabalhos que
associaram reducdo nas atividades de CETP e HL relacionados com HALP (TALL., 1995).

E possivel que, ao contrario de outras mutagdes descritas, a S447X provoque
potencialente um efeito benéfico em portadores heterozigdticos
(KUIVENHOVEN er al., 1997). Estudo no qual foi realizada genotipagem em homens
portadores de aterosclerose coropariana e tratados com beta-bloqueadores, mostrou
freqiiéncia alélica de 0.096 no cohort de pacientes DAC, 10% de aumento da atividade da

LPL, aumento da HDL-C e menores valores de TAG (GROENEMEILJER ef al., 1997).

G188E (Gly188Glu)

Dois importantes estudos analisaram a freqiéncia desta mutagfio em pacientes
com DAC. Apesar de rara, verificou-se que esta associada com aumento significativo de
cinco vezes no tisco para doenga cardiovascular (WITTRUP et al, 1999). A substituicdo
(Gly188Glu localiza-se na regifio ligadora de lipides, desta forma, a reduzida ligacho e
degradagio de TAG poderia afetar os valores plasmaticos de HDL-C e TAG
(NORDESTGAARD er al, 1997).
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Asp9A, Asn?291Ser, DIN/-93T do alelo G de LPL e outras

Sdo mutagdes que, na grande parte dos resultados, apresentam o fenétipo de
hipertrigliceridemia, diminuicdo dos valores de HDL-C ¢ menor atividade de LPL
(JUKEMA er al, 1996), o que, segundo alguns autores (TALMUD e HUMPHIERS, 2001),
favorece a progressdo de aterosclerose coronariana. O alelo DIN / -93T para G esteve

associado a duas vezes maior risco cardiovascular (EHERENBORG et al., 1997).

A substituicdo Asn2918er ¢ localizada em um local de ligagdo com a heparina,
levando a aumento dos valores de TAG (WITTRUP et al., 1999). Em alguns estudos foi
demonstrada dirmnuicdo da atividade de LPL pds-heparina em 30% e aumento de TAG
plasmatico (NORDESTGAAR er al., 1997).

Foram descritas trés outras mutagdes na regifio promotora do gene da LPL, nas
posi¢des —93, -53 e -39, em pacientes com alteragGes familiares combinadas de colesterol,
TAG ou ambas. Estes dados foram confirmados em estudo avaliando comparativamente

populagdes caucasiana, chinesa e negra sul-africana (EHRENBORG et af., 1997).

HindIlI

No gene da LPL foram encontrados alguns RFLPs, como HindIIl no intron 8 e
o Pvull no intron 6. Apesar de n3o muite consistentes, alguns resultados mostraram
associacio de Hindlll com hipertrigliceridemia, com DAC e variagbes nos valores de
HDL-C. O polimorfismo Pwvull mostrou associagio com valores de TAG
(GERDES er al., 1995).

LPL e Aterosclerose

A deficiéncia completa da LPL. manifesta-se por hipertrigliceridemia severa,
cronica, presente no inicio da infincia, com manifestacdes de dor abdominal,
hepatoesplenomegalia e deficiéncia no crescimento. Em alguns casos, pode manifestar-se
mais tardiamente com dor abdominal, plasma leitoso, xantomas eruptivos e lipemia

retinalis (BRUNZELL e DEEB, 2001). Ocorre numa freqgiiéncia estimada de 1:10° na
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populagdo mundial. Foram descritas mutagdes no gene da LPL que resultam em defeitos
parciais da fungio catalitica, numa freqliéncia de 5 a 7% ma populagdo geral
(BIFVOET et al., 1996). Neste caso, a manifestagdo clinica é de aumento moderado dos
valores de TAG, desencadeado por diabetes, gestacio ou  obesidade
(HAYDEN et al., 1994). Estudos metabolicos pos-prandiais tem caracterizado melhor essas
disfungdes (PIMSTONE er al., 1996).

Recentemente, a diminui¢io de atividade da LPL foi associada & progressio de
aterosclerose coronariana e ao maior risco de desenvolvimento da doenca isquémica
coronariana (WITTRUP ef al, 1999). Nestas situacdes, o TRC encontra-se diminuido,
devido 2 redugfio dos valores de HDL-C. O aumento na concentrago de TAG indica que o0s
remanescentes de lipoproteinas e as lipoproteinas parcialmente deslipidadas de diferentes
tamanhos e composi¢des, como as VLDL, as IDL, os remanescentes de QM ¢ as particulas
contendo apo B permanecem no plasma (HODIS e MACK, 1995). com a possibilidade de
serem  retidas  seletivamente na  intima e  promoverem  aterosclerose
(WITTRUP et al., 1999). Além disso, as mutagdes poderiam influir no estabelecimento da
aterosclerose por outros mecanismos, como a associagdo com uma subclasse de LDL
pequenas e a presenga de lipoproteinas ricas em TAG no periodo pds-prandial
(WITTRUP et al., 1999).

Em estudos com camundongos transgénicos com superexpressdo de LPL, foi
demonstrada diminuiciio da relacfio colesterol total / HDL-C. ¢ com a utilizacfo de drogas
que aumentam a agfo de LPL, menor concentragio do TAG ¢ aumento da HDL-C
(SHEPHERD, 1995).

¢ - Proteina de transferéncia dos fosfolipides (PLTP)

Definicio

A PLTP proporciona a transferéncia in vive de PL das lipoproteinas ricas em
TAG para HDL, durante a lipolise. Estes PL sfo componentes liberados da superficie de
QM e de VLDL, tornando-se precursores de HDL. A PLTP remodela as HDL, e a interagdo
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entre estes dois elementos resulta na liberacio de particulas pequenas e pobres em lipides e
de grandes particulas, como a a-HDL (VAN TOL, 2002). A PLTP é uma proteina de
transleréncia de lipides inespecifica e alguns estudos mostraram que é capaz de transferir
todas as espécies de PL, além de diacilglicerol, componente importante das HDL
(MASSEY et al., 1984).

A PLTP humana ¢ sintetizada como uma pré-proteina contendo 493 residuos de
aminoacidos e alcanga 476 residuos como proteina madura. O RNAm de PLTP & expresso
intensamente em figado e tecido adiposo, mas também em ovarios, timo e placenta. A
regido promotora do gene da PLTP situa-se entre as bases —230 e 72, relativas ao primeiro

sitio do inicio da transcrigﬁo, e ¢ responsavel pelo controle da expressio do RNAm
(VAN TOL, 2002).

Mecanismo de Acdo

Ainda que o mecanismo de agdc da PLTP ndo esteja completamente
esclarecido, recentemente foi demonstrado que a atividade de transferéncia de PL pela
PLTP ¢ marcadamente influenciada pela carga eletrostitica das lipoproteinas. Foram
encontradas similaridades no efeito de eletronegatividade da lipoprotefna nas atividades de
transferéncia, tanto de CETP, como de PLTP (DESRUMAUX ef al., 1998). Residuos de
aminogcidos com carga elétrica positiva (Lys233 e Arg259 em CETP ¢ Arg218 e Arg245
em PLTF) interagem com grupos de carga negativa na superficie das Hpoproteinas,
incluindo grupo de fosfatos de PL, grupo carboxdlico de 4cidos graxos nfo esterificados e
carga negativa de apolipoproteinas. Posteriormente, os sitios ligadores-de-lipides de CETP
e de PLTP, com localizacdo nos dominios C-terminal, captam lipides neutros ou moléculas
de PL, respectivamente (LAGROST ef al., 1998).

Anticorpos especificos anti-PLTP, ao bloquearem quase por completo a
atividade plasmatica de transferéncia dos PL, em um sistema experimental lipossoma-HDL,
demonstraram que a PLTP desempenha o papel mais importante na transferéncia de PL de

lipoproteinas de grande tamanho e ricas em TAG para HDL, in vivo. O aumento da
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concentracio de TAG em particulas de HDL estimula o processo de conversdo em HDL
grandes e pré-f-HDL (TU et al., 1993). A PLTP também mostrou capacidade de transferir
colesterol ndo esterificado de vesiculas fosfatidilcolina e colesterol para HDL

(NISHIDA e NISHIDA, 1997).

A PLTP interage com apoAl ¢ apoAll plasmaticas através de uma regido no
dominio amino-terminal (PUSSINEN et al., 1995) e uma etapa importante do processo € a
dissociacdio da apoAl “pobre em lipides™ da superficie de HDL, aumentando assim o efluxo
de colesterol das células para HDL. A medida que os PL sfio transferidos, continua a
liberacio destas apoAl com subseqiiente fusfio das particulas instaveis, aumentando assim o
tamanho do pool de HDL (LUSA er al., 1996). A PLTP apresenta menor afinidade por
particulas contendo apoAll e a formagio de particulas maiores, além da liberagéo de apoAl,
sdo inibidas pelo aumento da concentragio de apoAll na HDL (PUSSINEN ez al., 1997). A
PLTP, ao participar na geragio das pré-B-HDL, que atuam como aceptoras iniciais de
colesterol, e das grandes a-HDL ricas em EC, que os transportam em grande quantidade
para o figado, exerce efeito duplamente benéfico sobre o TRC (LAGROST ef al., 1998).

Fatores gue interferem na atuacio de PLTP

Ainda nio foi descrito um estado de deficiéncia de PLTP em humanos. No
entanto, em modelos animais, como camundongos com expressio ausente do gene de PLTP
(PLTP -/-), foi demonstrada por meio da redugdo em cerca de 50% dos valores de HDL-C,
a importincia do papel de PLTP (JIANG ef al., 1999). Nestes camundongos PLTP -/-
houve perda completa de transferéneia de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol e esfingomielina. Houve perda parcial da atividade de transferéncia do
colesterol livre, sugerindo que a transferéncia de PL e colesterol livre, a partir das
lipoproteinas ricas em TAG para HDL, seria mediada por PLTP, além da formacdo das
particulas pré-S-HDL. A alteracfio da composicio das particulas de HDL podenia levar a
sua desestabilizaciio e subseqiiente hipercatabolismo (KUIVENHOVEN er al., 1997).
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Cruzamentos entre camundongos deficientes em PLTP, com transgénicos para
apoB ¢ deficientes de apo E ou de receptor de LDL, levaram a diminuico da aterosclerose
nestes animais (JIANG ef al, 2001). Possivelmente, uma das causas seria o fato de PLTP
ndo facilitar a transferéncia de vitamina E das lipoproteinas ricas em TAG para HDL,
torpando-as menos susceptiveis a oxidacdo (JIANG er al, 2002). Por outro lado, a
superexpressdo de PLTP foi associada ao aumento da aterosclerose, possivelmente pela
raziio inversa. No entanto, camundongos heterozigotos PLTP +/-, com cerca de 50% da
atividade normal de PLTP, nfo mostraram alteracGes lipoprotéicas, sugerindo que pequenas
variacdes de atividade de PLTP nfio afetam o perfil das lipoproteinas (YANG et al., 2003).
Camundongos transgénicos que superexpressam a PLTP, quando cruzados com
transgénicos para apoAl, mostraram fenOtipo com valores plasmaticos elevados de HDL,
nos quais a produgfio excessiva de HDL poderia ultrapassar a habilidade de PLTP de
estimular a “lipidacio” de HDL. nascente (JIANG, 1996).

A atividade de transferéncia de PL da PLTP varia muito em individuos
normais, sugerindo que a concentragdo de PLTP estd correlacionada positivamente com
HDL-C, e ndo 4 sua atividade. A atividade de PLTP em HDL parece modular as atividades
de LCAT e CETP, in vitro (TOLLEFSON et al, 1988). A concentragdo plasmatica de
PLTP ¢ significativamente mais baixa em individuos hipoalfalipoprotéicos, ¢ mais alta em
individuos com deficiéncia de CETP, porém nio ha diferenca quanto 4 atividade plasmatica
de PLTP entre os grupos, sugerindo a existéncia de uma forma inativa de PLTP
(OKA ef gl ,2002).

Mutacoes do gene de PLTP

Quatrocentos voluntérios saudaveis foram avaliados para determinar o
comportamento normal de PLTP e submeteram-se a um estudo do perfil lipidico. Foram
identificadas as freqiiéncias alélicas de seis polimorfismos do gene da PLTP, porém
nenhum deles mostrou associacfo significativa com a atividade de PLTP e com o perfil

lipidico {TAHVANAINEN ef al., 1999).
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PLTP e Aterosclerose

SCHLITT e al. (2003) avaliaram a atividade plasmatica da PLTP em 1102
voluntarios portadores de DAC e 444 controles, demonstrando que a atividade da PLTP,
em pacientes com DAC, era maior do que controles, além de possuir valor preditivo

independente para DAC.
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Os objetivos deste trabalho foram:

1) Verificar a prevaléncia e a freqiiéncia alélica na populagio Iocal
(definida por um fendtipo de HALP) de duas das mutagdes do gene da CETP: Intl4A e
D442G e determinar a relacdo entre as variantes genéticas dentro desta populagdo e
alteracdes do metabolisme lipidico, além de aterosclerose clinicamente estabelecida

(“Paper” 1).

2) Verificar a prevaléncia e a freqiiéncia alélica na populacio local de dois dos
polimorfismos do gene da CETP, 1405V e TagIB, além de determinar a relagfo entre as
variantes genéticas dentro desta populacgio e as aiteragdes do metabolismo lipidico, além de

aterosclerose clinicamente estabelecida (“Paper” II).
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1-SELECAQO DOS PACIENTES

Foram selecionados voluntérios provenientes do ambulatério do Hospital das
Clinicas da UNICAMP, do ambulatério de Dislipidemias do Instituto de Cardiologia Dante
Pazzanese ¢ do ambulatorio de Lipides da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP).
Estes voluntarios foram classificados segundo as concentragdes plasmaticas de HDL-C,
como controles (CTL, n: 139, HDL-C<68 mg/dL) e pacientes hiperalfalipoproteinémicos
(HALP, n: 291268 mg/dl); conforme o percentil 90" obtido para a populagio local de
individuos normolipidémicos (DE FARIA ef al, nao publicade). Ambos os grupos foram
pareados por idade e IMC.

Como critérios de exclusdo foram consideradas as causas secundirias de
HALP: hepatopatias, nefropatias, pneumopatias, endocrinopatias, diabete melito ou
mtolerdncia glicidica, ingestiio cronica de bebida alcodlica (>75g/dia) e uso de alguns
medicamentos (corticosterdides, nsulina, fibratos, dcido nicotinico, estatinas, estrogenos,
fenitoina, hidrocarbonetos clorados e inibidores de proteases). Para a andlise das mutacdes

e polimorfismos, extraiu-se 0 DNA das cé€lulas brancas sanguineas destes voluntarios.

A presenga de doenga cardiovascular (DCV) como a angina do peito, infarto
agudo do miocardio (IAM), doenca arterial periférica ou acidente vascular cerebral;
dislipidemia (TAG>150 mg/dL e/ou LDL-C>130 mg/dL); obesidade (IMC>30 kg/m2);

tabagismo e sedentarismo foram avaliados clinicamente e/ou com testes laboratoriais.

A separacio dos subgrupos, com e sem aterosclerose, foi feita a partir dos
prontudrios pesquisados e/ou entrevista médica, exames clinicos e ultra-sonografia de
cardtidas. Clinicamente, os individuos foram classificados em trés categorias: doenga
aterosclerdtica ausente, provavel ou definida, conforme foi descrito por HIRANO er 4ol

(1995).

O critérioc de “doenga cardiovascular aterosclerdtica estabelecida” abrangeu
IAM prévio (detectado em servico médico-hospitalar), IAM silencioso baseado no
eletrocardiograma (ECG) e/ou angina do peito. O 1AM fol definido pela presenca de ao

menos dois dos trés critérios: dor torécica tipica, ECG com alteragGes QRS ¢ S7-T e
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elevacio caracteristica das enzimas cardfacas plasmaticas. A angina do peito foi definida
por episodios de desconforto toracico breves (maiores ou iguais a 15 minutos), gue
pioraram com exercicio e/ou emocdo, aliviados com repouso ou uso de nitroglicerina
(ou outra medicagdo especifica). Além disso, foi considerada parte deste critério a

interveng#io cirdrgica prévia para revascularizacio miocéardica.

Como manifestacGes de doenca aterosclerdtica também foram consideradas o
acidente vascular cerebral, que foi definido como inicio rapido de déficit neuroldgico local
e persistente, na auséneia de outras doengas que explicassem estes sintomas. Estes
poderiam assumir a forma de episddio isquémico transitorio, o qual é acompanhado de
reversdo completa em 24 horas e de doenga vascular periférica, com comprometimento

isquémico de membros periféricos, na auséncia de doenga vascular de outra etiologia.

Os eventos considerados de presuncio — na impossibilidade de classificd-los
como mequivocos — foram denominados como “doenca cardiovascular aterosclerética
provavel”. Foram eles: queixas de cariter anginoso — sem necessidade de intervencgdo
cirtrgica, ou medicacdo especifica e/ou eletrocardiograma (ECG) ~ e medidas duvidosas de
enzimas cardiacas. Quadro clinico indefinido, bem como exames inconsistentes, fambém
foram aplicados na inclusio das demais doencas cardiovasculares aterosclerdticas em

“doenga aterosclerdtica provavel”.

Da mesma forma foi considerado como dado sugestivo de doenca
cardiovascular aterosclerdtica familiar, o relato de morte sibita em parentes préximos,
desde que baseado em evidéncias médico-hospitalares (morte rapida, em média uma hora
apo0s 1nicio dos sintomas agudos, desacompanhada de histdria de violéncia ou acidente

associados).

Para a mclusdo dos pacientes HALP e controles no grupo dos livres de
comprometimento aterosclerdtico, partiu-se do principio de que todos os pardmetros

considerados acima eram negativos.

No questiondric e exame fisico aplicados aos vecluntarios, constaram a
identificacdo do paciente (nome, nimero do registro hospitalar, idade, sexo, cor, raca,

estado civil, nimero de filhos, endereco e telefone), dados antropométricos, IMC e
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circunferéncia de cintura (CC), dados clinicos (pressdio arterial, sopros periféricos,
xantomas, xantelasmas, arco senil, acanthosis nigricans, exame do aparelbo cardiovascular
e dos outros sistemas), habitos de vida presentes (etilismo ou ndo, tabagismo ou ndo,
padrio  alimentar e habito de atividade fisica), historico individual
(medicamentos em uso; doengas atuais e anteriores, enfatizando episodios cardiovasculares;
além de dados de possibilidade, comprovagio ou ndio da doenca), informagdes sobre o
climatério (em mulheres) e historico familiar (doencas cardiovasculares e outras, além de

longevidade).

2 - DESENHO EXPERIMENTAL

O projeto foi submetido a aprovacio pelo Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP e aprovado em jutho/2000 pelo CONEP (registro 1456).
Da mesma maneira, obtivemos aprovagio do estudo pelas Comissoes de Ftica do Instituto
de Cardiologia Dante Pazzanese e da Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preto (USP). Ao

comparecer, cada voluntério assinou um documento consentindo em participar da pesquisa.

A pungio venosa para obtengiio de soro e/ou plasma ocorreu com o paciente em
jejum de 12 horas e foi realizada em duas etapas: a primeira (10-15 mlL de sangue) e a
segunda (4 ml. de sangue) apds administragio de heparina (Liquemine®, Roche, S&o
Paulo) na dose de 100 U.L/ kg de peso, E.V., para determinagéo da atividade das lipases
total e hepatica (ENHOLM ef al., 1986). G procedimento ocorreu no Setor de Coleta do
Laboratdrio de Patologia Clinica, acompanhado por uma médica e uma auxiliar. O soro foi

armazenado com a adigdo de EDTA 1mM (10 pL por mL de amostra).

Uma parte deste material foi submetida imediatamente as analises laboratoriais
no Servico de Bioquimica do Hospital das Clinicas da UNICAMP e a outra parte foi
armazenada a -20°C, para andlises posteriores no Laboratdrio de Lipides do Nicleo de
Medicina e Cirurgia Experimental da UNICAMP, sob orientacdio da Prof'. Dr®. Eliana
Cotta de Faria, ¢ no Laboratério de Lipides da Faculdade de Medicina da USP. As analises
moleculares foram realizadas no Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de

Biologia da UNICAMP, sob orientagiio da Prof’. Dr". Helena C. F. de Oliveira.
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O atendimento médico foi realizado no Ambulatério de Dislipidernias da
Faculdade de Ciéncias Médicas, Hospital das Clinicas da UNICAMP, para o registro das
historias pessoal ¢ familiar seguido de exame fisico completo, enfatizando manifestacoes

sugestivas de doenga aterosclerdtica.

3 - ANALISES BIOQUIMICAS

As dosagens de 4cido urico, alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, gama glutamiltransferase, uréia, glicose, colesterol total ¢ TAG foram
realizadas por métodos enzimatico-colorimétricos em analisador automitico BM Hitachi
917/Roche (Mainheinn, Alemanha), e os horménios tireo-estimulante (TSH) e tiroxina livre
(T4 livre) por método eletroquimioluminescente em Elexsys 2010 / Roche

(Basiléia, Suica), utilizando reagentes comerciais da Roche (Mainheinn, Alemanha).

As subfragbes de HDL (HDL, e HDL;) foram obtidas por
microultracentrifugacdo seqiiencial do sobrenadante em microultracentrifuga da Beckman
(modelo Airfuge / 75B, Beckman Instruments, Palo Alto, EUA), ap0s a precipitacdo de
lipoproteinas contendo apolipoproteina B100 com sulfato de dextrana. HDL-C foi medida
por método homogeneo direto (MATSUZAKI et al., 1996).

A LDL-C foi obtida diretamente através de método homogéneo colorimétrico
enzimatico (RIFAI ez al., 1992) em analisador quimico automatico BM Hitachi 917 / Roche
(Mainheinn, Alemanha), ou indiretamente utilizando a equacdo de FRIEDWALD ef al.,
(1972).

Os AGL, os PL e colesterol livie foram analisados por métodos
enzimatico-colorimétricos utilizando reagentes comerciais da Waco {Osaka, Japdo). Os EC

foram estimados pela diferenca entre o colesterol total e o colesterol livre.

As apolipoproteinas ApoAl e Apo Big e a Lp(a) foram analisadas por
nefelometria através de reagfo imunoquimica em aparelho BNII / Marburg (Alemanha),

utilizando reagentes Dade-Boehringer®(Manheinn, Alemanha).
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Atividade da CETP

A atividade da CETP foi mensurada através da medida de transferéncia de EC
de HDL marcada radioativamente para as lipoproteinas que contém apo B, segundo o
método radiométrico exdgeno (LAGROST ef al., 1998). As particulas aceptoras de EC
(LDL e VLDL, d<1,063 g/ml) e as doadoras de EC (HDL, 1,006<d<1,21 g/mL) foram
obtidas por ultracentrifugagfio seqiiencial a partir de um poo! de plasma normolipidémico,
em ultracentrifuga modelo 1.80 / 75B da Beckman (Beckman Instruments, Palo Alto,
EUA), utilizando rotor 50Ti. As HDL foram isotopicamente marcadas com
[4-"*C]-colesteril oleate (New England Nuclear, EUA) e purificadas por ultracentrifugagio

em gradiente descontinuo de densidade, utilizando rotor SW40 da Beckman.

Os ensaios de transferéncia de EC foram realizados em duplicata com a adigéo
do doador marcado ("*C-HDL diluida para 40 mg/dL de colesterol) do aceptor
(VLDL + LDL diluidas para 200 mg/dl. de colesterol), de tampio Tris pH 7.4
(NaCl 150 mM, Tris-HCI 16 mM, EDTA 1 mM) e de soro de cada paciente como fonte de
CETP. A mistura foi homogeneizada, incubada por 4 horas & 37°C, resfriada e precipitada
com solucio 1M de sulfato de dextrana e cloreto de magnésio (1:1). Apés centrifugacio por
15 minutos a 3000 rpm (4°C), o sobrenadante foi coletado para contagem de radioatividade

em contador de cintilacdo liquida Beckman, modelo LS-5000 (Beckman Instruments, Palo
Alto, EUA).

O resultado fo1 expresso como porcentagem de transferéncia de EC transferido

de HDL para as lipoproteinas VLDL e LDL e calculado pela equacio:

% transferéncia de EC = [1- {(dpm amostra/dpm branco) x 100].

Atividade das Lipases

As atividades das LPL e HL foram determinadas no plasma pos-heparina, com
método radiomeétrico e por meio da medida da liberacdo de AGL, resultantes da hidrolise de

substrato artificial de trioleina triciada (EHNHOLM ez al., 1986). O substrato foi preparado
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pela adicio de trioleina fria [(I, 2, 3-Tris [cis-9-octadecenoleolglicerol)]
(Sigma, St Louis, MO, EUA), tricleina radioativa [(9,10 *H (N)-trioleina), atividade
especifica de 26,8 Ci / mmol (New England Nuclear, Boston, EUA) e estabilizada por uma
solugiio de goma arabica & 5% (Sigma, St Louis, MO, EUA). A mistura foi submetida a
sonicagles alternadas, 8 vezes de 30 segundos, em sonicador Branson Cell Disruptor
(Branson Sonifier Modelo 450, Danbury, EUA), com ponta de titdnio de 1 cm de didmetro.
Apds a sonicagdo, foi acrescentada albumina bovina sérica livre de acidos graxos a 10%
(Sigma, St Louis, MO, EUA), para quelar os AGL. Com o objetivo de inibir a LPL
plasmatica, foi adicionado 2 M NaCl na solu¢o tampio dos tubos onde se determinou a
atividade da HL.

A reac8o foi incubada por 60 minutos a 37°C, e interrompida com a adigfio de
715 pl. de uma solugdo de metanol:cloroférmio: heptano (1,41:1,25:1; VIV/V)e 165 puL da
soluglio de K»COs3/ H3;BOs (pH = 10,5). A radioatividade foi determinada num contador de
cintilaggo liquida modelo LS-5000 (Beckman, Beckman Instruments, Palo Alto, EUA). A
atividade de LPL foi calculada pela diferenga entre as atividades da lipase total e da HL e

expressa como nmol de 4cidos graxos ndo esterificados (NEFA). mL" . b

Atividade da PLTP

A atividade da PLTP foi mensurada através da medida de transferéncia de "cy
fosfatidilcolina, entre lipossomas e lipoproteinas de alta densidade {DAMEN ef al., 1982).
Para preparar 1 mL de lipossomas radioativamente marcados, secou-se, num frasco limpo,
contendo 125 umol de fosfatidilcolina e fosfatidilserina, '“C-fosfatidilcolina e
hidroxitolueno butilado. A mistura lipidica foi sonicada com tampiio contendo NaCl
(150 mM), tris-HC1 (10 mM) e EDTA (1 mM), pH 7.4, 3 vezes durante 5 minutos, em gelo.
As amostras de plasma como fonte de PLTP (10 uL) foram incubadas por | hora a 37°C
com o lipossoma marcado radioativamente (125 nmo] de PL), HDL (250 pg de proteina) €
tamp@o Tris, pH 7,4 (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM), para um volume
final de 400 plL.
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Os  lipossomas foram  precipitados com  solugdio  precipitante
(500 mM de NaCl, 125 mM de MgCI2 e 140 U heparina/tubo), ¢ o sobrenadante coletado

para determinar a medida da radioatividade.

A percentagem de transferéncia de PL foi determinada pela radioatividade no

sobrenadante (HDL) em relacfio ao branco, segundo a equagio:

% de transferéncia de PL radioativo = (dpm amostra—dpm branco/dpm

total-dpm branco) x 100

4 - AUTO-ANTICORPOS CONTRA EPITOPOS DE LDL OXIDADA

Os auto-anticorpos contra epitopos de LDL oxidado foram avaliados em um
subgrupo de participantes, pelo método ELISA, apds incubagfio das amostras com LDL
cobre-oxidado. A densidade otica das amostras foi lida a 460 nm e os resultados
apresentados em leituras de percentagens de densidade tica, relativa aos valores das faixas

do grupo (GIDLUND et al, 1996).

5 - ULTRA-SONOGRAFTIA DAS ARTERIAS CAROTIDAS

Os pacientes foram encaminhados & ultra-sonografia doppler de carétidas, apds
a realizac@o das dosagens bioquimicas. Para a medida do IMT das artérias cardtidas, os
pacientes foram examinados em decibito dorsal, com a cabega elevada em cerca de 20
graus e rotac8o de cerca de 45 graus. O exame foi realizado nos aparelhos ATL HDI 1500 e
3500 Ultrasound System {Advanced Tecnology Laboratories Ultrasound, Bothell, FUA), e
Logic 400 (General Electric Healthcare, Milwaukee, EUA), com transdutores lineares de
6-9 MHz O protocolo, em todos os casos, foi realizado pelo mesmo médico
ultra-sonografista e consistiu de vdrias medidas longitudinais de segmentos das artérias
cardtidas comuns direita e esquerda, de acordo com o preconizado pela literatura
(SALONEN er ai., 1991; SIMONS ef al, 1999). Os resultados foram expressos como

média aritmética das espessuras {em milimetros) das cardtidas direita e esquerda.
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6 - ANALISES MOLECULARES

Extracio de DNA

A extragdo do DNA gendmico dos leuclcitos foi realizada com sangue

periférico, segundo o método desenvolvido por SALAZAR ef al. (2001).

O sangue total foi coletado em tubos contendo EDTA (10%, 0,1 mL). Em um
tubo de microcentrifuga estéril, 2 300 pL de sangue total foram adicionados igual volume
de lodeto de Sodio 6M., 0 que promoveu a lise celular. A mistura foi homogeneizada em
agitador de tubos por 20 segundos. Ao homogenato resultante foram acrescentados mistura
recém preparada de 600 pL de cloroférmio/alcool isoamilico (v/v, 24:1), para extragio das
proteinas ¢ debris celulares. Homogeneizou-se em agitador de tubos por 20 segundos ¢
centrifugou-se a 12.000 rpm (10700 x g) por 5 minutos, & temperatura ambiente. A seguir,
removeu-se cuidadosamente a fase aquosa (superior) e transferiu-se para outro microtubo
estéril. Adicionou-se 400 ul de isopropanol gelado e incubou-se por 3 minutos para a
precipitagdo do DNA gendmico. Centrifugou-se a 12.000 rpm (10700 x g) por 5 minutos, a
temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com alcool
isopropilico a 37% e centrifugado 4 temperatura ambiente, 12.000 rpm por 5 minutos € o
sobrenadante descartado. O precipitado de DNA, apés secar 3 temperatura ambiente, foi
ressuspendido em 100 pL de tampdo TE, pH 8,0 (Tris-HCI 10mM; EDTA 0,1mM;),

incubado por 10 minutos a 56°C e armazenado a -20°C.

A quantificacio e analise, do grau de pureza (relacdo de absorbancia de
260/280 nm) dos extratos de DNA, foram realizados em espectrofotdmetro, apo6s a diluiciio
das amostras (1:50) em tampdo TE. A integridade das moléculas de DNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose a 1%, em tampiio TBE (Tris 90 mM, acido bérico 90 mM e
EDTA 2 mM) ¢ corado com bremeto de etideo (0.5 ug/ml). A separacfio eletroforética foi
realizada a 100V, por 45 minutos, com visualizacdo das bandas de DNA em

transiluminador sob luz ultravioleta.
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Identificacfio das mutacfes e polimorfismos do gene da CETP

A presenga das mutaces de CETP no intron 14 (int14A) e no exon 15 (D442G)
foi identificada como o descrito por INAZU et ¢l. (1994), com algumas modificagdes. Os
DNA gendmicos de cada individuo (0,5-1 pg) foram amplificados por reaglio em cadeia
pela polimerase (PCR), a qual foram adicionados 25 pmol de iniciadores especificos
(primers), 5 U Taq DNA polimerase (Perkin-Elmer-Cetus, Norwalk, EUA), 250 uM de
cada desoxinucleotideo (dANTPs), 1 mM MgClL e 10% de solugio estoque de tampdo 10X
(KC1 50 mM, Tris-HC1 10 mM, pH 8,3), para um volume final de 25uL.. Na PCR para a

mutagdo no intron 14, além disso, foram adicionados 2,5% de DMSQO e de glicerol.

A seqiiéncia normal da junc3o do exon 14/intronl4 é 5°- GTCTCgtaagtg — 3°
{(AGELLON et al., 1990). A mutacdo € uma transversdo de G -2 A na posicdo +1 do intron
14 (BROWN et al, 1989). O defeito de processamento (GTA>ATA) foi detectado
utilizando os  seguintes imiciadores, semse e anlissense, respectivamente
SSAGCATCTGCCTITGTGGGT-3" e 5-CACCCAGTTTCCCCTCCAGCCCACACATA-3'
(INAZU er al, 1994), A PCR foi realizada com 40 ciclos de desnaturacio
(95° C por 30 segundos), hibridacio (65° C por 30 segundos) e polimerizagio
{72° C por 30 segundos). O produto da PCR (10 ul) foi digerido com a enzima de restrigio
Ndel 5U (Fermentas, EUA), a 37°C, por 2 horas. O produto da digestio foi submetido a
eletroforese em gel de agarose NuSieve a 3% (FMC BioProducts, ME, EUA), e as bandas
no gel visualizadas em transiluminador-UV, apés coloragio com brometo de etidio. Os
fragmentos da digestio foram 138 bp e 28 bp para o alelo mutado ¢ 166 bp para o alelo

selvagenm.

Na mutacdo missense D442G, ocorre substituiciio do aminodcido na posigHo
442 (de aspartato por glicina, GAC2>GGC na posicdo 1506 do gene). A presenca dessa
mutagio fol analisada utilizando um par de iniciadores semse e amtissense, conforme a
descrigdo de INAZU et al., 1994, respectivamente,
5- AGCAAAGGCGTGAGCCTCGTGG-3' ¢ 5-AGGAGGGAGCCAAGCTGGTAGA-3.
A PCR foi realizada com 40 ciclos de desnaturagiio (95° C por 30 segundos), hibridagfio
{60° C por 1 minuto) e polimerizacio (72° C por 30 segundos). O produto da PCR foi
digerido com 10 U da enzima Sal-I (Fermentas, EUA) a 37°C, por 6-8 horas. O produto da
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digestdo  foi submetido & ecletroforese em gel de agarose a 3%
(Agarose 1000-Invitrogen, EUA) e os fragmentos da digestdo foram 158 bp e 21 bp para o

alelo mutado e 179 bp para o alelo selvagem.

O polimorfistno TaglB da CETP foi identificado conforme a descricdo de
FUMERON et al. (1995). Um fragmento de 535 bp do intron 1 do gene da CETP foi
amplificado pela PCR com os seguintes iniciadores, semse e antissemse: 5-
CACTAGCCCAGAGAGAGGAGTGCC-3' e 5-CTGAGCCCAGCCGCACACTAAC-3".
Para a amplificagio foram utilizados 100 ng do DNA gendmico, em um volume final de
50 pL contendo 40 pmol de cada oligonucleotidio, 200 uM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,,
10 mM de Tris pH 8.4 € 0,25 U de Tag DNA polimerase. A PCR foi iniciada com a
desnaturac@o a 95°C por 3 minutos. Posteriormente foram realizados mais 30 ciclos de
desnaturago, a 95°C por 30 segundos, hibridagéio a 60°C por 30 segundos e polimerizagio
a 72°C por 45 segundos. Finalmente, um ciclo de polimeriza¢do a 72°C por 5 minutos. O
produto da PCR foi digerido a 65°C por 2 horas, com 4U de enzima de restricdo Tagl, em
solugio tampio contendo 50 mM Tris-HCl, pH 8,0; 10mM MgCI2; 50 mM NaClL O
produto da digestio foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, comtendo
brometo de etidio em tamp&o Tris-Borato-EDTA, durante 1h a 90V. Os fragmentos da
digestéo foram 174 € 361 bp para o alelo B1 e 535 bp para B2.

Para a determinagfo do polimorfismo 1405V, um fragmento de 142 bp no exon
14 do gene da CETP foi amplificado pela PCR, com os seguintes iniciadores sense e
aniissense: S-TTGATTGCAGAGCAGCTCCGAG-3' e
5-ACTTACGAGACATGACCTC-3'. Para a amplificacio foram utilizados 100 ng do DNA
genémico, em um volume de 50 uL contendo 40 pmol de cada oligonucleotidio, 200 uMde
dNTPs, 1,5 mM de MgClh, 10 mM de Tris pH 8,4 ¢ 0,25U de Tag DNA polimerase. A
PCR foi iniciada com a desnaturagio a 95°C por 5 minutos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto em um ciclo inicial, seguida de 35 ciclos de desnaturagio a 95°C, por 15 segundos,
hibridagéio a 60°C por 30 segundos e polimerizacdo a 72°C por 30 segundos. Finalmente,
polimerizagfio a 72°C por 5 minutos. O produto amplificado de PCR foi digerido a 37°C
durante ] hora, com 2U de enzima de restrigio Mspl, em solucdo tampdo contendo 50 mM
Tris-HCL em pH 8,0, 10 mM MgChL e 50 mM NaCl
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O produto da digestdo foi submetido 3 eletroforese em gel de agarose 2 1,5%,
contendo brometo de etidio em tampfo Tris-Borato-EDTA, por 1 ha 90V. Os fragmentos
da digestio foram 121 bp para o alelo I € 21 bp para o alelo V (GUNADSON et al., 1999).

Para garantir que nfo houve contaminacfo nos processos acima descritos, foi
utilizado um controle negativo composto de um mix para cada conjunto de reacfio

{contendo todos os reagentes, exceto DNA), amplificado junto com as reacBes teste.

7 - ANALISE ESTATISTICA:

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software SAS. O teste do
Qui-quadrado foi utilizado para as andlises de varidncia dos grupos e o teste t de Student
para compara¢do entre 0s grupos. ANOVA foi utilizada para a comparagio entre os

genotipos.

A concentracio de significancia foi de 5% e para diferencas limitrofes, entre 5 ¢
8%.
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Abstract:

In a previous study we demonstrated that in the Brazilian hyperalphalipoproteinemic
(HALP) population, high density lipoprotein-cholesterol (HDL-C) could be determined
mostly by genetic components. In this study we investigated the frequency and prevalence
of cholesteryl ester transfer protein (CETP) gene mutations (Int14A and D442G) as well as
the metabolic characteristics and the cardiovascular disease risk in 152 HALP and 139
control subjects, defined as having HDL-C concentrations above or below the 90
percentile of a local population. The HALP group presented a diminished hepatic lipase
(HL) and CETP activity, and an elevated lipoprotein lipase and phospholipid transfer
protein activity. Six subjects were found with the Int14A mutation: one homozygote
(HDL-C = 211 mg/dl. and undetectable CETP activity) and five heterozygotes
(mean = SD, HDL-C = 79 + 10 mg/dL. and CETP activity = 10 = 5 %). One subject was
heterozygote for the D442G mutation (HDL-C = 75 mg/dL and CETP activity = 18%). The
allele frequency of the Int14A and D442G mutations observed in this study was 0.023 and
0.0033, respectively. The homozygote for the Int14A mutation presented also low plasma
HL activity, but no established cardiovascular disease, verified by clinical data and
common carotid intima-media thickness (IMT). One heterozygote for the Int14A mutation
presented established atherosclerosis, while the D442G carrier mutation presented an
increased (32%) of IMT when compared to controls. HALP population was not associated

with either mutations or with clinically established atherosclerosis.

Keywords: cholesteryl ester transfer protein; mutation; frequency;

hyperalphalipoproteinemia; carotid intima-media thickness
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Introduction

Epidemiologic studies have demonstrated an inverse association between
high-density lpoprotein (HDL)-cholesterol (HDL-C) and cardiovascular disease (CVD)
(1, 2). One of the anti-atherogenic properties attributed to HDL is its participation in the
reverse cholesterol transport (RCT) (3), involving free cholesterol efflux from cell
membranes to nascent HDL, via ATP-binding cassette transporter Al (ABCAL) (4) and the
scavenger receptor type B class 1 (SR-B1) receptor (5). The removed cell cholesterol is
esterified to cholesteryl ester (CE) by lecithin cholesterol acyltransferase, which then are
transferred to apoB-containing lipoproteins by cholesteryl ester transfer protein (CETP).
Although CETP plays a crucial role in the RCT, its role in the atherogenesis remains
controversial, since CETP increases the concentration of CE in low density lipopoprotein
(LDL) and very low density lipoprotein (VLDL) particles, as well as of potentially
pro-atherogenic intermediate-density lipoproteins (IDL) (6, 7). On the other hand, HDL has
several pleiotropic actions that are cardioprotective, including anti-oxidative,
anti-inflammatory and antithrombotic effects (8), and also play an important role in the
monocyte adhesion, smooth muscle cell proliferation and reduction of platelet aggregation
(9).

Hyperalphalipoproteinemia (HALP) due to CETP gene mutations has been
often found in Japanese population, and it is believed that these are responsible for 10% of
HDL total variation among them (6). There are also reports of its occurrence in other
Asiatic groups, in German and in Caucasian, but there are some controversies about the
atherosclerotic repercussions in those populations (10, 11, 12).

In the Japanese population, the defect n the splicing of intron 14
(Int14A mutation) in the CETP gene presents a 1-2% prevalence (13). In the Honolulu
Study where Nipo-American individuals were evaluated, the presence of mutation was
0.5% (10} and 0.7% in American HALP individuals (14). The missense mutation on the
exon 15 {D442G) present a prevalence of 4.5-7%, among the Japanese population (13},

In a previous study we demonstrated that in the Brazilian
hyperalphalipoproteinemic (HALP) population, the primary cause of high density
lipoprotein-cholesterol (HDL-C) modulation could be determined mostly by genetic

components (15). In this study we investigated for the first time the allelic frequency and
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prevalence of cholesteryl ester transfer protein (CETP) gene mutations
(Int14A and D442G) in a HALP Brazilian population, as well as the metabolic
characteristics of the mutants and controls as well the associations between HALP and
CVD risk.

Study Design

This study was conducted on 291 individuals (212 females and 79 males), aged
16 to 79 years old (52 £ 13), who were classified as control (CTL, n = 139, HDL-C below
68 mg/dL) or hyperalphalipoproteinemic (HALP, n = 152, HDL-C above or equal 68
mg/dL) according to the 90™ percentile value obtained for the local population in a previous
study (de Faria ef al., unpublished data). Severe HALP was defined by HDL-C levels equal
or above 100 mg/dL, and moderate HALP by HDL-C between 68 and 99mg/dL (16).

The clinical and laboratorial criteria for exclusion were the presence of
secondary causes of HALP such as: hepatic, repal, lung and endocrine
(thyroid dysfunction, diabetes mellitus or glucose intolerance) diseases; chronic intake of

alcohol and use of drugs affecting lipid metabolism.

Established CAD was defined as the occurrence of myocardial infarction and
angina pectoris verified by electrocardiogram, cardio-specific enzyme and coronary
angiography, or history of coronary angioplasty or coronary bypass surgery. DCV was
defined by coronary artery bypass grafting and percutaneous transluminal coronary
angioplasty, stroke, transient ischemic attack and peripheral arterial disease. The protocol
was approved by the Jocal medical faculty ethics committee and all subjects gave informed

consent.

Biochemical Measurements

Plasma glucose, wrea, wric acid, alanine aminotransferase and
gama-glutamyltransferase were assayed by enzymatic reaction in an automated system
(Mega-Bayer, Germany). Thyroid-stimulating hormone (TSH) was measured by

electrochemiluminescence, using a commercial kit in the Elecsys (Roche, Germany).
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Lipids, apolipoproteins and lipoprotein analysis

Total plasma cholesterol and triglycerides were determined using enzymatic
methods and reagents provided by Merck in  an automated system
(Hitachi 917 Roche, Germany). Plasma HDL-C was measured by a direct homogeneous
method (17). HDL, and HDL; fractions were obtained by sequential
microultracentrifugation (Airfuge, Beckman, USA) (18). The low density lipoprotein-
cholesterol (LDL-C) was obtained directly using the enzymatic-colorimetric homogeneous
method (Hitachi 917 system; Roche, Germany). Apolipoproteins Al and B100 and
lipoprotein (a) were measured by nephelometric assay in the Array 360 system

{Beckman Instruments, USA) and the Dade Boehringer system (Boehringer, Germany).

Determination of transfer proteins and lipases

The activity of plasma CETP was measured by an exogenous assay that
measures the transfer of radiolabelled cholesteryl ester between a normal donor pool of
["*C] cholesteryl ester-HDL and an unlabelled acceptor mixture of VLDL plus LDL with
the plasma as the CETP source. The results were expressed as a percentage of cholesteryl
ester transferred from HDL to apoB-containing lipoproteins (VLDL+LDL) in 4h (19).

The activity of plasma phospholipid transfer protein (PLTP) was measured by
an exogenous radiometric method using phospholipid liposomes as the substrate and a
HDL pool obtained from health plasma donors as the acceptor (20). The activity was

expressed as the rate of phospholipid transferred to HDL in one hour.

Lipoprotein lipase (LPL) and hepatic lipase (HL) activities were measured in
post-heparin plasma samples on the basis of fatty acid release (21), using a radiclabelled
triolein emulsion as the substrate and NaCl (1M) as the LPL inhibitor. The results were
expressed as nmol of non-esterified fatty acid (NEFA). mL™". h'l.

The assays for CETP, PLTP and lipases were carried out in triplicate. The
inter-assay coeflicients of variation were 12%, 2%, 9% and 8% for CETP, PLTP, LPL and
HL, respectively.
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Molecular Analysis

The genomic DNA was extracted from the peripheral leukocytes according to
Salazar er al. (22) method. For identification of the Intl4A mutation, the DNA
amplifications were performed by PCR and primers used were based on previously
published sequences 14IA and 14IB29 by Inazu e al (13) (5-AGCATCTGCCTT
GTGGGT-3' and 5-CACCCAGTTTCCCCTCCAGCCCACACATA-3). The following
PCR conditions were used: denaturation at 95°C for 30 s, annealing at 65°C for 30 s and
extension at 72°C for 30 s for a total of 40 cycles. After digestion of the PCR products with
10 U of restriction enzyme Nde-I (Invitrogen, USA), the fragments of 166 bp and 138 bp

ware generated for the wild-type and mutant allele, respectively.

For the exon 15 missense mutation a Sal-1 site-creating forward primer E15AA
and 15IB were used (5 AGCAAAGGCGTGAGCCTCGTCG-3' and 5-AGG
AGGGAGCCAAGCTGGTAG  A-3) (13). After the digestion with Sall
(Invitrogen, USA), the PCR products of the wild-type and mutant allele generate fragments
of 179 bp and 158 bp, respectively. All samples were electrophoresed through a 3% agarose
1000 (Tovitrogen, USA) gel, stained with ethidium bromide and visualized by ultraviolet
light on Gel DOC System 1000 (Bio-Rad, USA).

Ultrasonic carotid procedures

The ultrasonic carotid procedures were performed by the same radiologist,
using  an ultrasound imager ATL HDI 1500 and 3500 Ultrasound System
(Advanced Technology Laboratories Ultrasound, Bothell, EUA), and Logic 400
{General Electric Healthcare, Milwaukee, EUA). The IMT was calculated as the mean of
five measurements, on each side in the far wall from the left and right common carotid
arteries, according to a standardized method (23, 24). The results are expressed as an

average of left and right carotid TMT in mm.
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Statistics

The statistical package SAS was used to analyze the data. The Student’s / test
and the Chi-Square test for categorical variables were used for comparisons. The general
association test was used to determine the association of the mutations with specific

variables. The significance level chosen was 5%.

Results

Table 1 summarizes clinical and biochemical characteristics of the study
subjects. HALP individuals were older, with an average 10-year gap between the groups
(P<0.0001). The HALP group was comprised of 128 females and 24 males (2.5 / 1), with
an age range of 39-65 years. Their HDL-C levels were 1.5-fold higher than the controls,
with an average of 82 mg/dL and ranging from 71-93 mg/dL, indicating the characteristics
of moderate HALP. HDL,-C and HDL3-C were higher in HALP but the HDL,-C / HDL;-C
ratio did not differ between the groups. No differences were observed for TG levels
between HALP and controls, but the HDL;-TG was higher in HALP patients (P < 0.0007),
as well as a discrete elevation of LDL-C levels was noticed (P = 0.0041). In HALP, the
plasma activities of CETP (P < 0.0001) and HL (P < 0.0001) were significantly lower than
in CTL group (1.3-fold and 1.6-fold, respectively) and the activities of LPL (P = 0.0211)
and PLTP (P = 0.0115) were 1.2-fold higher.

The Figare 1 and 2 present, respectively, the PCR products showing the
fragments lengths afiter enzyme digestion for CETP Intl4A  mutation
(wild type = 166 bp and mutant allele = 138 bp) and D442G mutation
{wild type allele = 179 bp and mutant allele = 158 bp). These mutations were found in the
HALP group, and there were six Int14A mutants (one homozygote and five heterozygotes)
and one D442G mutant (heterozygote).

The distribution of CETP mutation in the studied population is presented in
Table 2. The allele prevalence of the mutation for Int14A and D442G were 4.0% and 0.7%,
respectively, and the allele frequencies were 0.023 and 0.0033 for these mutations. The
frequency distributions of genotypes was in Hardy-Weinberg equilibrium, except for
Int14A (P =0.0003).
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The Table 3 presents the plasma lipid profile and CETP, LPL, HL and PLTP
activities, and the carotid IMT of the CETP Intl14A and D442G mutation carriers. The
small number of mutant individuals did not allow a complete statistical analysis, but the
relative differences from measurements in controls were made as below. The mutation
carriers showed a reduction on plasma CETP (36%) and HL (26%) activities, and an
increasing of PLTP (67%) and LPL (117%) activities. Cholesterol levels were increased in
29%, HDL-C in 83%, with its fractions increased in 42% (HDL,-C), 100% (HDL;-C) and
25% of HDL;-TG. The homozygote for the Int14A mutation was the only mutant with
severe HALP, presenting HDL-C levels of 211 mg/dL, but one heterozygous Int14A carrier
presented borderline HDL-C for the established limits to HALP, determined in different
occasions. Carotid IMT (average of all carriers) also showed an increasing of 28%
comparing carriers to controls (0.56-0.97 and 0.65 + 0.16 mm, respectively). There were no
assotiations of the mutations int14A and D442G with HALP (respectively P=0.4713 and P
= 0.2120), or with the presence of clinical atherosclerosis (P = 0.59549 and P=0.4030).

Two of the heterozygous Int14A carriers were family related, and three were
not. One of these carriers, a young person (29 years old) presented at the physical
examination the corneal archus, a previous personal history of myvocardial ischemia and
family history of stroke. Two other heterozygotes had positive family history for stroke.
The only homozygous individual (61 years old) had also positive family history for stroke,
with a median familiar longevity of fifty five years. This carrier presented undetectable
activity of CETP and the lowest level of HL, the TG levels slight elevated, a HDL-C
severely increased and no signs of cormmittment of cardiovascular profile. The only one
heterozygote carrier for D442G mutation (74 vears old) did not present personal or family
history of CVD, but his IMT was the highest one.

Discussion

In our previous study (15), Brazilian HALP individuals were characterized by
higher levels of HDL-C, HDL»-C and ApoAl, with reduction of HL levels and an elevated
LPL activity. Analyzing the existence of compensatory mechanisms and the influence of
the environmental factors, we suggested that genetic components were probably the

primary cases of HDL modulation in this HALP group.
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The Brazilian population is characterized by extensive racial miscegenation.
Therefore, the allele frequency of the Int14A mutation in this study was lower (0.023%)
than previously stated in Caucasians (0.7%) (14) and in the Japanese population {25). On
the other hand, the prevalence obtained for D442G mutation in our study was, as expected,
far lower (0.7%) than that reported for the Japanese population in general (4.5-7%) (10) and
above 18% of those with HALP (25).

The relationship between homozygotes and heterozygotes subjects in genetic
CETP deficiency and CVD prevalence is not yet well defined. A recent prospective
epidemiologic study was performed and showed that an association between lower levels of
CETP mass are in fact associated with both mcreased HDL-C levels and reduced CAD risk
(10, 13, 26, 27).

The prospective analysis results from the Honolulu Heart Study did not show
any significant correlation between heterozygotes for CETP gene mutations and CVD or
cerebrovascular diseases (28). It has been found that in CETP deficient patients with a
HDL-C > 100 mg/dl. and without risk factors, an increased atherosclerotic plaque
formation and a low flow pulse rate, suggesting a pro-atherogenic condition (27). The
negative cardiovascular effects of heterozygous CETP deficiency seems to predominate
over the homozygous as shown by Inazu er al (25) with premature CHD verified in 44
individuals, possibly due to the prevalence of the anti-atherosclerotic protection effect of
the highest levels of HDL-C. Reinforcing this hypothesis there is the fact that among five
Int14A heterozygotes in this study, one (29 years old) presented established CAD, with
corneal archus and myocardial ischemic disease, but the one homozygote described did not
suffer from CVD. Also the family history was positive for stroke in three Intl4A

heterozygotes.

The consequences of CETP deficiency may depend on a range of genetic and
environmental factors that impact on the concentration of HDL. Clinical studies, in a small
number of subjects with Japanese CETP deficiency, suggested that the phenotype of
increased HDL-C and relatively low apoB-containing lipoproteins is anti-atherogenic,
because of the rarity of CHD in these families (29). It is important consider the beneficial

properties of HDL itself, such antioxidative, antithrombotic and anti-inflammatory effects.
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Besides, some studies suggest that this situation may be pro-atherogenic despite the
mcreased levels of HDL-C (30).

Considering all mutation carriers in the present study (7 individuals), they
showed a higher HDL-C concentration (83%), LPL activity (11%) and a PLTP activity
(67%), while the CETP activity (36%) and HL activity (26%) were below the average in
controls. Curiously, the homozygote for Intl4A mutation had HL activity below the
reference interval (2.5 and 97.5 percentiles of CTL) suggesting a double gene defect, like
was described for Hirano ef al. (11). On the other hand, the D442G carrier presented CETP,
LPL, HL and PLTP activities closer to the values in the control group, as described by Tall
et al. (31).

These variations of the transfer proteins and lipases were also verified by other
authors. Hirano et af. (11) showed that in patients with double deficiency of CETP and HL
there is an absence of TG levels increment and accumulation of remnants of lipoproteins.
The deficiency of HL generates HDL rich in TG, which is a good substrate for LPL which
in turn would act in chylomicrons and VLDL, stimulating the clearance of TG (32). This
data could explain the finding of normotriglyceridemia and the increase of HDL;-TG and
LPL in our HALP group.

The Int14A mutantion carrier had elevated TG levels and presented complete
deficiency of CETP activity, while the other mutation carriers had a diminished CETP
activity. The presence of a slight reduction of CETP and HL activities and elevated activity
of LPL, may explain why the HDL in ouwr HALP group presented TG enrichment,
coexisting with normal TG levels. Additionally, these patients could be carriers of the HL
gene polymorphisms that were not investigated in this work (33, 34).

The functional alterations of the CETP gene (35, 36) would explain variations
in the IMT of our population. The low number of patients with CETP mutations and the
differences in age made difficult to establish the prevalence of DAC or changes of their
longevity. The IMT performed in this study was similar between HALP and CTL, and the
lowest IMT were found in the related homozygote and heterozygote carriers of the Int14A
mutation (0.61 mm and 0.56 mm, respectively). However, the increased IMT observed in
one heterozygote D442G corroborates with some previous findings (16), although the

patient was older than the average CTL group.
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In summary, in this study the HALP phenotype was characterized by a lower
CETP and HL activities and higher LPL and PLTP activities, but there was not an
association with the CETP gene mutations studied. The HALP mutant individuals showed
similar frequency of clinical atherosclerosis and similar IMT in relation to controls,
although some individuals presented clinical signs of CVD and a higher IMT individual
value. Nevertheless, these results can not exclude the possibility of HALP condition in this
population does not ensure the effective cardioprotection to the mutation carriers.
Complementary studies should be done to amplify the investigation over other mutations of
CETP, HL and / or LPL, and therefore to establish a relationship between HALP and

atherosclerosis in this population.
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Table 1 - Clinical and biochemical characteristics of hyperalphalipoproteinemics and

controls subjects.

HALP CTL
Parameters P values
{n = 135-152) {(n=112-139)
Age (years) 52+13 4215 <0.06601
Sex (F/M) 128/24 84 /55 00030
Body mass index (kg/m?) 255 25+4 NS
Waist circumference {cm) 81=13 80+ 10 NS
Systolic pressure (mmHg) 126 £ 16 122+ 14 0.0371
Diastolic pressure (mmHg) 81 +11 8010 NS
Cholesterol (mg/dL) 228 + 41 186 £ 48 <0.0001
Triglycerides (mg/dL) 91+39 93 = 46 NS
LDE-C (mg/dL) 128 +37 115440 0.0041
HDPL-C {mg/dL) 824+ 11 53£10 <{.0001
HDL, C (mg/dL) 19%35 12+6 <0.0001
HPL; C (mg/dL) 60+ 10 40+ 10 <0.0001
HDI-TG (mg/dL) 93 85 NS
HDL:-TG (mg/diL) 24+19 20410 <0.0007
ApoAl (mg/dl) 191 +34 146+ 31 <(.9001
ApoB166 (mg/dL) 102227 94 +32 0.0233
Lp{ay (mg/dL) 36+35 28+ 31 0.0454
CETP (%) 117 i4+8 <0.0001
PLTY (%) 18+ 11 15210 0.0115
LPL (nmel FFA/mL/h) 2,768 + 1,670 2,344 % 1,201 0.6211
HL (nmol FFA/mL/h) 1.502 = 967 2,466+ 1 470 <0.0001

Data as mean + SD. F/M = female/male; C = cholesterol; TG = trilglycerides; Apo = apolipoprotein;
Lp(a} = lipoprotein (a); CETP = cholesteryl ester transfer protein; PLTP = phospholipid transfer protein;
LPL = lipoprotein lipase ; HL = hepatic lipase: FFA = free fatty acid. Comparisons between HALP and CTL,
NS = not significant.
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MW  PCR 1 2 3 4 5

200 bp
166 bp

138 bp

100 bp

Figure I - PCR digestion assay of CETP Int14A mutation using Nde-I on 3% agarose 1000
gel: lane 1 = wild type (166 bp); lanes 2, 3 and 4 = heterozygote individuals
{166 and 138 bp); lane 5 = homozygote individual (138 bp); MW = molecular size marker;
PCR = amplification product of undigested fragment.

MW PCR 1 2 3 4 5 6

200 bp

179 bp
158 bp
100 bp

Figure 2 - PCR digestion assay of CETP D442G mutation using Sal-I on 3% agarose 1000
gel: lanes 1, 2, 4, 5 and 6 = wild type (179 bp); lane 3 = heterozygote individual
(179 and 158 bp); MW = molecular size marker; PCR = amplification product of
undigested fragment.
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Table 2 - Prevalence and frequency of Int14A and D442G cholesteryl ester transfer protein

gene mutations in hyperalphalipoproteinemic individuals (n = 152).

CETP mutation Allele prevalence Allele frequency

Intron 14A 0.023
Heterozygote 3.3% (5)
Homozygote 0.7% (1)

Exon 15 (D442G) 0.0033
Heterozygote 0.7% (1)

Homozygote 0

Any CETP mutation 4.6%(7)

{ )= number of mutation carriers
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Table 3 - Clinical and biochemical individual characteristics of CETP gene mutation

carriers.
Parameters Int Int i14A Hetero AllInt D442G Al Controls®
14A 14A Hetero mutation (n=81-139)
Homo hetero® carriers*®

{n=5} {(n=T)

Age (years) 61 46 52 68 33 29 465 73 32+ 15 42 %15

Cholesterol 360 210 188 240 238 251 164
225+25 24058 18648
(mg/dL)
Triglycerides 220 94 62 78 152 181 66
113350 122 4+ 62 93 + 46
(mg/dL)
LDL-C 105 127 91 137 126 126 108
121+ 17 117+ 16  115+40
(mg/dL)
HDE-C 211 68 7% 87 78 Y 73
79+ 10 97 = 50 53+ 10
(mg/dL)
HDL,-C 36 21 245 245 175 17.5 14
21 +4 1747 1246
(mg/dL)
HDL;-C 175 58 6936 625 61.2 6528 57
58+ 5 8146 40+ 10
{mg/dL)

CETP(%) 0 66 164 133 62 51  j9us 18 955 1448

PLTP (%) 40 22 43 24 i3 i9 2015 5 24 %14 15+ 10

LPE (mmol 745 1,247 3,331 3,290 2936 2957 2,752+ 3646 2,593« 2,344 &
FFA/mi/h) 861 112 1,201

HI. (amof 237 1,081 1,923 1,322 2952 2913 2,038+ 2278 1.815z% 2,466 =
FFA/mLi/h) 872 993 1,470

Carotid IMT 061 060 076 084 066 (.56 0.69 = 0.97 0.72 %

0.65+0.16
(mm) 0.09 0.13

CETP = cholestery! ester transfer protein; PL.TP = phospholipid ransfer protein; LPL = lipoprotein lipase; HL

= hepatic lipase; IMT = intima-media tickness. * Data as mean + SD.
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Abstract

Objective: In order to investigate the effects of cholesteryl ester transfer protein gene
polymorphisms TaqIB and 1405V on ecarly atherosclerosis a low-density lipoprotein
oxidation biomarker, the activity of regulatory proteins, lipid and lipoproteins parameters

and common carotid intima-media thickness were determined in a Brazilian population.

Methods and results: Two hundred and ninety-four healthy volunteers, aged from 16 to 79
years old were enrolled in this study. After an overnight fast, blood samples were collected
for several laboratory analysis. Similarly to other studies the more prevalent genotypes
were B1B2 TaglB, 45% and IV 1405V, 49%. The waist circumference and age were higher
in genotype IV 1405V carriers. When the genotypes on each polymorphism were compared,
B1B2 showed higher Lp (a) levels than others. Genotype II showed lower concentrations of
HDL-C and IV higher ApoAlI than others. CETP activity was higher in B1B1 and lower in
B2B2 of TaqIB carriers and higher in IT of 1405V. PLTP activity was higher in II genotype.
No differences on lipoprotein lipase and hepatic lipase activities of were observed among
the genotypes. The common carotid intima-media thickness was accessed by
ultrasonography and autoantibodies to epitopes of oxidized LDL were determined in a
sub-group of participants. The last were reduced in VV and in B2B2 and higher carotid
intima-media thickness was found in genotype B2B2. The frequency of cardiovascular

disease was similar among the genotypes.

Conclusions: Suggestive of different prevalence of atherosclerosis the studied CETP
genotypes of the TaqIB and 1405V polymorphisms elicited different plasma lipids,
lipoproteins, apolipoproteins, autoantibodies to oxidized LDL epitopes and carotid intima-
media thickness.

Keywords: High-density lipoprotein; Cholesteryl ester transfer protein; polymorphisms,
Hepatic lipase; Lipoprotein lipase; Phospholipid transfer protein; coronary artery disease
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Introduction

Cholesteryl ester transfer protein (CETP) participates in the reverse cholesterol
transport (RCT), facilitating the exchange of cholesteryl ester (CE) and triacylglycerol (TG)
among lipoproteins, and promoting net transfer of CE to apoB containing lipoproteins. This
fact increases the cholesterol concentration of low-density lipoproteins (LDL) and very
low-density  lipoproteins (VLDL), and potentially of the pro-atherogenic
intermediate-density lipoproteins (IDL); but CETP also distributes the cholesterol to these
lipoproteins that are rapidly cleared by the liver. Thus, the issue of the atherogenicity of
CETP is very controversial (1). Other proteins that participate in RCT are: phospholipid
transfer protein (PLTP), hepatic lipase (HL) and lipoprotein lipase (1.PL).

There is a lot of mnterest in understanding the role of CETP polymorphisms in
modulating atherosclerosis (1). Associations between these polymorphisms and small
changes in plasma CETP and high-density lipoprotein-cholesterol (HDL-C) levels were
demonstrated (2) but the relation between these polymorphisms and susceptibility to

atherosclerosis is variable and not well known (3).

TagiB and 1405V polymorphisms have been researched frequently. In TaqlB
polymorphism, a silent base exchange occurs in the 277 nucleotide, on the first intron of the
CETP gene. in 1405V polimorphism, the amine acid isoleucine is substituted by valine at
the position 405 of the exon 14 of the gene (4).

The frequency of TaglB BZB2 in Asian and Caucasian populations was
reported as 0.38 to 0.45 and equal to 0.26 in Afro-Americans (5). The frequency of the rare
V405 allele was 0.28 in different regions of Europe (6).

TaglB polymorphism has been extensively associated with high HDL-C levels
although without direct effects on CETP concentration or activity (7). It has been reported
that TaqglB is associated with 5.8% of HDL-C variability in healthful Spanish population
(8) and with 1% 1in the Framingham Offspring Study (2).

The cardioprotection of B2 allele in males is probably due to associations with
higher HDL-C levels and not because of CETP mass or activity (9). On the other hand, the

B1 allele presents an increased CETP and a greater cardiovascular heart disease (CHD) risk
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(10). In some studies no such association was found (11). It was verified that the LDL
diameter did not differ between cases and controls and, therefore, did not represent a

significant risk factor (12).

The 1405V polymorphism affects the primary structure of CETP but not the
plasma CETP mass (13). The Honolulu Study (14) showed lower levels of CETP, higher
HDL-C as long as TG concentrations were above 165 mg/dL. and an association with CHD
of the VV genotype in men. Some studies did not show differences in the lipid profile of
these subjects (15).

In the Copenhagen City Heart Study, homozygotic and heterozygotic women
with V allele showed a paradoxical positive relationship between high levels of HDL-C and
CHD prevalence (16). On the other hand Paullaud et al. (17) reported an increase in the

carotid intima-media thickness (IMT) in men.

The influence of some risk factors should be taken into account as modulators
of the polymorphism effects, like the use of cigarette-smoking (7, 18), heavy alcohol
consumption (19) and insulin resistance in obese patients (20). The TG can modulate the
CE transfer rate in plasma (21) and a positive association between CETP and HDL-C was

seen only in hypertriglyceridemic, but not in normotriglyceridemic subjects (22).

The available data generally support the hypothesis that the CETP deficiency,
especially when associated with a high HDL-C level, is antiatherogenic. Nonetheless there
are studies suggesting that atherosclerosis is increased in some individuals with a
heterozygous CETP deficiency but this may reflect small sample sizes, confusion by other
risk factors or biases inherent to the study design (3).

In this study we described the frequency of two CETP polymorphisms in a
Brazilian population, analyzed their repercussion on anthropometric measurements, on
several serum parameters involved in the metabolism of the plasma lipids and lipoproteins,

on some atherosclerosis markers and on the presence of established disease.
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Study Design

This study was conducted on 294 volunteers, aged from 16 to 79 years old, and
consisted of 217 women and 77 men. They were normolipidemic according to the National
Cholesterol Expert Panel recommendations (NCEP) (23). The criteria for exclusion of the
protocol were such as: hepatic, renal, lung and endocrine pathologies; diabetes mellitus or
glucose intolerance; chronic intake of alcohol and continuous use of medications.
Established cardiovascular disease (CVD) was defined as the occurrence of one or more of
the following events: one or more myocardial infarctions, coronary artery bypass grafting,
percutapeous transluminal coronary angioplasty, stroke, tramsient ischemic attack and
peripheral arterial disease. The individuals were attended at the Outpatient Clinic for
Dyslipidemia, Faculty of Medical Sciences, H.C. - UNICAMP. Their personal as well as
family histories were recorded and they underwent a complete physical examination. The
participants were considered as without artherosclerotic disease, since all the above cited
parameters were negative. Blood samples were taken afier a 12 hour period of fasting and
were performed in two steps: in the first step 10-15 mL of blood (basal) and then 4 mL of
blood were collected after heparin administering (106 Ul/kg of weight, 1.V.), to determine
total and hepatic lipase (24). Some measurements were performed in a sub-group of
individuals: common carotid intima-media thickness and autoantibodies to epitopes of
oxidized LDL. This study received the approval of the Research Ethics Committee at the
Faculty of Medical Sciences, UNICAMP, SP, Brazl.

Biochemical Analysis

Serum cholesterol, TG and lipoprotein sub-fractions were determined by the
enzymatic-calorimetric methods using an automated Roche-Hitachi 917 analyzer
{Roche Diagnostic Systems Inc., USA). HDL-C was measured by a direct homogeneous
method (25).

HDL sub-fractions (HDL, and HDL;) were obtained after sequential
microultracentrifugation of the supernatant obtained after precipitation of apoB containing

lipoprotein, in a Beckman microultracentrifuge Airfuge / 75B (Palo Alto, USA) (26). The
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low density lipoprotein-cholesterol (LDL-C) was obtained directly using the
enzymatic-colorimetric homogeneous method in the automated BM Hitachi 917 system
(Roche, Basel, Swiss) (27). The serum concentrations of the apolipoproteins Al (apoAl),
apoB100 and lipoprotein (a) (Lp(a)) (28) were determined by immunologic reactions using

commercial kits in the Dade Boehringer System (Boehringer, Germany).

CETP and PLTP Activities

The CETP activity was measured by an exogenous assay that measures the
transfer of radiolabelled cholesteryl ester between a normal donor pool of ["*C]-cholesteryl
ester-HDL and an unlabelled acceptor mixture of apoB-containing lipoproteins
(VLDL plus LDL) with the plasma as the CETP source. The results were expressed as a
percentage of cholesteryl ester transferred from HDL to apoB-containing lipoproteins
(VLDL plus LDL) in 4-hour incubation period at 37°C (29).

The PLTP activity was measured by radiometric exogenous assay through the
transfer of the ['*C]-phosphatidylcholine from liposomes to the HDL in the presence the
plasma of the patient as the source of PTLP at 37°C for one hour (20).

Lipases Activities

Lipoprotein lipase (LPL) and hepatic lipase (HL) activities were measured in
post-heparin plasma samples on the basis of fatty acid release (24), using a radiolabelled
triolein emulsion as the substrate and NaCl (1M) as the LPL inhibitor. The results were
expressed as nmol of non-esterified fatty acid (NEFA). mL™". b

The assays for CETP, PLTP and lipases were carried out in triplicate. The
inter-assay coefficients of variation were 12%, 2%, 9% and 8% for CETP, PLTP, LPL and
HI., respectively.
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Autoantibodies to epitopes of oxidized LDL

The autoantibodies to epitopes of oxidized LDL (anti-ox-LDL) were measured
by ELISA in a sub-group of participants, after the samples were incubated with
copper-oxidized LDL (31), and the optical density (OD) was read at 460 nm. The results

were presented as percentage of the OD readings relative to the group ranked values.

Ultrasonic carotid procedures

The ultrasonic carotid procedures were performed in a sub-group of participants
by the same radiologist using an Advanced Technology Laboratories (Bothell, USA)
ultrasound imager with a 7-12 MHz color doppler probe. The protocol comprised the study
of both common carotid arteries. The carotid intima-media thickness (IMT) was calculated
as the mean of five measurements on each side in the far wall from the left and right
common carotid arteries according to a standardized method (32). The individual results

were expressed as an average of lefl and right carotid IMT.

Molecunlar Analysis:

The genomic DNA from the peripheral leukocytes was extracted according to
the micromethod developed by Salazar et al. (33). The identification of CETP TaqIB
polymorphism was performed by PCR as described by Fumeron ef al. (19).

The DNA amplification was performed using 100 ng of genomic DNA in a
volume of 50 uL containing 50 pmol of each primer (forward: 5-CACTAGCCCAGAGAG
AGGAGTGCC-3, and reverse:S- CTGAGCCCAGCCGCACACTAAC-3', 535 bp), 0.2
mM dNTPs, 1.5 mM MgCh, and 0.2U of Tag DNA polymerase (Gibco BRL, USA). The
PCR reaction consisted in 30 cycles of 30 s of denaturation at 94°C, 30 s of annealing at
60°C, and 60 s of elongation at 72°C, and and final extension at 72°C for 5 min. The PCR
products were digested with 5 U of Tagl (Gibco BRL, USA) at 65°C for 3 h. and the
lengths of the fragments obtained were 174 and 361 bp (fig 1).
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The determination of CETP 1405V polymorphism was performed as described
by Gunadson ef al (6). The fragments encompassing the polymorphic sites were amphified
by PCR. The reaction mixture consisted of 100 ng of genomic DNA in a volume of 50 uL
containing 50 pmol of each primer (forward: 5-TTGACT GCAGGAAGCTCTGGC- 3%
reverse: S-TATTTTTTTCACGGATGGGCA-3', 142 bp), 0.2 mM of each dNTP; 1.5 mM
of MgCl; 0.2U of 7ag DNA polymerase (Gibco BRI, USA). The PCR conditions were
95°C for 5 min, 60°C for 1 min and 72°C for 1 min for one cycle, and subsequently 35
cycles at 95°C for 15 s, 60°C for 30 s and 72°C for 30 s, and finally at 72°C for 5 min. The
PCR products were subject to restriction enzyme analysis by digestion with 2 U of the
restriction endonuclease Mspl (New England Biolabs, UK) for 8 ul of the PCR sample at
37°C for 1 h, and the length cut of 121 bp and 21 bp were found in the presence of the less
common V allele (fig. 2).

Statistics

The statistical package SAS was used to analyze the data. One way ANOVA
and the Student’s t test were used to compare genotypes. The Chi-Square test was used for
categorical variables. The significance level chosen was 5% and for borderline differences

between 5 and 8%.

Results

Table 1 presents clinical and anthropometric data from the studied population.
The studied group presented a higher number of women than of men. All parameters were

under the recommended values, reflecting their state of health.

Table 2 presents the distribution of the CETP polymorphisms. In TagiB
polymorphism, the B1B2 genotype was found in 45% in the studied population. The
frequency of B2B2 genotype, described as the most current in Asian and Caucasian
population, was 22%, and similar to the frequency described in an African population
(26%) (5). The most frequent 1405V genotype was IV, 49%, similar to what was described
for a white population, 46% II, 43% 1V and 11% VV genotype (16).
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Table 3 presents the repercussion of the two polymorphisms on several
anthropometric and biochemical parameters, on cardiovascular disease (CVD) or on
atherosclerosis markers. Most of the clinical and anthropometric parameters were similar in
all six genotypes. Age was marginally higher in IV genotype, as well the waist
circumference. The waist circumference was smaller in VV carriers, probably because it

was the youngest group.

The plasma levels of lipoproteins, lipids and apolipoproteins were similar but
when genotypes were compared, B1B2 showed higher Lp (2) levels than the others.
Genotype 11 showed lower levels of HDL-C and 1V higher ApoAl levels. No differences in
LPL and HL activities were observed among the genotypes. CETP activity was higher in
B1RB1 and lower in B2B2. Both PLTP and CETP activities were higher in genotype 1.

Discussion

Polymorphisms found in CETP locus may have different influence at the
plasma CETP and HDL-C levels (34). In the present study several differences in metabolic
and atherosclerosis biomarkers related to TagIB and 1405V polymorphisms were found.

Regarding to 1405V polymorphism, the genotype 1l 1405V was associated with
an increased CETP and PLTP activities, both indicators of CVD risk. Genotypes 1V and
VV when compared to II, showed elevated HDL-C levels and genotype IV a lower CETP
activity, an anti-atherogenic profile. The highest level of HDL-C in IV genotype was

related to an increase in HDL, sub-fraction cholesterol (35).

Lp (a) is an independent risk factor for atherosclerosis in men and women {36).
In a study in a white population, women with a VV genotype had higher tertile values for
LDL, apoB and Lp(a), presenting an increased odds ratio for ischemic heart disease {16).
Our study showed BI1B2 genotype had the highest Lp (a) levels compared to all genotypes
analyzed.
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In the present study it was not possible to detect any relationship between
genotype VV and increased HDL-C (3) and IMT (15) as reported in men, when TG levels
are > 165 mg/dl.; this fact occurs because TG levels in our group were “very”” normal.

HDL-CHOL and cholesterol levels were not different in the diverse TaqIB genotypes.

In the Stanislas cohort (17), the I405V polymorphism was not related to any
lipid parameter and Goto ef al. (37) showed that it had no impact on the CETP mass,
HDL-C or coronary angiograms. Agerholm-Larsen ef al. (2000) (16) demonstrated by
meta-analysis, comparing the 405V e 4051 alleles: a weaker association was found between
HDL-C levels and mass/activity of CETP in 405V genotype; some authors found an
increased risk of CHD in these carriers (13). Funke er al (1994) (38) described an
association of the allele 405V with the lowest CETP activity, like it was demonstrated in
our study. This genotype is associated with higher HDL-C levels in 10% of cases.
Nevertheless, an association of 1405V polymorphism and an increased carotid IMT were
shown in individuals with VV genotype and elevated TG levels (14). In our study, the
1405V genotype did influence the IMT indices.

We found that genotype II showed an increase of the activity of the PLTP, with
a direct correspondence with CETP activity. Oka er al. (39) and Huskonen ef al. (40)
verified that the plasma concentration of PLTP is higher in CETP deficiency and lower in
hipoalphalipoproteinemia, and large and inactive PLTP particles were detected in the
deficiency of CETP. Schlitt e al (2003) (41) demonstrated that the activity of PLTP in
patients with CHD was greater than that found in the controls.

Some investigators described the lack of correlation between CETP activity and
the TaqIB polymorphism (42).The association of this polymorphism with HDL-C levels, in
some studies, has been shown to be independent of the plasma CETP levels (43). It is
possible that the TagIB polymorphism affects CETP and HDL-C by an independent way,
like through associations with other functionally polymorphisms (44).

In our results, the lowest CETP level was present in B2B2 genotype and as in
the data from a Japanese population, no association was found for the B2 allele and

increased HDL-C levels (37). However, in different populations it was found an association
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of B2 allele with a moderate reduction in CETP activity and an increase in HDL-C levels
{45) besides a lower CVD risk (7). As previously reported (46), a positive association was
shown between CETP activity and LDL-C levels, but in our study there was not any

correlation with the LDL-C levels,

In this study, differently from others which the B2B2 carriers were associated
with a reduction of cardiovascular risk, B2B2 presented a higher IMT, suggesting that their
lower CETP activity phenotype could be implicated in early atherosclerosis. It is possible
that the absence of high levels of HDL-C are an explanation for the association of B2B2
genotype with an early atherosclerotic manifestations, however the frequency of
cardiovascular disease was similar among the genotypes. The lowest anti-oxL.DL
antibodies in this genotype may have happened because of a relative increase in elimination

of oxidized lipids from LDL by HDL.

Probably the TagIB polymorphism association with CVD risk and HDL-C
levels are related to unknown mechanisms of HDL protection against CVD. The reverse
cholesterol transport could explain this association, since some researchers could not find
different CVD risk between B1B2 heterozygous and B1B1 homozygous, even though the
first have intermediate levels of HDL-C (7).

It was demonstrated that an elevated concentration of CETP was positively
associated with the progress of the arteriosclerosis, measured by the IMT during a 2 years
treatment with statin, in patients with familiar hypercholesterolemia (47). Some studies
suggested a higher risk of coronary disease for the BI allele (10), showing an association
with a reduced vascular Jumen in those individuals (48), although the Physician’s Health
Study (11) did not prove different risk in TaqIB genotypes. In Framingham Offspring Study
(2), the homozygous for Bl allele of TaglB polymorphism exhibited the highest CETP
activity and the lowest HDL-C levels, compared with B1B2 or B2B2 individuals. In our
study the genotype B1B2 presented the highest level of Lp (a) and B1B1 the highest CETP
activity both proatherogenic conditions. However, no relationships between those

genotypes for IMT or anti-ox.DL antibodies levels were found.

Capitulos
i35



The inverse relationship observed between anti-oxI.DL antibodies and oxL.DL
levels in normal subjects, suggests that anti-oxL.DL-antibodies have a role in the clearance
of oxL.DL from the circulation and can be considered a marker of atherosclerosis (49). In
our study, the B2B2 carriers presented the lowest levels of anti-oxLDL antibodies and the
VV genotype had only a tendency to it. Although no differences were verified between
LDL-C levels, the low anti-oxLDL antibodies could reflect the formation of protective

immunocomplexes.

No association was verified among the analyzed polymorphisms, clinical
atherosclerosis and IMT. We demonstrated that none of the genotypes analyzed were

related to cardiovascular protection, although genotype IV showed better indicators.

Further gepetic studies with this Brazilian population should be conducted so
these CETP polymorphisms are better understood, particularly their relation to

atherosclerosis.
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TABLE 1 - CLINICAL CHARACTERISTICS OF THE STUDIED INDIVIDUALS

Parameters Mean + SD
Age (years) 48+15 (294)
Sex (F/ M) 26/77
BMI (kg/m”) 255 (278)
Waist circumference {cm) B0£12 (275)
Systolic BP (mmHg) 125£15 (279)
Diastolic BP {(mmHg) 80+10 (279)

Data as means + SE; (n} = number of individuals

BML, body mass index; BP, blood pressure
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Fig. 1: TaqlB polymorphism. PCR digestion assay using Taql on poliacrilamida gel: lane
9: BIB1 (+/+) (174 and 361 bp), lane 10: B2B2 (-~) (535 bp) and lane 11: BIB2 (+/-)

(535, 361 and 174 bp)

10

i1

i1

Fig. 2: 1405V polymorphism. PCR. digestion assay using Mspl on poliacrilamida gel: Lane
14: 1V (+-) (142, 121 and 21 bp); lane 15: II (-/-) (142 bp) and lane 16: V V (+/4)
(121 and 21bp); lane 11: MW-molecular size marker

14

15

16
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TABLE 2 — PERCENTAGE DISTRIBUTION OF CETP GENOTYPES TaqlB AND
1405V IN THE STUDIED POPULATION.

CETP polymorphism Distribution
TaqiB B1B1 33% (97)
BiB2 45% (131)
B282 22% (65)
1405 n 34% (100)
v 49% (145) -
A'A' 17% (56)

Total= 294 individuals; n= (number of carriers)
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TABLE 3 — CLINICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF CETP
TaqlB AND 1405V GENOTYPES

TaqlB 1405V
PARAMETERS

B1B1 B1B2 B2B2 P 1 v vV P
Age (years) 4816 (98) 48+15(131) 50+14(65) 48+15(99)  50£14  44+16(S0)* 0.072
Sex (F/ M) 6930 100/32 51715 73/28 112/34 35/17
BMI (ke/m2) 25+5(92) 26+5(122) 2518 (64) 2646 (92) 25+5(139) 2444 (47)
Waist circumference  80+12(88) 81212(125) 8012 (62) 79H11(90) 82413 T8O (48)* 0.020
Systolic BP (mmHg) 125314 (92) 124416 127+17(61) 123316 127416 124+13 (49)
Diastolic BP (mmHg)  81+10(92) 80:10(126) $1£10(61) 79+11(92) 82:10 8129 (49)
Carotid IMT (mm) 0.69+0.17 0.72£0.22  0.86£0.30 0.008 0.74£0.21 0.76£0.22 0.71£0.28 (27)
Cholesterol (mg/dL)  207+49 (98) 212450 217445 (65) 206444 216252 208348 (50)
Triglyceride (mg/dl)  92+44 (98) 9341 (131) 102446 (65) 98+47(99) 94443 87436(50)
LDL-CHOL (mg/dL) 119336 (98) 125840 127237 (64) 122434 124442 12535 (50)

Anti ox-LDL (%)

0.33+0.16  0.40:0.18 0.30£0.16(27) 0.02] 03620.18 0.3820.18 0.28+0.13(22) 6.052

HDL-CHOL (mg/dL)  70425(98) 68+16(131) 71+17(65) 66422(99) 7318 67+17(50) 0.010

HDL-CHOL (mg/dL) 1636 (87) 1626(119) 1749 (59) 1446 (89) 1757 (130) 1745 (46)% 0.005

HDL;CHOL (mg/dL)  52+19(87) 51215(119) 54+14(59) 50+19(88) 54214 50213 (46)
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PARAMETERS TaglB 1405Y
{Tab 3 Continuation)

BiB1 BiB2 B2B2 £ I¥ v A'A% P
HDL,-TG (mg/dL) 956 (85) 95 (116)  9E£5(55) 945 (88) 946 (124) TS (44)
HDL;TG (mg/dL} 2131087y 23211 (120) 23+10(59) 23£11(89)  23+10(131) 19+9(45)
Apo Al (mg/dL) 172341 (92) 167439 175436 (63) 162434 (96) * 179442 162435 (48) 0.008
Apo B108 (mg/dL) 95+26 (92) 12432 102425 (63) 98+25 (96} 102434 92426 (48)

Lp(a) (mg/dl)  28332(89) % 39436 (127) 26+32(62)% 0.0/3  33434(91) 32433 (139) 34438 (48)

CETP activity (%) 1348 (88)¢ 12:8(127) 10:7(60) 0.059 1438(92)%  11+7(134) 1246(49) 0.007

PLTP activity (%) 17+11(82) 1711 (113) 1729 (57) 22+12(80)  16x10(129) 1249(43)% 0.0001
LPL 2.597+1,380 2,643+1584 2,532+1.564 2,627£1,439(88) 2,517£1,406 2,798+1.901
HL 192541345 1.900£1,311 1,91321,191 1.985+1.424(88) 1,788%1,154 2.014+1,377
CVD (%) 8 9 8 0.70 8 8 8 0.60

Data as means + SD; (n) = number of individuals.

BML body mass index; BP, blood pressure; IMT, intima media tickness; LDL-C, low density Hpoprotein cholesterol;
HDL-CHOL, high density lipoprotein cholesterol; ox-LDL, oxidized LDL; apoAL apolipoprotein AL apoB100,
apolipoprotein B100; CETP, cholesteryl ester transfer protein; PLTP, phospholipid transfer protein; HL, hepatic lipase;

LPL, lipoprotein Bpase; CVD, cardiovascular disease.

*P<0.051V;*P<0.05,BIB2; ;5P <0.05, B2B2; * P <0.05, 1I
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Este € o primeiro estudo genético conduzido em uma populagfo brasileira
portadora de HALP. Os participantes sfo resultado de ampla miscigenacio racial,

originarios do estado de S&o Paulo e regifes vizinhas.

Na populacio japonesa, int14A e D442G sdo as mutacdes mais frequentes do
gene da CETP e apresentam-se acompanhadas por alteracdes bioquimicas e biolégicas de
HDL e LDL. Aceita-se que os valores de HDL-C, per se, nfo estio necessariamente
correlacionados com protegio contra a aterosclerose, pois se esta lipoproteina possui
caracteristicas disfuncionais, pode ndo contribuir para a reducdo deste T1isco
(BARTER e RYE, 2001).

Os individuos homozigoticos para a mutagio Intl4A apresentam atividade e
massa plasmatica de CETP indetectaveis, aumento em 2-3 vezes dos valores de HDL-C,
particulas de HDL, ricas em EC e pobres em TAG, com capacidade reduzida de remover
colesterol (HIRANO er al., 2000). Além destas, sdo encontradas alteragdes em apoE
(LAGROST, 1977), apoAl e apoAll. As particulas de LDL mostram reducio de apo B
(INAZU et al., 1990), aumento da concentragio de TAG (BISGAIER er af, 1991) e
polidispersdo de particulas (YAMASHITA ef al., 1988). Na mutagdo D442G, os individuos
apresentam deficiéncia parcial de CETP, com aumento de HDL-C em cerca de 1-2 vezes

(INAZU et al., 1994).

Estudos populacionais, ao pesquisarem a relagfo destas mutacfes com a
aterosclerose, encontraram: associacdo de HALP com DAC, se os valores de HDL-C se
encontravam entre 41-60 mg/dL. em homens heterozigéticos (HIRANO ef al., 2000); maior
indice de anormalidades ao ECG quando os valores de HDL-C estavam >70 mg/dL
(HIRANO ef al., 1997) e menor incidéncia de DAC quando os valores de HDL-C estavam
>80 mg/dl., dados estes abrangendo tanto homozigéticos como heterozigoticos, de ambas
as mutacdes citadas (INAZU ef al., 1994). Nos estudos populacionais de Honolulu e Kochi,
os pacientes com valores elevados de HDL-C mostraram prevaléncia semelhante, quer
fossem mutantes ou nfo (HONG ef al, 1996; MORYAMA ef al, 1998). A analise
prospectiva de resultados do Honolulu Heart Study mostrou correlacio significativa entre
os portadores heterozigdticos das mutacdes do gene da CETP e doencas cardiovasculares
ou cerebrovasculares (HIRANO er a/l., 2000, CURB ef al., 2004). Os efeitos negativos da
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deficiéncia de CETP em mutantes heterozigdticos parecem predominar sobre
homozigbticos, como demonstrou INAZU et al (1993) com a ocorréncia de DAC
prematura em 44 individuos mutantes estudados. Esta hipdtese foi reforcada com a
comprovacdo de que dentre os cinco pacientes heterozigoticos participantes do atual estudo,
um deles apresentou arco corneano e DAC, além de historia familiar positiva para doenca

cerebrovascular.

Em um estudo prévio da populacio brasileira com HALP, realizado por nosso
grupo (ALARCON et al, 2004), foi verificado que o agente primario da modulagio de
HDL-C podena ser de origem genética. Neste estudo foram investigados a frequéncia e a
prevaléncia das mutagGes genéticas de CETP (Intl4A e D442G), bem como de dois
polimorfismos freqlientemente descritos (TaqIB e I405V), além das caracteristicas
metabolicas e a presenca de manifestaches aterosclerdticas em 152-294 HALP e em 139
controles, definidos como portadores de HDL-C acima ou abaixo do percentil 90™ para a
pepulacdo local, respectivamente.

No presente trabalho, a prevaléncia da mutagfio Int14A foi maior (4 %) do que
na populagfo caucasiana (HILL ef al., 1997), porém menor do que em populagfio japonesa.
A mutacdo D442G apresentou prevaléncia muito menor (0,7 %) do que a observada pa
populagido japonesa (HONG et al, 1996), e o tnico individuo a apresenti-la era

proveniente deste grupo étnico.

No grupo HALP foi encontrada relago com alteragBes de parimetros do
metabolismo lipidico: redugfo da atividade de CETP e HL e aumento das atividades de
LPL e PLTP.

Quatro dos individuos que apresentaram mutaciio Int14A estavam situados no
percentil de referéncia 95 * ou acima, para a concentragdo de HDL-C, e abaixo do percentil
55" para a atividade de CETP. Analisando a atividade de LPL, esta localizou-se abaixo do
percentil 50 ™, a atividade de HL abaixo do percentil 45%, ¢ a de PLTP abaixo do percentil
65",
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O paciente homozigético para Int14A apresentou HDL-C de 211 mg/dL e
atividade de CETP indetectavel. A atividade de HL estava abaixo do intervalo de referéncia
(2,5 e 97,5 percentis do controle), sugerindo a presenca de defeito genético concomitante.
Este paciente nfo apresentou sinais de comprometimento cardiovascular, no entanto um dos

heterozigdticos (29 anos) apresentou DAC estabelecida.

O individuo mutante para D442G apresentou atividades de LPL, HL. ¢ PLTP
com resultados proximos ao do grupo controle. Os valores de HDL-C (75 mg/dL) e CETP
(atividade de 18%) estiveram de acordo com o descrito na literatura para esta mutaciic

(BOEKHOLDT e THOMPSON, 2003).

As diferencas encontradas nas proteinas de transferéncia e lipases também
foram registradas em outros estudos. HL. e LPL atuam de forma oposta no metabolismo de
HDL e os valores de HDL; aumentam as custas de LPL (KUUSI er al, 1989). Esta
associacio entre aumento de LPL e HALP foi verificada por TASKINEN et al (1980).
HIRANO et al. (1995) demonstraram pacientes com dupla deficiéncia de CETP ¢ HL, na
auséneia de hipertrighceridemia e acumulo de remanescentes de lipoproteinas. A
deficiéncia de HL origina particulas de HDL ricas em TAG, que sfo excelentes substratos
para atuacdo de LPL (ALARCON er al, 2004). Estes resultados poderiam explicar a
normotrigliceridemia, o aumento de HDL, ¢ de LPL no grupo estudado de pacientes
HALP. Estes individuos também mostraram discreta tendéncia ac aumento de atividade de
PLTP. Em estudos com voluntarios saudaveis, foi verificada correlagfio positiva com a
concentracio, mas ndo atividade plasmatica de PLTP e HDL-C, ¢ na deficiéncia de CETP
foram identificadas grandes particulas inativas de PLTP (OKA e al, 2002).

A presenga de mutacdes e polimorfismos no gene da CETP, acompanhadas de
alteragOes funcionais, poderia explicar o encontro de variagdes no IMT destas populacBes
(KAKKO er al., 2000). A verificacdo de aumento do IMT de um dos pacientes analisados,
portador da mutacSo D442G, estaria de acordo com estes dados, porém ndo foi

caracterizada associacio entre as mutactes e DCV clinica, neste estudo.

Estas alteragfes metabdlicas, demonstradas por avaliacBes clinicas e
bioguimicas, sugerem que nesta populacio estudada, HALP ndo mostrou associagio com as

mutacles estudadas ou aterosclerose clinicamente estabelecida.
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Polimorfismos encontrados no Jocus da CETP apresentam efeitos varidveis
sobre a concentragdo plasmatica de CETP ou valores de HDL-C (BARTER e RYE, 2001).
O gendtipo BIB2 apresentou prevaléncia de 45% e o IV de 49%, indices semelhantes ao de
outras populaces descritas. No estudo atual, os diferentes genétipos estudados de TaqIB e
de 1405V mostraram alteragdes metabolicas diversas, com repercussdes varidveis quanto ao
estabelecimento da aterosclerose. O gen6tipo B2B2, diversamente do resultado de outros
estudos (EIRIKDOTTIR et al, 2001), mostrou correlagio positiva com aumento do IMT, os
mais baixos valores de CETP, nenhuma associaciio com aumento da HDL-C e diminuigio
de auto-anticorpos anti LDL oxidado, em relagio aos outros gendtipos. O gendtipo VV de
1405V apresentou relagio com menor concentracfio de auto-anticorpos contra LDL
oxidada. O genoétipo II apresentou valores mais baixos de HDL-C e relativo aumento da
atividade de CETP, configurando um perfil pré-aterogénico nestes individuos. As proteinas
reguladoras CETP e PLTP, bem como as lipases, mostraram-se similares entre estes

diversos gendtipos.
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A populacdo analisada era constituida por um background genético
heterogéneo. A prevaléncia da mutagfio Int14A foi maior do que a relatada em caucasianos
e a D442G menor do que na populacdo japonesa; ambas apresentando pequenos indices na

populacéo brasileira.

A HALP, neste grupo estudado, mostrou associago com menor atividade da
HL e da CETP, aumento de LPL e PLTP, além de outras altera¢des, como ¢ aumento do
colesterol total e de ApoAl, concentracdes de colesterol aumentadas em fragdes de HDL, e
HDIL;, e de TAG em HDL;.

Para avaliar, nesta mesma populacfo, as repercusses dos polimorfismos TaglB
e J405V na mstalacdo da aterosclerose, foram determinados parimetros lipidicos, proteinas
moduladoras e marcadores biologicos. A frequéncia destes polimorfismos na populago
estudada foi semelhante & descrita na literatura. Em wm subgrupo de pacientes foi avaliado
o IMT de ambas as carétidas, mostrando aumento deste indice, no gendtipo B2B2. Os
auto-anticorpos contra LDL oxidada apresentaram-se aumentados nos individuos com
gendtipo B1B2 e limiftrofes no IV. As lipoproteinas, apolipoproteinas, lipides, LPL, HL e
PLTP foram semelhantes nos diversos gendtipos. ApoAl, HDL-C ¢ HDIL,-C estavam
aumentados e CETP reduzido nos individuos IV de I405V e Lp(a) nos B1B2 de TagIB. No

entanto, a frequéncia de DAC foi similar nos varios gendtipos.

Os resultados encontrados na andlise dos wvdrios gendtipos de
muta¢des/polimorfismos do gene da CETP (Int14A, D442G, 1405V e TaglB) nfic
demonstraram associagio com o grupo HALP, sugerindo que muta¢des de outras proteinas,
como de HL, poderiam explicar melhor este fenétipo na populagio estudada. E possivel, no
entanto, que a baixa freqiiéncia das mutacdes de CETP ndo tenha permitido caracterizar
esta associa¢iio. HALP nfio esteve associada a quaisquer das mutagdes ou polimorfismos
estudados ou aterosclerose clinicamente estabelecida. Estudos complementares necessitam

ser realizados para methor compreensio deste fendtipo.
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