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RESUMO




Esta bem estabelecida na literatura especializada a associacdo inversa entre as
concentragdes plasmaticas de colesterol das lipoproteinas de alta densidade (HDL-C)
e a incidéncia de doenga arterial coronariana (DAC). Além de propriedades anti-oxidante,
anti-inflamatodria e anti-tromboética, a HDL participa do transporte reverso de colesterol,
via pela qual o colesterol ¢ captado das lipoproteinas e das membranas células periféricas e

transportado ao figado para sua excrecao na forma livre ou de acidos biliares.

A lipase hepatica (LH) possui funcdo crucial no transporte reverso do colesterol, por sua
atividade lipolitica e pela func¢ao de ligante a lipoproteinas facilitando sua captacdo tissular.
A proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP), e mesma importincia
metabolica, promove a troca de ésteres de colesterol por triglicérides entre a HDL e as
lipoproteinas ricas em triglicérides. Mutagdes nos genes que codificam estas proteinas tém

sido muito estudadas para se compreender a fun¢do destas no metabolismo lipidico.

O modelo experimental da hiperalfalipoproteinemia tem sido utilizado no decorrer dos
ultimos anos com o intuito de elucidar os mecanismos de a¢do da HDL e das proteinas
reguladoras do seu metabolismo. A hiperalfalipoproteinemia ¢ caracterizada pelo aumento
das concentragdes de HDL-C e ¢ causada principalmente por deficiéncias genética de

CETP e/ou LH.

Os objetivos desta dissertacdo foram o de se estabelecer a modulacdo da
hiperalfalipoproteinemia sobre os pardmetros antropométricos, bioquimicos, moleculares
(=514C/T do gene da LH e 1405V do gene da CETP) e radiologicos (espessura da camada

intima média de car6tidas) em uma amostra populacional brasileira.

O estudo foi conduzido em 291 voluntarios de ambos os sexos, classificados como
hiperalfalipoproteinemicos (Hiper-A), HDL-C >68mg/dL, ou controles, HDL-C<68 e
>32 mg/dL, de acordo com o valor do percentil 90, obtido em um estudo prévio do

Laboratério de Lipides a partir populagdo normolipidémica.

Os polimorfismos LH-514C/T e CETP 1405V foram identificados através de técnicas de
reacdo em cadeia polimerase (PCR) e a espessura da camada intima-média de carotidas

(EIM) pela ultra-sonografia de alta resolugao.
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Em um primeiro trabalho observou-se em um sub-grupo de 169 individuos, com a medida
da EIM, que somente a idade foi correlacionada com a EIM na hiperalfalipoproteinemia,
enquanto que em controles houve modulacdo positiva pela idade, sexo masculino,
pressdo arterial sistélica, e controversamente com relatos da literatura, com HDL-C.
Apesar de Hiper-A possuir um perfil com maior niumero de fatores de risco
cardiovasculares, a semelhanca encontrada na EIM de car6tidas, assim como, da freqiiéncia
de EIM maior que 1 mm poderia, em parte, ser explicada pela grande diferenca de
modulacdo entre os grupos apontando para um trago protetor contra a aterosclerose
carotidea em hiperalfalipoproteinemia. A ateroprotecdo reduzida em controles,
tanto em homens quanto em mulheres, estd de acordo com a observada associacdo negativa
neste grupo entre EIM e a CETP com possivel presenga de HDL com a composi¢ao
quimica alterada (ricas em TG e pobres em ésteres de colesterol), e ocorreu possivelmente

no sub-grupo masculino, com perfil pro-aterogénico evidente.

Em um segundo trabalho, no sub-grupo de 169 individuos, com a medida da EIM, foi
avaliado o efeito do polimorfismo LH-514C/T sobre a espessura da camada intima-média
de carotidas na hiperalfalipoproteinemia. Nao se observou nenhuma variagdo de EIM em
ambos os grupos em funcao deste polimorfismo. Quando comparados os grupos, o genoétipo
CC do polimorfismo LH-514C/T mostrou apenas tendéncia a maior EIM de cardtidas em

hiperalfalipoproteinemia (p<0,09), mas a freqiiéncia de EIM maior que 1 mm foi igual.

Em um terceiro trabalho, em 282-291 individuos foram avaliadas as semelhangas de
freqiiéncias entre os polimorfismos LH-514C/T e CETP 1405V na hiperalfalipoproteinemia
e normolipidemia. Ambos apresentaram altas freqiiéncias, similares entre grupos e entre o
polimorfismo LH-514C/T, CC 39%, CT+TT 61%; e o polimorfismo CETP I[405V:
I126%, IV+VV 74% e CTL: CC 40%, CT+TT 60%, 11 43% e IV+VV 57%.

Descrevemos o polimorfismo LH-514C/T na hiperalfalipoproteinemia os TT vs CC
apresentaram cintura menor, concentracdes mais baixas de colesterol plasmatico (C),

fosfolipides (FL), LDL-C, estimativa do tamanho da LDL (LDL-C/ApoB).

O polimorfismo CETP 1405V na hiperalfalipoproteinemia em VV vs II, mostrou alta

pressdo arterial sangiliinea e menores concentragdes plasmaticas de HDL,TG ¢ HDL5TG.
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O genotipo IV teve maiores concentragdes plasmaticas de ApoAl e pressao arterial

diastolica quando comparado com o genotipo I1.

Em resumo esta dissertagdo aponta para efeitos ateroprotetores ou neutros da
hiperalfalipoproteinemia em uma amostra de populagdo brasileira sobre a aterosclerose
carotidea, inclusive no polimorfismo LH -514C/T. Os polimorfismos LH-514C/T ¢ CETP
1405V foram muito semelhantes com relacdo aos lipides e lipoproteinas séricos,
mas ndo as proteinas reguladoras, oferecendo modulacio protetora na

hiperalfalipoproteinemia.
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ABSTRACT




There is an inverse relationship between plasma concentration of high-density lipoprotein
(HDL-C) and the risk of coronary arterial disease (CAD). Beyond anti-oxidant,
anti-inflammatory and anti-thrombotic properties, HDL plays a role on the reverse
cholesterol transport, where cholesterol is taken from lipoproteins and peripheral cells to
the liver for excretion. Hepatic lipase (HL) plays a key role in this process, by its lipolitic
activities and ligand functions. Cholesterol ester transfer protein (CETP), of equal
metabolic importance, facilitates the exchange of cholesterol ester and triglycerides
between HDL and triglyceride rich-lipoproteins. Mutations and polymorphisms of these
enzymes have being studied in order to evaluate its activity and metabolic consequences.
Hyperalphalipoproteinemia (Hyper-A) has being used in the latest years with the purpose of

evaluating the anti and pro-atherogenic mechanisms of HDL and of regulating proteins.

The aim of this work was to establish the modulation of hyperalphalipoproteinemia in
relation to controls on the anthropometric, biochemical, radiological and molecular

manifestations.

This study was conducted on 291 volunteers, classified as Hyper-A, HDL-C>68mg/dL and
controls, HDL-C <68 e 32 mg/dL according to the percentile 90" obtained from a local
normolipidemic population study. We determined clinic data, lipid, lipoproteins and
radiological parameters of volunteers. The HL-514C/T and CETP 1405V polymorphism
were determined by polymerase chain reaction methods. The carotid intima-media

thickness measurements were performed high performance ultrasound.

We showed in the first manuscript that although possessing a higher risk coronary vascular
disease profile the similarity found in carotid could in part be explained by the striking
differences in its modulation between the two groups, indicating a protective trait against
carotid atherosclerosis in hyperalphalipoproteinemia. In the Hyper-A population, was only
correlated with age, while in controls had a positive correlation with age, male sex, systolic
blood pressure, and surprisingly with HDL-C. This dissociation between IMT and HDL-C
could be accounted for by a small HDL particle number in CTL.

In the manuscript 2, the —514C/T polymorphism did not contribute to variations in the
carotid IMT and Hyper-A did not modulate the IMT variations, contrary to Rundek et al.,
(2002) who investigated the —514C/T polymorphism on variations in the carotid IMT

Abstract
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in 87 stroke-free subjects suggested that CC genotypes had increase of carotid IMT,
FMT and HALP.

The HL-514C/T e CETP 1405V polymorphisms, were no associate, were highly prevalent

in the two groups but were not associated with HDL-C.

In Hyper-A, LH-514C/T induced lower plasma cholesterol (C), phospholipids (PL), LDL-C
and LDL size (LDL-C/ApoB). In Hyper-A CETP 1405V decreased blood pressure, reduced
TG in HDL subfractions 2 and 3 of (HDL,TG and HDL3;TG) and increase ApoAl.
The HL -514C/T polymorphism in Hyper-A the TT vs CC had lower waist
hip-circumference, cholesterol (C) concentrations, phospholipids (PL), LDL-C and
estimated size particle by LDL-C/ApoB. The genotype TT was different between 2 groups:
in Hyper-A with relation the CTL, had lower HL, estimated size particle by TG/HDL-C and
higher HDL,C, HDL;C, HDL3;TG, ApoAl and C concentrations and had higher C,
estimated size particle by LDL-C/ApoB, ApoAl, HDL,C, HDL;C and estimated size
particle by TG/HDL-C. The CETP 1405V polymorphism in Hyper-A, the VV vs II had
higher Systolic Blood Pressure and lower HDL,TG e HDL;TG concentrations.
The IV genotype had higher ApoAl concentration and Diastolic Blood Pressure.
In Hyper A, the VV genotype had higher HDL,C, HDL;C, ApoAl, e TG concentrations and
reduced concentration of VLDL- and estimated size particle of LDL by TG/HDL-C.

In summary, this work indicates an athero-protector and neutral effect on the carotid
atherosclerosis in Hyper-A between HL-514C/T and CETP [405V polymorphisms both

modulated for plasma lipids more atheroprotective.

Abstract
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1- INTRODUCAO GERAL
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1.1- Lipoproteina de Alta Densidade (HDL) e seu Metabolismo

Ja estd bem estabelecida na literatura a associagdo inversa entre as
concentragdes plasmaticas de colesterol nas lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) e a
incidéncia de doenga arterial coronariana (DAC) (Assman et al., 2004; Isaacs et al., 2007).
Um Estudo Prospectivo conduzido nos Estados Unidos demonstrou que o aumento de
Img/dL na concentracdo de HDL-C, diminui em 2 a 3% o risco de DAC (Gordon et al.,
1989). Castelli (1996) também demonstrou que um aumento de 10mg/dL nas concentragdes

de HDL-C parece estar associado a uma redugao de 42% de DAC.

Em um trabalho recente Ohashi et al. (2005) demonstraram que baixas
concentragoes de HDL, e HDL; estdo associadas com o aumento da progressdo da
aterosclerose e com o risco de doenca cardiovascular. Por outro lado, Matsuzawa et al.
1986 relacionaram o aumento das concentragdes de HDL-C com presenca de opacidade

pré-matura das corneas, sinalizando o acumulo de lipides nos tecidos.

Parte do papel anti-aterogénico da HDL ¢ representado pelo transporte de
colesterol dos tecidos periféricos ao figado, por meio do transporte reverso de colesterol
(TRC) (Lupatelli et al., 2003; Curtiss et al., 2006; Isaacs et al., 2007), o qual permite a
redistribuicdo de lipides entre as lipoproteinas, as células e a HDL. No TRC ocorre o
transporte de colesterol ao figado para ser excretado, ou para outras lipoproteinas captadas

pelo figado (Stampfer et al., 1999; Kontush et al., 2006).

No entanto, também s3o descritas as propriedades anti-oxidante,
anti-trombotica e antiinflamatoria, da HDL, independente dos efeitos no transporte reverso
de colesterol (Barter et al., 2004; Choi et al., 2006), as quais sao moduladas pela inibicao de
uma enzima conhecida como enfingosina quinase nas células endoteliais, esta diminui a
acdo da esfingosina 1-fosfato, uma molécula chave no processo inflamatorio que também ¢

mediada pelo fator de necrose tumoral (TNF) (Barter et al., 2004; Choi et al., 2006).

O TRC ¢ a via pelo qual o colesterol acumulado na parede dos vasos ¢
transportado para o figado para sua excre¢do, prevenindo assim o desenvolvimento da

aterosclerose (Ohashi et al. 2005). A HDL origina-se de trés fontes: do figado que secreta
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um disco de fosfolipides e Apo-Al chamado HDL nascente ou precursor de HDL;
do intestino que sintetiza diretamente pequenas particulas de HDL contendo Apo-Al e da
hidrolise de particulas ricas em TG, quilomicrons (QM) e lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL), que liberam componentes da superficie como Apos A-I, fosfolipides (FL) e

colesterol formando pequenos discos precursores de HDL (Mahley et al., 2006).

Estes pequenos discos sdo designados HDL pré-f;, pré-B, e pré-fs e sao
excelentes aceptores de colesterol livre (CL) de membranas celulares, recebendo excesso de
colesterol de outras lipoproteinas (Lupatelli et al., 2003). A pré-f HDL acomoda somente
uma parte de CL. Porém com a esterificagdo do colesterol (com a cadeia longa de acidos
graxos) ¢ formagdao dos ésteres, sua hidrofobicidade aumenta iniciando o processo de
formagdo do nucleo rico em ésteres de colesterol (EC) e convertendo os discos em esferas
(Mahley et al,, 2006). A enzima plasmatica que converte CL para EC ¢ lecitina:
colesterol aciltransferase (LCAT) (Lewis e Rader, 2005; Curtiss et al., 2006). A particula
de HDL pequena, esférica e madura, também se caracteriza como boa aceptora para o CL.
Quanto mais CL ¢ adquirido e esterificado, mais a particula aumenta de tamanho,

formando a HDL,. (Mahley et al., 2006).

A HDL,; possui densidade de 1,063-1,125g/dL tem seu EC transferido para as
LDL e VLDL em toca de TG pela proteina de transferéncia de EC (CETP) que ¢ uma
glicoproteina de alto peso molecular com 4 sitios de N-glicosilagdo e sua forma madura
possui 476 aminoacidos (Agellon et al., 1990). A lipase hepatica (LH) hidrolisa os FL e TG
contidos nessa lipoproteina convertendo a HDL, na HDL; (densidade de 1.125-1.21g/dL).
Estas lipoproteinas retiram o colesterol dos tecidos periféricos, sendo este esterificado pela

LCAT (Mahley et al., 2006).

Assim como a LH existem algumas proteinas como CETP e proteina de
transferéncia de fosfolipides (PLTP), e receptores como receptor de varredura
classe 1 (SRBI), que regulam o metabolismo da HDL. A Apo Al promove a eficiente
transferéncia de C das células periféricas, incluindo da lesdo aterosclerotica para a HDL

(Curtiss et al., 20006).

O EC ¢ transferido pela CETP para os QM, VLDL, lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL) e LDL (Ginsberg et al., 1998; Curtis et al., 2006). Esta proteina nao

tem papel totalmente definido em relagdo a aterogénese, pois apesar de influir
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positivamente no TRC colesterol periférico para o figado, aumenta as concentracdes de CE
em VLDL e seus remanescentes, na IDL e na LDL, potencialmente prd-aterogénicas

(Lupatelli, et al., 2003).

Os TG presentes nos QM sdo hidrolisados pela lipoproteina lipase (LPL).
Esta lipoproteina, sintetizada por adipdcitos, midcitos esqueléticos e musculo cardiaco,
¢ responsavel pela hidrolise de lipoproteinas ricas em TG, facilitando a transferéncia de FL
e apolipoproteinas para HDL (van't Hooft et al., 2000). A LPL exerce, ainda, a funcdo de
ligante do LDLr e outros receptores desta familia, facilitando a captacdo dessas
lipoproteinas (Olivecrona, 1993), possuindo assim, uma importancia particular na
transferéncia de FL e apolipoproteinas para a HDL, desempenhando um papel critico na

formacao desta particula (van't Hooft et al., 2000).

As IDL e LDL que sdo catabolizadas pelo receptor de LDL (LDLr) hepético,

sendo este o TRC indireto.

A HDL torna-se enriquecida com TG depois da transferéncia de CE,
sendo hidrolisada pela Lipase Hepatica (LH) (Yamashita et al., 2000; Curtiss et al., 2006)
convertendo-se em particulas mais densas que, exercendo a funcdo aceptora de CL,
reiniciam o ciclo de captacdo de colesterol no organismo (Mahley et al., 2006). O EC da

HDL pode ser captado pelo SR-B1 no figado (Lupatelli et al., 2003; Lima e Couto, 2006).

A capacidade da HDL em inibir a oxidacdo da LDL tem sido comumente
atribuida ao seu contetido anti-oxidante (o-tocoferol, licopeno, estrogenos), as propriedades
anti-oxidantes da apolipoproteinas A-I (Apo A-I) e A-II (Apo A-II), e principalmente,
devido a presenca de paraoxonase, uma enzima que catalisa a hidrdlise de acidos
carboxilicos aromdticos e compostos organofosforados (Barter et al., 2004; Kontush et al.,

2005; Kontush & Chapman, 2006).

Outro aspecto a ser considerado, ¢ o estimulo produzido pela HDL sobre a
produgdo de prostaglandina, a qual exerce atividade vasodilatadora e efeito inibitdrio sobre
a expressao de moléculas de adesdo, promovendo conseqlientemente a inibicao da ativacao

de leucocitos (Lima e Couto 2006).
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Os efeitos anti-tromboticos sdo observados como uma ag¢ao inibitéria sobre os
fatores que promovem a coagulagdo, o qual parece estar relacionado a presenca de
anticoagulantes naturais como a cardiolipina e fosfatidiletanolamina. (Lima e Couto, 2006;

Kontush e Chapman, 2006).

Uma técnica ndo-invasiva que vém sendo utilizada na avaliagio de um
marcador para aterosclerose em todas as suas fases, inclusive as mais precoces, ¢ a andlise
da espessura da camada da intima-média (EIM) das artérias cardtidas. Utilizando imagens
ultra-sonograficas ¢ um método seguro, sem exposicdo a radiacdo e de baixo custo, sendo

util tanto no diagndstico como no acompanhamento da aterosclerose (Hovingh et al., 2005).

A medida da EIM das carotidas pode ser utilizada na pesquisa de doenca
cardiovascular subclinica, mesmo na auséncia de outros fatores de risco (Bots et al., 1997).
De fato, ja foi demonstrado que para cada 0,1 mm de aumento da EIM hd um incremento
de 11% no risco de infarto agudo do miocardio e que um incremento na EIM de
0,03 mm ao ano esta relacionado a um risco relativo de 3,1 para a ocorréncia de morte por
DAC, infarto agudo do miocardio nao-fatal e revascularizagdo miocardica (Hodis et al.,

1998; Almeida et al., 2007).

1.2- Lipase Hepatica

A LH ou triacilglicerol lipase hepatica ¢ uma glicoproteina com
477 aminoécidos que desenvolve um papel importante no metabolismo de lipoproteinas
(Rufibach et al., 2006) sendo esta sintetizada pelos hepatocitos (Zambon et al., 2003;
Fan et al., 2007) e localizada principalmente na superficie dos sinusoides dos capilares do
figado. Esta enzima esta ligada aos proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) sobre a
superficie dos sinusoides das células endoteliais e sobre a superficie externa das células

parenquimais no espaco de Disse (Perret et al., 2002; Hasam e Pillarisetti 2006).

Deeb et al. (2003) demonstraram a importancia da acao lipolitica da LH pelo
estimulo da fosfolipase, a qual possui importante papel na hidrolise de FL e na liberagdo de
lisofosfolipides e acido graxo livre (AGL). Outros autores, também demonstraram que a
LH possui efeito hidrolase sobre glicérides, o qual hidrolisa TG, promovendo a liberagao de

diglicérides e AGL (Bachorik et al, 2001; Fan et al., 2007).
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Outras importantes propriedades atribuidas a LH incluem funcdo no
metabolismo das lipoproteinas como VLDL, IDL, LDL e HDL desempenhando a funcao de
ligante ou co-receptor facilitando a interacdo ndo s6 das lipoproteinas, mas, também a
captagdo de lipides das células no figado, podendo variar seu efeito sobre a aterosclerose

(Hasham e Pillarisetti 2006; Fan et al. 2006; Freeman et al., 2007; Fan et al., 2007).

A atividade fosfolipasica conferida pela LH parece estar relacionada a sua
habilidade em converter HDL, para a pequena HDL;. Este mecanismo pode ser explicado,
pelo menos em parte, pela relacdo inversa entre LH e concentragcdes de HDL, colesterol
como realmente se demonstrou em alguns estudos (Kuusi, et al., 1980; Deeb et al., 2003).
A HDL, estimula a hidrélise de TG da VLDL mediada pela LH, enquanto HDL3 inibe este
processo (Dugi et al., 2000). O catabolismo da Apo AI da HDL necessita da fungao
lipolitica da LH, enquanto o catabolismo de Apo All ocorre independentemente da lipolise

(Isaac et al., 2004).

No metabolismo de lipoproteinas, sua atividade catalitica contribui para a
remodelagdo de QM remanescentes, IDL, LDL e na HDL hidrolisa TG e FL podendo
influenciar no TRC (Deeb et al., 2003; Lahoz et al., 2005; Lindi et al., 2006). Estes efeitos

possivelmente influenciam o processo da aterosclerose.

O papel da LH, na modulagao aterogénica, ndo estd claramente definido,
mas hd evidéncias na literatura demonstrando o papel pré-aterogénico dessa enzima
(Jansen et al., 2002), assim como existem relatos a respeito do papel anti-aterogénico da

mesma (Hasam e Pillarisetti 2006). Estas diferencas na literatura sdo resumidas na tabela 1.
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Tabela 1- Potencial pro e anti-aterogénico da Lipase Hepatica (Jansen et al 2002)

Acio sobre as Lipoproteinas Plasmaticas

Acao

Pro-Aterogénica

Anti-Aterogénica

Metabolismo

Perfil

Diminui o tamanho da LDL (Zambom Estimula o clareamento pds-prandial

et al., 2003; Bos et al., 2005). e a formacdo de HDL pré- ¢ HDL3
(Ohashi et al., 2005; Curtiss et al.,
2006).

Atividade inversamente correlacionada Atividade inversamente correlacionada

com a HDL e com o tamanho da LDL com lipides pos-prandiais (Hasahm e

(Jansen et al., 2002). Pillarissetti 2006).

Aterosclerose e Outras Condicoes

Acao

Pré-Aterogénica

Anti-Aterogénica

Atividade associada com a resisténcia a insulina
(Lindi et al, 2006) e alta na
Hipercolesterolemia familiar (Lahoz et al.,

2005).

Baixa atividade em pacientes
com hipotireoidismo (Sterfan

et al., 2005).

Associacoes com DAC

Acao

Pré-Aterogénica

Anti-Aterogénica

Diminui¢do na atividade durante o uso de
drogas hipolipidémicas associadas com
aumento de tamanho da LDL (Jansen et al.,

2002; Ruffibach et al., 2006).

Baixa atividade em pacientes
com DAC (se acompanhada
por baixa CETP) e deficiéncia
associada com aumento do
risco de DAC (Santamarina-
Fojo et al., 2004; Fan et al.,
2007).

Miljkovic-Gacic et al. (2006) demonstraram que esta enzima participa da

captagdo das lipoproteinas HDL e LDL por receptores especificos dos hepatocitos.

Além disso, Bachorik et al. (2001) demonstraram que a LH também desenvolve um papel

na preparacdo final dos quilomicrons remanescentes para a captacdo pelos receptores nos

hepatocitos.
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Recentemente, a producdo e expressao da LH nas paredes dos vasos foram
relatadas, podendo resultar no aumento localizado da producdo de AGL, aumento da
captagdo de colesterol, retencdo da LDL na parede subendotelial e recrutamento de
macrofago, todos nos quais aumentaria a formagao da lesdo. Assim, ha evidencias de que a
LH pode modular o risco aterogénico, independente de mudangas do perfil lipidico.
A presenca da LH nas paredes arteriais pode alterar significantemente a formacgao da lesdo

(Nong et al., 2003; Santamarina-Fojo et al., 2004).

1.2.1- Polimorfismos Relacionados ao gene da Lipase Hepatica

Os niveis da expressao da atividade da LH podem ser influenciados por
obesidade, colesterol intracelular, terapias que visam baixar as concentracdes lipidicas e
principalmente pelas variagdes genéticas. Aproximadamente de 20-30% da variagdo
individual da atividade parece estar relacionada a presenca de polimorfismos comuns na

regido promotora do gene (LIPC) (Eller et al., 2005; Ruffibach et al., 2006).

O LIPC possui tamanho de 135 Kb, estd localizado no cromossomo
15 (q15-g21) e codifica 449 aminoacidos, ¢ composto por oito introns € nove exons.
(Zang et al., 2005; Hasham e Pillarisetti 2006). Na regido proximal o gene da LH contém
quatro sitios poli mérficos: -514T/C, -250A/G, -710C/T e -763G/A (Perret et al., 2002;
Isaacs et al., 2004; Zhao et al., 2006) identificados na regido 780 bp a montante do inicio da
transcri¢do (Deeb et al., 2003) que podem influenciar as concentragdes de lipides e

lipoproteinas plasmaticas (Andersen et al., 2003; Zhao et al., 2006).

O polimorfismo —250G/A foi associado com aumento das concentragdes de
HDL-C, sugerindo que esta variagao estd envolvida na determinacao do perfil de lipides e
lipoproteinas (Zhao et al., 2006), h4 também uma associacdo como um fator de risco de
doenca arterial periférica (Eller et al., 2005). Recentemente, este polimorfismo foi

correlacionado com altas concentragdes de LDL colesterol (Lindi et al., 2006).

Na regido sul brasileiro com descendéncia européia, de Andrade et al, (2004)
verificaram a associa¢do deste polimorfismo com aumento das concentragdes de HDL-C e

com o risco de DAC, mas, esta associacao sé foi verificada em homens.
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Os polimorfismos V73M, N193S (Hegele et al., 1998), V133V, T202T, T457T,
G175G e T344T (Mori et al., 1996; Knudsen et al., 1996) estudados no LIPC ndo foram
associados a redugdo a atividade da LH. No exon 6 do LIPC foi encontrada a mutacao
A+884G, na populacdo chinesa com modulacdo entre a variagdo genética ¢ a diminuicao da

atividade da enzima e também predisposi¢do a DAC (Su et al., 2006).

Diversos estudos na literatura mostraram a freqiiéncia de polimorfismos no
LIPC o -514C/T tem a freqliéncia de 17 a 27% em brancos, 44 a 54% em americanos
africanos, 47% em Hispanicos, 37% em Coreanos, 50% em Japoneses (Miljkovic-Gacic
et al 2006); -205 G/A foi de 20,3% em pacientes com DAC (Eller et al., 2005); o -710 T/C
foi de 20,7% em homens saudaveis (Van’t Hooft FM et al, 2000); o -763A/G foi 21% em

pacientes com infarto do miocardio (Andersen et al., 2003).

Na regido codificadora do gene também foram encontrados alguns
polimorfismos, Cenarro et al, 2005 estudaram +651A/G presente no exon 35,
seus participantes eram 32% portadores da mutagdo em um estudo sobre o uso de
Atorvastatina em dislipidemias mista e Zhi-Guang, 2003 estudou o +884A/G presente no

exon 6 e encontrou a freqiiéncia de 54,9% em pacientes com DAC.

1.3- Polimorfismo -514C/T da Regido Promotora do Gene da Lipase Hepatica

O polimorfismo -514C/T onde ocorre a troca de C para T ¢ responsavel por
20 a 30% de variacdo de atividade da enzima em ambos os sexos (Deeb e Peng 2000;
Ramsamy et al., 2003; Nettleton et al., 2007). De acordo com, Konglund-Andersson et al.,
(2003) o polimorfismo —514C/T aumenta as concentragdes LDL colesterol,
LDL triglicérides e ApoB. Zang et al., (2006) sugeriram que a obesidade pode modificar a
associagdo entre o gendtipo —514 C/T e o risco de CAD em homens diabético. O alelo C
esta associado com a alta atividade enzimatica, com as baixas concentragdes de HDL, e

teoricamente com a alta no risco aterogénico.

Virios grupos estudaram atividade da LH no polimorfismo -514C/T no LIPC
em pacientes com DAC (Jansen et al, 2002; Nettleton et al, 2007).
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Os resultados encontrados na literatura sdo controversos, McCaskie et al., (2006) sugerem
em seu estudo com 556 pacientes com DAC comparando com 1111 individuos controles,

que o polimorfismo -514C/T poderia estar diminuindo o risco de DAC.

Em pacientes obesos portadores de diabetes mellitus tipo 2 ndo foi verificado a
associacao do polimorfismo -514C/T e o risco de DAC mas, neste mesmo estudo foi
observado resultados significativos entre IMC e o risco de DAC, sugerindo que a obesidade

pode modificar esta associacdo em homens diabético (Zhang et al., 2005).

Os resultados na literatura sobre a relagdo da concentragdo de HDL-C e
-514C/T sao controversos, levando em consideragdo que o polimorfismo -514C/T reduz a
atividade desta enzima, o esperado seria que este polimorfismo estivesse relacionado com o
aumento das concentragdes de HDL-C, conforme foi verificado em alguns estudos
(McCaskie et al. 2006). Porém, Boekhold et al., (2006) avaliaram a contribui¢do de
variagdes genéticas comuns (ABCAI, ApoAl, ApoE, CETP, LIPC, LCAT, LPL e SRBI)
para as variagdes das concentracdes de HDL-C em pacientes com DAC, nao encontraram
relacdes significativas entre as concentracdes de HDL-C e —514C/T, neste estudo s6 foram

verificadas associa¢des nas variagdes do gene da CETP —629A e SRB1 1050T.

A tabela 3 resume a freqiiéncia do polimorfismo -514C/T e algumas respostas
observadas em alguns estudos em diferentes populacdes, com condigdes desde fisiologicas

até envolvendo pacientes com diabetes mellitus, hipertensdo e DAC.
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Tabela 2- Freqliéncias do polimorfismo —-514C/T do gene da Lipase hepatica:

diversos estudos mundiais

Autores Ano Pais n CC TC TT Respostas Observadas
(%) (%) (%)
Nettleton et al. 2007 EUA 12297 62 33 5 THDL-C
Bernard et al. 2007  Canada 212 56 36 8  { hipertensdo gestacional
Fan et al. 2007  Finlandia 700 53 40 7 MMorte Cardiaca Stibita
Zambom et al 2006 Italia 68 66 32 7 T LDL
Mc Caskie et al 2006  Australia  6.487 61 33 6 THDL-C
Zhang et al 2006 EUA 805 63 29 8 TIMC
Boekholdt et al 2006  Holanda 546 61 34 5 -
Stefan et al 2005 Alemanha 1.070 65 32 3 TResisténcia a Insulina
Fan et al 2006  Finlandia 108 49 39 12 -
Bos et al 2005  Holanda 429 64 33 3 JLH, THDL-C
Lahoz et al 2005  Espanha 236 60 36 4 T TG
Zhang et al 2005 EUA 752 63 33 4 THDL-C, TC
Skoglund-Andersson et al. 2003 Suécia 377 63 33 4 TLDL-C, TLDL-TG,
Kimura et al. 2003 Japdo 183 30 43 27 THDL-C
Fang et al. 2002 China 823 41 46 13 -
Ordovas et al. 2002 EUA 2130 64 33 3 THDL-C, THDL2-C
Inazu et al. 2001 Japao 296 25 51 24 THDL-C
Hong et al. 2000 Korea 124 31 49 19 JLH
Shohet et al. 1999  EUA 47 51 38 11 {LH
Tahvanainen et al. 1998  Finlandia 376 56 37 7 THDL-C, TLDL-C

CC= homozigoto sem muta¢do; TC= heterozigoto com mutacdo, TT=homozigoto com mutagdo

1.4- Polimorfismo 1405V do gene da Proteina de Transferéncia de Esteres de

Colesterol (CETP)

O gene da CETP estd localizado no cromossomo 16 (16ql2-16q-21)
compreende 16 exons e 15 introns (Agellon et al., 1990) codifica 493 aminoacidos

expressos em varios tecidos onde foram encontradas varias mutagdes e polimorfismos na
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populagdo geral entre os mais estudados estdo TaqlB e 1405V ambos associados com
reduzida atividade da CETP e aumento das concentracdes plasmaticas de HDL-C

(Bruce et al., 1998; Tall et al.,1999)

O polimorfismo com diminui¢ao da atividade o 1405V esté localizado no exon
14 do gene da CETP, no qual ocorre uma substituigdo de isoleucina para valina
(Bruce et al.,, 1998). Estudos recentes associaram este polimorfismo ao aumento das
concentragdes de HDL-C (Isaacs et al., 2007) Boekholdt e Thompson (2003), fizeram uma
meta-analise da literatura sobre polimorfismos da CETP, avaliando os efeitos do TaqlB e
405V sobre a massa ¢ atividade da enzima ¢ também com aumento das concentragdes de
plasmaticas de HDL-C. A massa foi comparada somente para o polimorfismo 1405V o
genotipo VV teve a massa 0.19mg/dL menor do que o genoétipo II e esta reducdo estd

associada com aumento na HDL-C.

No Rotterdam Study (Isaacs et al., 2007) um estudo prospectivo com
7983 individuos, os portadores do alelo V tiveram aumento das concentragdes de HDL-C
em ambos 0s sexos mas, somente em homens houve a diminuicdo do risco do infarto do

miocardio.

Na tabela 3 descrevemos a freqiiéncia e respostas observadas no polimorfismo
1405V do gene da CETP em estudos mundiais com condi¢des desde fisiologicas até

envolvendo pacientes com diabetes mellitus e DAC.
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Tabela 3- Freqiiéncias do polimorfismo 1405V do gene da proteina de transferéncia de

ésteres de colesterol: diversos estudos mundiais

Freqiiéncia do polimorfismo 1405V em estudos mundiais

Autores Ano Pais n I IV VvV Respostas
(%) (%) (%) Observadas
Isaacs et al., 2007 Holanda 6421 46 44 10 THDL-C
Padmaja et al., 2007 india 171 23 47 30 -
Kaplan et al., 2007 Brasil 294 34 49 17 -
Vergane et al. 2006 Italia 200 36 52 12 -
Celline et al., 2005 Italia 189 40 50 10 -
Zheng et al., 2004 China 100 31 50 19 THDL-C
Blankenberg et al., 2004  Alemanha 754 50 42 8 -
Blankenberg et al., 2003  Alemanha 1211 50 42 8 | CETP
Freeman et al., 2003 Reino Unido 498 48 42 10 THDL-C
Lottenberg etal., 2003 Brasil 51 29 53 18 | CETPeC
Okumura et al., 2002 Japao 136 28 49 23 | CETP etHDL-C
Goto et al., 2001 Japao 106 23 40 37 -
Kakko et al. 2000 Finlandia 506 40 45 15 | CETP

Gudnason et al. 1999 Finlandia 756 52 41 7 | CETP e THDL-C

II= homozigoto sem mutuagdo, [V= heterozigoto para a mutuacdo, VV= homozigoto para a

mutuacao

1.5- Hiperalfalipoproteinemia (Hiper-A)

A Hiperalfalipoproteinemia (Hiper-A) caracteriza-se por altas concentragdes
plasmaticas de HDL,, por deficiéncia de CETP ou por diminui¢do da atividade da LH.
Ambas as anormalidades foram associadas com a sindrome da longevidade ou a protegao
ao risco de DAC (Sich et al., 1998). Por outro lado, Hirano et al. (1995) observaram uma
aterosclerose prematura em pacientes Hiper-A com deficiéncia de CETP e com diminuicao
na atividade de LH. Matsuzawa et al. (1986) descreveram dois casos de Hiper-A severa
com opacidade prematura das cdrneas, sinalizando o depdsito de lipides nos tecidos,

sendo que um destes casos foi acompanhado de angina peitoral. Entretanto, este foi o
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primeiro relato que Hiper-A pode ser um defeito do TRC, ou que a HDL pode ser
disfuncional, podendo ser um potencial mecanismo conduzindo ao aumento de
aterosclerose apesar de altas concentragdes séricas de HDL-C (Matsuzawa et al., 1986 e

Yamashita et al., 2000).

Hiper-A primaria ou familiar pode ocorrer devido a deficiéncia de genética de
CETP, LH por aumento na produ¢do de ApoAl, ou por etiologia desconhecida
(Yamashita et al., 2000; Kontush et al., 2004).

A atividade da LH estd inversamente correlacionada com as concentragdes de
HDL,, pois esta enzima hidrolisa TG e FL da HDL,, no qual sdo assim convertidas a HDL;
e age também no metabolismo de lipoproteinas ricas em TG, convertendo VLDL em LDL.
Em portadores de Hiper-A com maiores concentracdes de HDL,, a LH foi menor e
associado com prevencao do inicio ou progressao da lesdo aterosclerotica (Sich et al.,

1998).

A Hiper-A secundéria associa-se a uma variedade de doencas e fatores.
Pode ser secunddria a ingestao de alcool em longo prazo, cirrose biliar primaria, enfisema e
uso de alguns medicamentos corticosterdides, insulina, estrogenos fibratos, nicotina,
inibidor da HMG-CoA redutase e fenitoina (Yamashita et al., 2000). A ingestdo de alcool é
acompanhada pelo aumento sérico de HDL-C, por reduzir a atividade e massa da CETP

(Hirano et al., 1992).

Em estudos anteriores do nosso laboratoério, Alarcon et al., (2004) pesquisaram
em 95 voluntarios adultos as modulacdes de Hiper-A comparando com voluntarios
controles em uma amostra populacional brasileira, e seus resultados mostraram que nos
portadores de Hiper-A ndo houve diferengas entre a freqiiéncia de fatores de risco de DAC
e as concentragcdes de HDL-C foram influenciadas por LPL, ApoAl e IMC. Posteriormente,
Kaplan et al., (2006) avaliou duas muta¢des (Int14A e D442G) no gene da CETP numa
populacdo de Controles e Hiper-A; Hiper-A ndo foi associado com quaisquer das mutagdes

estudadas.

Pacientes com deficiéncia genética de HDL apresentam ou ndo aterosclerose

pré-matura. Hiper-A pode ser pré-aterogénico quando ocorrer a deficiéncia de LH.
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Consta na literatura ocorréncia de DAC nesta deficiéncia se associada com a deficiéncia de
CETP, entretanto, Hiper-A pode ser anti-aterogénico quando houver a superprodugdo de

ApoAl. (Brand et al., 1996; Yamashita et al., 2000).

O modelo experimental da Hiper-A tem sido utilizado no decorrer dos tltimos
anos com o intuito de elucidar os mecanismos anti-aterogénicos ou pro-aterogénicos da
HDL e das proteinas reguladoras do seu metabolismo (Gehrish et al., 1999; Alarcon et al.,

2004; Kaplan et al., 20006).

Desde 1978 estudos demonstraram que a LH ¢ fortemente influenciada por
fatores genéticos (Kuusi et al, 1978). Foram descobertas algumas muta¢des no LIPC
associadas com as concentragdes de HDL-C (Guerra et al., 1997; St-Pierre et al., 2003;
Zhang et al., 2005; Fan et al., 2007; Nettleton et al., 2007). Em Hiper-A Gehrish et al.,
(1999) estudou 10 mutacdes do gene da LH +290G/A, +472T/G, +597A/G, +651A/G,
+679G/C, +873C/T, +1074A/C, +1100G/C, +1105G/A e +1221C/T em portadores de
Hiper-A com hipertrigliceridemia combinada e mostrou que o impacto destas mutacdes
sobre a condi¢ao de Hiper-A foi muito fraco, mas nada na literatura sobre o polimorfismo

-514C/T e sua relacdo em Hiper-A foi encontrada.
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2- OBJETIVOS
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Em uma amostra populacional brasileira:

2.1- Estabelecer a modulacio da hiperalfalipoproteinemia sobre pardmetros
antropométricos, bioquimicos, génicos e a medida da espessura da camada

intima-média das artérias carotidas.

2.2- Caracterizar os efeitos dos polimorfismos —-514C/T do gene da lipase hepadtica e
1405V da proteina de transferéncia de ésteres de colesterol sobre parametros
antropométricos € bioquimicos séricos assim como a modulacio da

hiperalfalipoproteinemia sobre estes.

Objetivos
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3- MATERIAIS E METODOS
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Duzentos e noventa e um voluntarios adultos de ambos os sexos foram
selecionados a partir de consulta aos resultados de exames laboratoriais e as pastas do
Servigo de Arquivamento Médico (SAM) do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp). Participaram desta selecdo alunos de poés-graduacdo, médicos e

funcionarios do laboratorio de Lipides.

Foram excluidos pacientes com hepatopatias, nefropatias, pneumopatias,
endocrinopatias, diabete mellitus ou intolerancia glicidica, ingestdo cronica de bebida
alcoolica (>75g/dia) e uso de alguns medicamentos como corticosterdides, insulina,
fibratos, acido nicotinico, estatinas, fenitoina, hidrocarbonetos clorados e inibidores de

proteases.

O atendimento médico no Ambulatorio de Dislipidemias obteve o registro da
historia pessoal e familiar e exame fisico completo com medidas da pressdo arterial,
cintura, indice de massa corporea (IMC), padrao de dieta, sedentarismo, definido como
auséncia de atividade fisica aerdbica, moderada-intesiva por no minimo de 30 minutos
sobre 5 dias da semana ou atividade fisica aerdbica intensiva por no minimo 20 minutos por
3 dias na semana (Haskell et al., 2007), hipertensdo arterial definida como pressao arterial
sistolica (PAS) >120 (mmHg) e/ou pressdo arterial diastdlica (PAD) >80 (mmHg),
tabagismo, definido como uso regular de cigarros, menopausa, definida com o corte de
idade de 51 anos (Pedro et al., 2003), dislipidemias definidas como (TG>150mg/dL e/ou
C>200mg/dL e/ou HDL-C<40mg/dL) (Sposito et el., 2007).

O critério de “doenca cardiovascular aterosclerdtica estabelecida” (DAC)
abrangeram infarto agudo do miocardio prévio (detectado em servico hospitalar),
infarto agudo do miocardio silencioso baseado no eletrocardiograma (ECG) e/ou angina do
peito. O infarto agudo do miocardio foi definido pela presenga de ao menos dois dos trés
critérios: dor toracica tipica, ECG com alteragdes, elevagdo caracteristica das enzimas
cardiacas plasmaticas. A angina do peito foi definida por episddios de desconforto toracico
breve (maiores ou iguais a 15 minutos), que pioraram com o exercicio e/ou emocao,
aliviados com repouso ou uso de nitroglicerina (ou outra medicacdo especifica).
Além disso, foi considerada parte deste critério a intervencdo cirirgica prévia para a

revascularizacdo miocardica. DAC familiar define-se como DAC em parentes de 1° grau
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com idade <4 5anos para homens and <55 anos para mulheres, de acordo com a IV Diretriz

Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencdo da Aterorclerose (Sposito et al., 2007).

No questionario de exame fisico aplicado aos voluntarios, contaram a
identificagdo do paciente (nome, nimero do registro hospitalar, idade, sexo, cor, raca,
estado civil, nimero de filhos, endereco e telefone), dados antropométricos, indice de
massa corporea (IMC) e circunferéncia da cintura (CC), dados clinicos (pressdo artetial),
habitos de vida presentes (etilismo ou ndo, tabagismo ou ndo, padrao alimentar ou hébito de
atividade fisica), historico individual (medicamentos em uso; doengas atuais e anteriores,

informagdes sobre a menopausa e histérico familiar).

Em visita posterior ocorreu a pungao venosa no Setor de Coleta da Divisao de
Patologia Clinica e em salas de procedimentos experimentais do Hospital das Clinicas,
para obtencao de soro e/ou plasma, com o voluntario em jejum de 12 horas e realizada em
duas etapas: a primeira (10-15mL de sangue) ¢ a segunda (4mL de sangue) apos
administracdo de heparina, (Liquemine®, Roche, Sdo Paulo, SP) na dose de 100U.L/Kg de

peso corporal, E.V., para a mensuragao das atividades de LPL e LH no plasma.

Uma parte do material foi submetida imediatamente as andlises laboratoriais na
Se¢do de Bioquimica Clinica do HC e a outra parte foi armazenada por congelamento
(-20° e -80° C) para realizagdo posterior de outras analises. As andlises ocorreram no
Laboratorio de Lipides do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Unicamp,
ou no Laboratério de Lipides, USP, Sao Paulo, ou no Laboratério de Pancreas
Endocrinologia no Instituto de Biologia (IB) da Unicamp, ou no Laboratorio de Lipides da
Universidade de Sao Paulo/ Ribeirdo Preto. Portanto este protocolo foi desenvolvido em

varias etapas e por diferentes profissionais.

Os voluntarios foram separados em dois grupos e definidos pelos valores de
HDL-C como controles (CTL HDL-C <68 e¢ > 30 mg/dL) ou hiperalfalipoproteinémicos
(Hiper-A, HDL-C >68mg/dL) e, conforme o valor de percentil 90, obtido para uma
populacdo local de 1700 individuos de um estudo anterior no Laboratério de

Lipides/NMCE (de Faria, comunicacao pessoal).
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Apo6s o esclarecimento dos objetivos e transtornos dos procedimentos inerentes
ao estudo, os selecionados assinaram o termo de consentimento livre e de esclarecimento
(anexo 1). O protocolo foi submetido e aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médica da Unicamp (protocolo n°-78/2006).

3.1- Analises Laboratoriais

Os lipides plasmaticos e outras andlises foram determinados por métodos
enzimaticos-colorimétricos; o colesterol das lipoproteinas HDL por métodos homogéneos
diretos, o colesterol da LDL foi obtido ou pelo método homogéneo direto ou indiretamente
utilizando a férmula de Friedwald (Friedwald et al., 1972) e as apolipoproteinas (Apo) A-l,
ApoB e a Lp(a) por nefelometria.

3.2- Atividades de Lipase Hepatica e Lipoproteina Lipase

As atividades da LPL e da LH foram obtidas por um método radiométrico
através da medida da liberacdo de 4cidos graxos livres resultantes da hidrolise de um
substrato artificial de trioleina triciada (Ehnholm C. et al, 1998). O substrato foi preparado
pela adi¢do de trioleina fria [(1, 2, 3-Tris [cis-9-octadecenoleo]glicerol)] e trioleina
radioativa [([9,10°H] (N)-trioleina], atividade especifica de 26,8 Ci/mmol, New England
Nuclear, Boston, EUA) estabilizadas por uma solu¢do de goma ardbica a 5%
(Sigma, St Louis, MO, EUA). A mistura foi submetida a sonicac¢des alternadas,
8 vezes de 30 segundos em sonicador Branson Cell Disruptor (Branson Sonifier modelo
450, Danbury, EUA), com ponta de titanio de 1 cm de didmetro. A albumina bovina sérica
livre de 4cidos graxos a 10% ¢ acrescentada apds a sonicagdo para quelar os acidos graxos

livres, e a LPL ¢ inibida pela adi¢do de 2M NaCl.

A reagdo foi incubada por 60 minutos a 37° C e interrompida com a adi¢do de
uma solu¢ao de metanol: cloroférmio: heptano (1,41: 1,25: 1; V/V/V), seguida de uma

mistura de bicarbonato de potéassio/acido borico (pH=10,5). A radioatividade foi
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determinada num  contador de cintilagdo liquida modelo  LS-5000/75B
(Beckman, Beckman Instruments, Palo Alto, EUA). A atividade de LPL foi calculada pela
diferenca entre as atividades de lipase total e LH e expressas como nmoles de acidos graxos

liberados/mL de plasma/ por hora.

3.3- Atividade da Proteina de Transferéncia de Esteres de Colesterol

A atividade da CETP foi mensurada através da medida de transferéncia de CE
de HDL marcada radioativamente para as lipoproteinas contendo apoB, segundo o método
radiométrico exogeno (Lagrost et al., 1998). As particulas aceptoras de CE (LDL e VLDL,
d<1,063 g/mL) e as doadoras de CE (HDL, d>1,063g/mL) foram obtidas por
ultracentrifugacdo seqliencial a partir de um pool de soros normolipidémicos em
ultracentrifuga, modelo L80/75B da Beckman (Beckman Instruments, Palo Alto, EUA),
utilizando um rotor 50Ti. As HDL foram isotopicamente marcadas com [4-'*C]-colesteril
oleato (New England Nuclear, EUA) e purificadas por ultracentrifugacdo em gradiente

descontinuo utilizando um rotor SW40 da Beckman.

Os ensaios de transferéncia de CE foram realizados em duplicata pela adigdo do
doador marcado (‘*C-HDL diluida para 40 mg/dL de colesterol), do aceptor (VLDL+LDL
diluidas para 200 mg/dL de colesterol), de tampao Tris pH 7,4 (NaCl 150 mM, Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM) e de soro como fonte de CETP. A mistura foi homogeneizada,
incubada por 4 horas a 37°C, resfriada e precipitada com uma solu¢do 1M de sulfato de
dextrana e cloreto de magnésio (1:1). Apds centrifugagdo por 15 minutos a 3000 rpm (4°C),
o sobrenadante foi coletado para a contagem de radioatividade num contador de cintilagao

liquida Beckman modelo LS-5000 (Beckman Instruments, Palo Alto, EUA),

A porcentagem de transferéncia de EC ¢ calculada pela equagdo:

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

Materiais e Métodos

58



3.4- Atividade da Proteina de Transferéncia de Fosfolipides

A atividade da PLTP foi mensurada através da medida de transferéncia de ['*C]
fosfatidilcolina, entre lipossomas e HDL (Damen et al. 1982). Para preparar ImL de
lipossomas radioativamente marcados, secou-se, num frasco limpo, contendo 125umol de
fosfatidilcolina, '*C fosfatidilcolina e hidroxitolueno butilado. A mistura lipidica foi
sonicada com tampao contendo NaCl (150mM), tris-HCI (10mM) e EDTA (1mM), pH7,4;

repetindo por 3 vezes durante 5 minutos em gelo.

As amostras de plasma como fonte de PLTP (10uL) foram incubadas por
1 hora a 37°C com o lipossoma marcado radioativamente (125 nmol de FL), HDL
(250png de proteina) e tampao Tris, pH 7,4 (NaCl 150mM, Tris-HCI 10mM e EDTA 1mM),

para um volume final de 400uL.

Os lipossomas foram precipitados com solucdo precipitante (500mM de NacCl,
125mM de MgCI2 e 140U de heparina/tubo), e o sobrenadante coletado para determinar a

medida da radiatividade.

A porcentagem de transferéncia de FL foi calculada através da equagdo: % de

transferéncia de FL radioativo = (dpm amostra-dpm branco/dpm total-dpm branco) x 100.

3.5- Anélises moleculares: extracio de DNA

A extracdo de DNA genomico de leucdcitos foi realizada em sangue periférico

segundo o método de Salazar L.A. 1998.

O sangue total foi coletado em tubos contendo EDTA (10%, 0,1 mL).
Em um tubo de microcentrifuga estéril, a 300 uL. de sangue total foram adicionados igual
volume de Iodeto de Sodio 6M, o que promoveu a lise celular. A mistura foi
homogeneizada em agitador de tubos por 20 segundos. Ao homogenato resultante foi
acrescentada uma mistura recém preparada de 600 pL de cloroféormio/alcool isoamilico
(v/v, 24:1), para extragao das proteinas e debris celulares. Homogeneizou-se em agitador de

tubos por 20 segundos e centrifugou-se a 12.000 rpm (10700 x g) por 5 minutos,
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a temperatura ambiente. A seguir, a fase aquosa (superior) foi cuidadosamente removida e
transferida para outro microtubo estéril. Foram adicionados 400 pL de isopropanol gelado e
incubados por 3 minutos para a precipitagdo do DNA gendémico. Centrifugou-se a
12.000 rpm (10700 x g) por 5 minutos, a temperatura ambiente ¢ o sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi lavado com alcool isopropilico a 37% e centrifugado a
temperatura ambiente, 12.000 rpm (10700 x g) por 5 minutos e o sobrenadante descartado.
O precipitado de DNA apods secar a temperatura ambiente foi ressuspenso em 100 pL de
tampao TE pH 8,0 (Tris-HCl 10mM; EDTA 0,1mM;), incubado por 10 minutos a 56°C e

armazenado a -20°C.

A quantificagdo e a analise do grau de pureza (relagdo de absorbancia de
260/280 nm) dos extratos de DNA foram realizados em espectofotometro apos a diluicao
das amostras (1:50) em tampao TE. A integridade das moléculas de DNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao TBE (Tris a 90 mM, acido borico a 90 mM
e EDTA a 2 mM) e corado com brometo de etideo (0,5 ug/mL). A separacao eletroforética
foi realizada a 100V por 45 minutos e a visualizacdio das bandas de DNA em

transiluminador sob a luz ultravioleta.

3.6- Deteccao dos Polimorfismos

Os Polimorfismos foram realizados utilizando o termociclador Gradient System
Eppendorf ou Applied BioSystem. As andlises dos polimorfismos TaqIB e 1405V da CETP
foram realizadas em colaboragdo com o Laboratério de Lipides USP/Ribeirdo Preto,

com a coordenagao de Dr. José Ernesto dos Santos.

Polimorfismo -514C/T do gene da Lipase Hepatica

O -514C/T foi determinado pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
utilizada para amplificacao de 285 pares de base dos fragmentos de DNA dos pacientes em

estudos. A seqiiéncia de pares de bases foi 5’-TCT AGG ATC ACC TCT CAA TGG GTC
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A-3’ e 5°-GGT GGC TTC CAC GTG GCT GCC TAA G-3’seguindo as seguintes
condi¢des: Tampao Taq (10x), MgCl2 (50mM), ANTP (5mM), TagDNA Polimerase
(5U/pL), agua reagente tipo estéril A reacdo de PCR foi iniciada com a desnaturagdo a
95°C por 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 1 minuto,
associacdo a 63°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos, € uma extensao
final & 72°C por 7 minutos. Para a verificagdo da amplificagdo do produto de PCR foi
verificada por eletroforese em gel de agarose a 2,0% em tampao TBE (Tris a 90 mM,
acido boérico a 90 mM e EDTA a 2 mM) e corado com brometo de etideo (0,8 ug/mL).
A separacao eletroforética foi realizada a 100V por 45 minutos e a visualizagdo das bandas

de DNA em transiluminador sob a luz ultravioleta (Guerra et al., 1997)

Para a digestao do produto de PCR foi utilizada com 1U da enzima de restri¢ao
Nlalll. A integridade das moléculas de DNA foi verificada por eletroforese em gel de
agarose a 2,5% em tampao TBE (Tris a 90 mM, 4cido boérico a 90 mM e EDTA a 2 mM) e
corado com brometo de etideo (0,5 ug/mL). A separacdo eletroforética foi realizada a 100V
por 45 minutos e a visualizagdo das bandas de DNA em transiluminador sob a luz
ultravioleta. Os fragmentos da digestao foram 300 e 215 pb para o alelo C e 85 pb para T
(Jietal., 2002).

Polimorfismo 1405V do gene da proteina de transferéncia de ésteres de colesterol

Para a determinacdo do polimorfismo 1405V, um fragmento de 142bp no exon
14 do gene da CETP foi amplificado pela PCR, com os seguintes iniciadores sense: 5°-
TTGACTGCAGGAAGCTCTGGC-3’-antisense: 5’-TATTTTTTTCACGGATGGGCA-3’.
Para a amplificagdo foram utilizados 100ng de DNA genomico, em volume de 50uL
contendo 40pmol de cada oligonucleotidio, 200uM de dNTPs, 1,5mM de MgCl,,
10 mM de Tris pH8,4 ¢ 0,25U de Taqg DNA polimerase. A PCR foi iniciada com a
desnaturacao 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 desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, hibrida¢ao a 60° por
30 segundos e polimerizacao a 72°C por 30 segundos. Finalmente, polimerizagdo a 72° por

5 minutos. O produto amplificado de PCR foi digerido a 37°C durante 1 hora, com 2U de
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enzima de restrigdo Mspl, em solucdao tampao contendo 50 mM Tris-HCI, em pH=S8,0,
10mM MgCl, e 50mM de NaCl. Os fragmentos da digestdo foram 308bp e 268pb para o

alelo I e V respectivamente (Gunadson et al., 1999).

3.7- Medida da espessura da camada intima-media das artérias caroétidas (EIM)

Os pacientes foram encaminhados a ultra-sonografia doppler para a medida da

espessura da camada intima-média das cardtidas.

Os pacientes foram examinados em dectbito dorsal com a cabeca elevada em
cerca de 20 graus e com rotagdo de 45 graus. Utilizou-se a ultrasonografia doppler realizada
em aparelhos ATL HDI 1500 e 3500 Ultrasound System (Advanced Tecnology
Laboratories Ultrasound, Bothell, EUA), e Logic 400 (General Electric Healthcare,
Milwaukee, EUA), com transdutores lineares de 4-12 MHz. O protocolo, em todos os
casos, foi realizado pelo médico ultrasonografista Dr. Rui T. Nakamura e consistiu de
varias medidas longitudinais de segmentos das artérias carotidas comum direita e esquerda,
de acordo com a literatura (Simons et al., 1999). Os resultados foram expressos como
média aritmética das espessuras em milimetros das carotidas direita e esquerda conforme
mostrado na figura 1, a presenca de lesdo aterosclerotica foi assumida quando a espessura
da camada intima-média de carotidas foi igual ou maior que Imm como relatado por

Chambless et al., (1997).
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Esquerda
Art Carotida Comum
Camada Medio—Intima

Figura 1- Exemplo de imagem ultra-sonografica da camada intima-média da artéria

carotida comum.

3.8- Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se os software SAS e SPSS

com o apoio do Setor de Estatistica da FCM.

Foram utilizados testes paramétricos ou nao paramétricos, transformacao de
algumas varidveis quando ndo paramétricas, andlises descritivas, comparativas,
de covariancia, correlacdes ajustadas e andlises multivariadas utilizando o critério stepwise

de selegdo das variaveis.

Utilizou-se o nivel de significancia de 5% para as diferencas significativas e

para limitrofes maior que 5 e menor que 10%.
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Abstract

Objective: A high plasma concentration of high-density cholesterol is possibly associated
with protection against coronary artery disease (CAD). Weather hyperalphalipoproteinemia
modifies carotid intima-media (cIMT) thickness and/or influences the relationship of

clinical and biochemical parameters with cIMT it remains to be determined.

Methods: This study was conducted on 169 assyntomatic individuals classified as
hyperalphalipoproteinemic (Hyper-A, n=71, HDL-C above or equal 68.0 mg/dL) and
controls (CTL, n=98, HDL-C above 32 and below 68.0 mg/dL). The prevalence of
dyslipidemia, hypertension, smoking, sedentariness, menopausal women, coronary artery
disease (CAD) and familial CAD were determined. Enzymatic, nephelometric and
ultracentrifugation methods were used for biochemical determinations. Hepatic lipase (HL),
lipoprotein lipase (LPL) and activities of cholesteryl ester (CETP) and phospholipid
(PLTP) transfer proteins were measured by radiometric exogenous methods.
A high-resolution B-mode carotid ultrassonography was performed for carotid assessing

intima-media thickness.

Results: Hyper-A were older and had higher frequencies of hypercholesterolemia,
hypertension, sedentariness and menopausal women. Although hyperalphalipoproteinemic
individuals had higher prevalence of cardiovascular disease (CVD) risk factors their CAD
frequency, carotid right, left and mean cIMT and the prevalence of thickness (>1 mm) were
similar to controls. In multivariate models age represented the only significant predictor of
carotid IMT in Hyper-A (r= 0.041, p<0.001) independent of other clinical or biochemical
factors, in contrast to CTL, where age (r= 0.63 p<0.001), male sex (r= 0.03, p<0.001),
blood pressure (r= 0.006, p<0.001) and HDL-C (r= 0.02, p<0.022) accounted for
IMT variations. Surprisingly in CTL the mean carotid IMT correlated positively with
HDL-cholesterol and this association was present in both sexes only in CTL,

but it was negative in Hyper-A.

Conclusions: Although possessing a higher risk CVD profile the similarities found in
carotid IMT could in part be explained by the striking differences in its modulation between
the two groups indicating a protective trait against carotid atherosclerosis in
hyperalphalipoproteinemia. The reduced protection in controls is in accord with the positive

correlation of IMT with HDL-C.
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Introduction

Prospective studies have shown that CHD risk increases by 2% in men or 3%

in women for each 1 mg/dL of HDL-C reduction (1, 2).

HDL, a lipoprotein with multifunctional roles, possess key atheroprotective
biological properties, including cellular cholesterol efflux from arterial wall cells to the
liver, a role in reverse cholesterol transport (RCT), anti-oxidative, anti-inflammatory,

anti-apoptotic activities and anti-thrombotic activities (3, 4).

Hyperalphalipoproteinemia (Hyper-A) is characterized by increased
HDL-cholesterol concentrations. HDL, has been related either to CETP deficiency or to
decrease HL activity (5, 6, 7) both abnormalities associated with longevity syndrome or

with cardiovascular protection (8). It can be idiopathic or caused by secondary causes (9).

Previous studies in our laboratory showed that HDL-C was modulated by
several clinical and metabolic factors like BMI, age, LPL, apoAlI (10). Kaplan et al (11) in
2006 showed that CETP mutations were not associated with HDL. More recently Santiago
et al. demonstrated that hepatic lipase polymorphism -514C/T did not account for a great
part of cIMT, HDL-C and HL variation in Hyper-A (submitted to Journal of Human
Genetics, 2007).

Lately controversial studies had reported premature atherosclerosis in
hyperalphalipoproteinemic individuals with CETP or HL deficiencies (12, 13,14) indicated
that high HDL-C do not necessarily protect against CAD and Sich et al (6) presented

information of increased carotid plaques in severe Hyper-A.

The carotid artery intima-media thickness (IMT) is a reliable surrogate marker
of the arteriosclerosis and could be easily investigated with high resolution B-mode
sonography. Due to its good reproducibility, the IMT measurement is optimal for tracking
the progression or regression of atherosclerotic disease. High-resolution ultrasonography is
a non invasive technique that allows changes in the arterial wall of carotid and femoral

arteries to be seen and measures the thickness of the arterial intima-media complex.

Cross-sectional and population studies indicate an association between carotid
IMT and cardiovascular disease prevalence, CAD risk factors (15). More importantly in

prospective studies, carotid (cIMT) was able to predict coronary artery disease (CAD).
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As was shown in prospective epidemiological studies, a modest increase in IMT
substantially increases the risk for myocardial infarction (16). Noninvasive IMT studies
have allowed a more refined view of the progression of atherosclerosis over age both in

large epidemiological studies as well as in small study groups (17).

The increase of IMT is influenced by numerous vascular risk factors
(age, smoking, hypertension, dyslipidemia, alcohol etc.) and positively associated with the
incidence of vascular events in the arterial vasculature (stroke, myocardial infarct).
Studies with lipid-lowering, antihypertensive, antidiabetic drugs, hormones confirmed that
modifying of vascular risk factors significantly reduces the progression of IMT.
It is probable, that reduced progression of IMT is also accompanied with the decrease of

future vascular events (18).

Weather hyperalphalipoproteinemia and HDL subfractions can modify carotid
intima-media (cIMT) thickness and/or influences the relationship of clinical and

biochemical parameters with cIMT it remains to be clearly determined

The present study has important clinical implications. It was initiated to test the
hypothesis that in hyperalphalipoproteinemic individuals the variation in intima-media
thickness, an accepted marker of sub-clinical atherosclerosis, is independent of

antropometrical and metabolic factors.

Materials and Methods
Subjects

This study was conducted on 169 consecutive individuals, native to an urban
area in the State of Sdo Paulo in Brazil (113 females and 56 males), aged from 16 to
78 years old, who were classified as hyperalphalipoproteinemic (Hyper-A, n = total 71,
60 Females, F and 11 Males, M) defined by HDL-cholesterol (C) above or equal to
68.0 mg/dL), according to the 90" percentile value obtained from a local normolipidemic
population sample (n=1700) in a previous study (de Faria et al., unpublished data) and
controls (CTL, n=total 98, 53 F and 45 M), with HDL-C above 32 and below 68.0 mg/dL).
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These individuals were chosen after a preliminary laboratory and clinical selection of
asymptomatic individuals and were invited by a letter to take part in this study. In a second
visit their anthropometric data were taken and they answered a questionnaire including the
presence of angina pectoris, myocardial infarction, coronary insufficiency, the history of
coronary revascularization procedures, coronary angioplasty and coronary grafting bypass.
The presence of menopause was assumed among women aged >51years old in accordance

with the North American Menopause criteria (19).

The Ethical Committee of the School of Medicine of the State of Sdo Paulo
approved all procedures and the participants gave written informed consent to participate in

the study.

Individuals were excluded if they fulfilled one of the following criteria:
BMI>30 (Kg/m?), diabetes mellitus, liver and kidney diseases and a history of alcohol abuse.

The two groups were matched by ethinicity, body mass index and waist circumference.

Smoking was defined as the repetitive habit of smoking cigarettes and
sedentaryness as the absence of moderate-intensity aerobic physical activity for a minimum
of 30 min on five days each week or vigorous-intensity aerobic physical activity for a

minimum of 20 min on three days each week (20).

Combined dyslipidemia was defined as in NCEP’s recommendation (21):
C>200mg/dL (Hypercholesterolemia) and TG>150mg/dL (Hypertriglyceridemia) or
TG>150mg/dL and HDL-C<40mg/dL or C>200mg/dL and HDL-C<40mg/dL.

Established coronary artery disease (CAD) included acute myocardial infarct
cases (detected in a hospital facility), silent myocardial infarct based in the

electrocardiogram (ECG) and/or angina pectoris.

Familial CAD was defined as CAD in 1* degree relatives, with ages <45y men
and <55 in women, as recommended by the IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e

Prevengdo da Aterorclerose (21).
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Biochemical measurements

Blood samples were collected at baseline from participants after an overnight
fast Cholesterol (C), triglyceride (TG), glucose (Glu) uric acid and high-density lipoprotein
cholesterol (HDL-C) were measured using specific enzymatic reagents in an automated
system (Roche diagnostics, Mannheim, Germany). The low-density lipoprotein cholesterol
(LDL-C) was calculated by Friedewald (22) formula Lp(a), Apolipoproteins Al and
B100 were measured by nephelometry (Dade Behring, Marburg, Germany).

Isolation of HDL, and HDL3; by microultracentrifugation (Airfuge, Beckman)
enabled the isolation of the plasma lipoproteins with a continuous KBr gradient using the

general procedure of Eyre J. et al (23).

Determination of lipases and transfer proteins

Hepatic Lipase (HL) and lipoprotein lipase (LPL) activities were measured in
post-heparin plasma samples. Heparin was injected intravenously (100 international

units/kg of body weight) and the samples were collected 15min later.

The activity was measured on the basis of fatty acids release (24) using a
radiolabelled triolein emulsion as the substrate and NaCl (IM) as the LPL inhibitor.

The results were expressed as nmol of non-esterified fatty acid (NEFA).

The activity of CETP was measured by and an exogenous assay (25).
That measures the transfer of radiolabelled cholesteryl ester between a normal donor pool
of ["*C] cholesteryl ester-HDL and unlabelled acceptor mixture of VLDL plus LDL with
plasma as CETP source. The results were expressed as a percentage of cholesteryl ester

transferred from HDL to apoB containing lipoproteins (VLDL+LDL) in 4 hours at 37°.

The activity of PLTP was measured by an exogenous radiometric method using
phospholipid lipossomes as substrate (26) and an HDL pool obtained from healthy donors

as the acceptor.
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Carotid p-mode ultrasound

High resolution B-mode carotid ultrassonography was performed by a single
trained sonographer, who was blinded to the subject’s identity, using a 4-12 MHz linear
array ultrasound imaging system (ATL HDI 1500 and 3500 Ultrasound System,
Advanced Technology Laboratories Ultrasound, Bothell, EUA and Logic 400,
General Electric Healthcare, Milwaukee, EUA). The far wall of the distal 1 cm of the left
and right common carotid arteries was scanned according to a standardized method (27).
The carotid intima-media thickness (IMT) was calculated as the mean of five measurements
on each side (right and left common carotid). The IMT individual results were expressed as
right and left and as a mean of both in mm. The presence of atherosclerotic lesion was

assumed with equal or above 1mm in accordance with Clambless et al., (28).

Statistical Analysis

Statistical evaluations were performed using SPSS software. Logarithmic
transformation was performed on individual values of skewed variables, if not otherwise
stated. Sex and age adjusted data values were used in most analyses using partial
correlations. Group differences in continuous and categorical variables were determined by
using Mann Whitney, Kruskal Wallis respectively, ANCOVA and Chi-square test. Partial
Spearman correlation coefficients assessed the association between the parameters.
Stepwise linear regression analysis were performed for right, left and mean cIMT as the
dependent variables and using the stepwise method by entering each dependent variable
with the maximal difference. The dependent variables were:, age, BMI, waist-to-hip ratio
(WHR), blood pressure, C, TG, PL, HDL-C, HDL,C, HDL,TG, HDL;C, HDL;TG, LDL-C,
LDL size (LDL/ApoB), VLDL-C, Lp(a), ApoAl, ApoB100, LH, LPL, CETP and PLTP.

Differences and correlations at p-values <0.05 were considered statistically

significant, and p values >0.05 and <0.10 were considered statistically borderline.
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Results
Clinical and biochemical characteristics

The characteristics of the selected individuals are shown in Table 1.
The population sample was composed of 169 subjects, 113 females (67%) and 56 males
(33 %, p < 0.001). In Hyper-A (n=71) there were 60 females (85%) and 11 males
(15%, p < 0.001), with equal mean ages (F, 56 = 12 vs M, 52 =16, NY).

IA

The CTL group (n=98) was comprised of 53 females (54%) and 45 males (46%, NS),
with different average ages (f, 45 + 14 vs m, 34 + 15, p < 0.001) males being younger.

Hyper-A was older than CTL (p <0.001), had higher frequency of
hypercholesterolemia (n=56, p<0.002), hypertension (n=44, p <0.004), sedentariness
(n=52, p <0.001) and menopausal women, (n=45, p <0.001) than CTL.
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Table 1- Clinical characteristics of hyperalphalipoproteinemic (Hyper-A) and control

(CTL) individuals
PARAMETERS Hyper-A CTL p-VALUES
(68-71) (95-98)

Age (years) 55+12 40+ 16 <0.001
Sex (F/M) 60/11 53/45 <0.001
BMI (Kg/m2) 26+ 6 24 +4 NS
WHR (cm) 82+ 13 80+ 10 NS
Systolic BP(mmHg) 129+ 16 123+ 14 NS
Diastolic BP (mmHg) 82+ 10 80 £ 10 NS
Combined Dyslipidemias * 65/6 (6/0) 86/12 (9/3) NS
Hypercholesterolemia* 15/56 (50/6) 67/31(26/5) <0.002
Hypertriglyceridemia* 65/6 (6/0) 86/12 (9/3) NS
Hypoalphalipoproteinemia* 0/0 84/14 (3/11) -
Smoking* 66/3 89/4 NS
Hypertension* 27/44 (35/9) 58/38 (25/13) <0.004
Sedentariness* 17/52 (47/5) 54 /37 (27/15) <0.001
Menopause* 15/45 32/21 <0.001
CAD* 62/7 (6/1) 56/5 (2/3) NS
Familial CAD* 32/35 (31/4) 38/23 (15/8) NS
Values expressed by means + standard deviations (sample numbers); *No/Yes;

(F/M) (females/males); BMI= Body Mass Index, WHR= Waist-to-Hip ratio, Systolic BP= Systolic
Blood Pressure, Diastolic BP=Diastolic Blood Pressure; CAD= Coronary Artery Disease; Mann-
Whitney and Qui-Square for controls vs Hyper-A, adjusted for age and sex by ANCOVA; NS= not

significant

Hyper-A phenotype was characterized as in Table 2 by increased cholesterol,

ApoAl, and HDL-C and C in subfractions 2 and 3 and reduced HL activity.
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Table 2- Biochemical characteristics of hyperalphalipoproteinemic (Hyper-A) and control

(CTL) individuals
PARAMETERS Hyper-A CTL p-VALUES
(61-71) (84-98)
C (mg/dL) 228 +35 179 + 41 <0.001
TG (mg/dL) 92 +38 91 + 45 NS
PL (mg/dL) 224 +42 202 + 58 NS
HDL-C (mg/dL) 80+ 9 5210 ok
HDL2-C (mg/dL) 18+4 12+7 <0.001
HDL2-TG (mg/dL) 9+5 7+6 NS
HDL3-C (mg/dL) 60+7 38+10 <0.001
HDL3-TG(mg/dL) 23+ 10 18+ 10 NS
LDL-C ( mg/dL) 130 + 33 110 + 32 NS
LDL (LDL-C/ApoB) 1.3+0.1 13+13 NS
VLDL-C (mg/dL) 18+8 1849 NS
Lp(a) (mg/dL) 34+33 26 +31 NS
Apo AI (mg/dL) 187 + 31 144 + 32 <0.001
ApoB (mg/dL) 103 + 24 89 +29 NS
HL (nmol FFA/mL/h) 1441 £1021 2531 + 1517 <0.001
LPL(nmol FFA/mL/h) 2671 £1730 2329 + 1187 NS
CETP (%) 10+8 15+ 8 NS
PLTP (%) 16+ 10 1349 NS
Glucose (mg/dL) 85+ 8 84+ 8 NS

Values expressed by means + standard deviations (sample numbers); Mann-Whitney for
controls vs. Hyper-A, adjusted for age and sex by ANCOVA; NS=not significant;
***= definition difference, C- Cholesterol, TG- Triglycerides, PL- Phospholipids,
HDL- High-Density Lipoprotein, LDL- Low-Density Lipoprotein, VLDL- Very-Low
Density Lipoprotein, Lp(a)- Lipoprotein (a), Apo Al- Apolipoprotein Al
ApoB- Apolipoprotein B, HL- Hepatic lipase, LPL- Lipoprotein lipase, CETP- Cholesteryl
ester transfer protein, PLTP- Phospholipd transfer protein.
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In Table 3 the carotid IMT values are shown and also the frequencies of IMT

larger than 1mm for both groups.

Table 3- Radiological characteristics of hyperalphalipoproteinemic (Hyper-A) and control

(CTL) individuals
PARAMETERS Hyper-A CTL p-VALUES
(68-71) (95-98)
IMT R (mm) 0.87+0.25  0.69+0.18 NS
IMT L (mm) 085+£0.24  0.68£0.18 NS
Mean IMT (mm) 0.85+0.24  0.69+0.17 NS
Mean IMT (=1/ <1mm)* 17/54 7/91 NS
IMT R =1/ <1lmm)* 21/50 7/91 NS
IMT L =1/ <1mm) * 16/55 6/92 NS

IMT R (Right), L (Left) and mean carotid intima media thickness *no/yes;

Mann-Whitney and Chi-square for Hyper-A vs CTL after ANCOVA adjustment for age

and sex

As seen in Table 4 several variables correlated positively with cIMT in CTL,

SysB, VLDL-C and negatively CETP, but none in Hyper-A as shown in Table 3.
Surprisingly HDL-C and HDL;3-TG interacted positively with IMT in CTL.
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Table 4- Spearman correlation coefficients of carotid artery intima-media thickness (IMT)
with anthropometric and biochemical parameters in hyperalphalipoproteinemic

(Hyper-A) and control (CTL) individuals

Carotid IMT
GROUPS SysBP HDL-C HDL;-TG VLDL-C CETP
(mm)
IMT R - - - _ -
Hyper-A (n=53) IMT L - - - - -
Mean IMT - - - - -
IMT R 0.29° - - - -0.23"
CTL (n=73) IMT L 031>  0.24¢ 0.27" 0.238 -
Mean IMT 0.30° 0.25° - - -
Sys BP= Systolic Blood pressure, HDL-C High-density lipoprotein cholesterol, HDL;-TG= high-density

lipoprotein 3 triglycerides, VLDL-C= very-low density lipoprotein, CETP= cholesteryl ester transfer protein,
IMT R (Right), L (Left) and mean carotid intima media thickness; Spearman correlation coefficients,

adjusted for age and sex; p values: a=0.011 b=0.008 ¢=0.010 d=0.037 ¢=0.033 =0.022 g=0.049.

We further investigated the relationship of IMT with several metabolic
variables in CTL (females and males). Although none of the following correlations reached
statistical significance, we observed that in CTL men and women presented a positive
correlation of IMT with HDL-C (M, r=0.17; F, r= 0.21) but on the contrary,
in Hyper-A both sexes showed negative associations (M, r= -0.13; F, r= -0.23).
The significant and positive correlations with IMT were: blood pressure (F, CTL).
Table 5 displays the striking differences between the 2 groups indicating a pro-atherogenic

phenotype in men, except for younger age.
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Table 5- Clinical characteristics in controls (CTL) stratified by sex

Female Male
PARAMETERS p-VALUES
(n=49-53) (n=40-45)
Age (years) 45+ 14 34+ 15 <0.001
Mean carotid IMT (mm) 0.7%0.1 0.7+0.2 0.013
HDL-C (mg/dL) 57+8 47+ 10 <0.001
HDL2-C (mg/dL) 15+8 103 <0.001
HDL3-C (mg/dL) 41+ 8 34+ 10 0.013

Hepatic Lipase (nmol FFA/mL/h) 1965 + 1497 3227 £ 1240 <0.001
Uric acid (mg/dL) 4+1 10+ 11 <0.001

Values expressed by means + standard deviations (sample numbers); Mann-Whitney for controls vs.

Hyper-A, adjusted for age and sex by ANCOVA

A stepwise linear regression analysis (Table 6) was performed with carotid
mean and right and left IMT as the dependent variables and age, BMI, WHR, SysB,
DiasBP, C, TG, PL, HDL-C, HDL,C, HDL,TG, HDL;C, HDL;TG, LDL-C,
LDL (LDL/ApoB), VLDL-C, Lp(a), ApoAl, ApoB100, LH, LPL, CETP and PLTP as

independent ones.

Carotid IMT was explained truly and independently by age in Hyper-A.
Age explained positively 42% of the variations in carotid IMT. No other variable showed a

direct relationship with IMT.

In CTL the main modulation was by age (63%) and by male sex (3%),
systolic blood pressure (6%) and HDL;C (2%).
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Table 6- Influence of clinical and biochemical parameters on carotid artery intima-media-

thickness (IMT) in hyperalphalipoproteinemic (Hyper-A) and control (CTL)

individuals
Independent 5
Dependent Partial R
Groups Variables B (SE) p-Values
Variables (%)
IMT R (n=53) Age 0.72 (0.12)  <0.001 42
Hyper-A IMT L (n=53) Age 0.74 (0.12)  <0.001 44
Mean IMT (n=53) Age 0.69 (0.12) <0.001 41
Age 0.37 (0.06) <0.001 55
Male sex 0.05 (0.02) 0.005 3
IMT R (n=73)
SysBP 0.47 (0.15) 0.003 5
HDL;C 0.16 (0.08) 0.044 2
Age 0.43 (0.05) <0.001 62
Male sex 0.05 (0.01) 0.003 2
CTL IMT L (n=73)
SysBP 0.47 (0.14) 0.001 5
HDL-C 0.19 (0.09) 0.035 1
Age 0.39 (0.05) <0.001 63
Male sex 0.04 (0.01) 0.001 3
Mean IMT (n=73)
SysBP 0.50 (0.13) <0.001 6
HDL;C 0.16 (0.07) 0.022 2

Independent Variables: Age, BMI, WHR, SysB, DiasBP, C, TG, PL, HDL-C, HDL,C, HDL,TG, HDL;C,
HDL,TG, LDL-C, LDL (LDL/ApoB), VLDL-C, Lp(a), ApoAl, ApoB100, LH, LPL, CETP and PLTP;
IMTR (right) / IMTL (left) = carotid artery intima media thickness; Systolic BP= Systolic Blood Pressure,
HDL-C = High-Density Lipoprotein Cholesterol and HDL;C= High-Density Lipoprotein ; cholesterol
CTL: IMT R =-2.00 + 0.37 x age + 0.05 x sex + 0.47 x SysBP+ 0.16 x HDL;C, IMT L =-2.00 + 0.37 x
age + 0.05 x sex + 0.47 x SysBP+ 0.16 x HDL-C; Mean IMT = -2.00 + 0.37 x age + 0.05 x sex + 0.47 x
SysBP+ 0.16 x HDL;C where: female sex =0 and male sex =1; IMT R, age, SysBP and HDL;C are
transformed in logarithmically (logl0); Hyper-A: IMT R, IMT L and mean IMT = -1.32 + 0.72 x age

where: IMT and age are transformed in logarithm (log10).
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Discussion

The main new finding of this study is that carotid IMT is regulated only by age
but not by clinical, anthropometric or biochemical factors in hperalphalipoproteinemic

individuals.

Hyper-A is characterized by plasma HDL-Cholesterol above the 90" percentile
for the age and sex-matched general population. It is characterized by high-density
lipoprotein particles with altered composition, metabolism, and function. It is a state that

can be associated with low CAD risk and increased longevity (6).

In adults measuring carotid IMT has gained acceptance as a non-invasive,
inexpensive method to assess the extent of atherosclerosis. Measurements of carotid IMT
correlates well with pathological states like coronary heart disease, stroke, cardiovascular

risk factors and it is a reproducible method (29).

However there are limited data on concerning carotid IMT in moderate
hyperalphalipoproteinemia. In 1998 (6) Sich showed different plaque frequencies in
two different Hyper-A phenotypes and recently (30) in 55 Hyper-A indicated a
cIMT similarity with CTL plaque number between Hyper-A and CTL, and an elevation of
HDL-C did not lead to a further reduction

Age and male sex are classical and important modulators of IMT definitely

shown in ARIC study (31).

In this study, age, male sex, blood pressure (32) VLDL-C and CETP (inverse)
were predictors of cIMT in CTL but in Hyper-A no relationship of IMT with these

variables was seen.

The negative association of HDL-C and IMT mirrors the results of a vast
literature on CHD as expected. But surprisingly CTL presented a positive association of
IMT and HDL-C, not Hyper-A. The mechanism of the apparent weakening of HDL

atheroprotection in controls remains to be better better clarified.

We analyzed the correlations between HDL-C and carotid mean cIMT in both
groups and separated them by sex: Hyper-A females (n= 43; p=0.14) and males
(n=10; p=0.71) both negative; IMT L (n= 43; r= -0.29; p=0.053). In CTL females (n=41;
p=0.20) and males (n=32; p=0.06) both positive. These data indicated that CTL was the
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responsible for the unexpected relationship found. The less protective plasma profile may

be part of the inverse relationship with HDL-C.

It also could be speculated that an altered chemical composition and/or
functionality of HDL may contribute to dissociation with IMT. Low HDL-C subjects can
display elevated oxidative stress and possess HDL particle subspecies with attenuated
intrinsic antioxidative activity which is intimately related to their altered chemical
composition. Altered chemical composition (core triglyceride enrichment, cholesteryl ester
depletion) paralleled antioxidative dysfunction of HDL subfractions (33). In relation to
these findings in common metabolic diseases, such as in type 2 diabetes and metabolic
syndrome, deficiency of HDL particle number and function favor accelerated
atherosclerosis (4). IMT and CETP in controls displayed an inverse relationship that could
be consonant with core triglyceride enrichment and cholesteryl ester depletion,

leading to dysfunctional HDL.

The main result of this study was the resistance to modulation of IMT by
several metabolic and anthrophometric factors in Hyper-A. Although possessing a higher
risk CVD profile the similarity found in cIMT could in part be explained by the striking
differences in its modulation between the two groups indicating a protective trait against
carotid atherosclerosis in hyperalphalipoproteinemia. It was assumed that these findings
were an indication of atheroprotection being carotid IMT variation resistant to modulating

factors as in CTL.

In summary we examined the association of several anthropometric and
biochemical variables on carotid IMT in hiperalphalipoproteinemic assyntomatic
individuals at baseline. Our hypothesis was confirmed. The reduced protection in controls

is in accord with the positive correlation of IMT with HDL-C.
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Abstract

Hepatic lipase (HL) is a key enzyme involved in lipid metabolism and atherosclerosis.
The aim of this study was to evaluate the effects of HL -514 C/T polymorphism on carotid
intima-media thickness (cIMT) in hyperalphalipoproteinemic (Hyper-A) individuals.
One-hundred and sixty-nine individuals comprised this study- 71 Hyper-A
(HDL-C > 68 mg/dL) and 98 controls (CTL, n=98, HDL-C > 32 and <68 mg/d).
There were no group differences in HL -514 C/T genotype frequencies. The polymorphism
did not contribute to variations in cIMT, to atherosclerotic lesion frequencies equal and
above Imm and HDL-cholesterol in Hyper-A individuals. No associations among
HL -514 C/T polymorphism, HDL-cholesterol, hepatic lipase activity and cIMT were

found.

Keywords- —514C/T polymorphism, carotid intima-media thickness, hepatic lipase,
HDL-cholesterol, hyperalphalipoproteinemia
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Introduction

Hepatic Lipase (HL) hydrolyzes triglycerides and phospholipids in lipoproteins

and acts as a ligand between lipoproteins and liver receptors (1).

Hyperalphalipoproteinemia (Hyper-A) provides a good model to study some
gene polymorphisms because is characterized by high plasma HDL-cholesterol related

mainly to HL or cholesteryl ester transfer protein (CETP) deficiencies (2; 3).

The HL-514C/T polymorphism, C allele characterized by higher HL activity,
has been associated with greater carotid intima-media thickness (cIMT) (4) and was an

increased risk factor for acute myocardial infarction in early middle-aged men (5).

Although the T allele of HL-514C/T polymorphism associated with low HL
activity has been recently suggested to be a novel risk factor for coronary heart disease

(CHD) (6) but, other studies found neutral effects (7).

Some studies showed that the -514C/T polymorphism did not change the cIMT
(8; 9). Thus, the relationship between cIMT or CHD risk and HL-514 C/T has not yet been
clearly established.

No other studies were found about HL-514C/T polymorphism in Hyper-A
individuals and cIMT; however a study associated the T allele with HDL concentration
increase in Hyper-A (9). ). It would be expect that HL-514C/T conferred atheroprotection
on Hyper-A individuals.

The aim of this paper was to determine the effects of HL-514 C/T
polymorphism on cIMT in moderate Hyper-A.
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Materials and Method

All the 169 individuals, 113 women and 56 men, aged 16 to 79 years old - did
not present clinical atherosclerotic manifestations. They were classified in two groups as
controls (CTL, n=98, HDL-C >32 and < 68 mg/dL) or hyperalphalipoproteinemic
(Hyper-A, n= 71, HDL-C > 68 mg/dL) according to HDL-C 90" percentile value obtained

from a local population in a previous study (de Faria E, unpublished data).

The Research Ethics Committee of the Faculty of Medicine Science,
UNICAMP approved all procedures and the participants signed written informed consent to
participate in the study.

Lipids and lipoproteins were measured by conventional enzymatic and/or
homogeneous techniques and separated by microultracentrifugation. HL activity was
measured in post-heparin plasma samples on basis of the fatty acid release,

using a radiolabelled triolein emulsion as the substrate (10).

The HL-514C/T genotypes were identified by PCR, using the restriction
enzyme Nlalll, according to Jansen et al. (11). The genotypes were CC, TC, TT; TC and

TT were combined for analyses.

In accordance with Simons et al (12 the individuals underwent high resolution
B-mode carotid ultrassonography, wich was conduced by a single trained sonographer,
blinded to the subject’s identity, using a 4-12 MHz linear array ultrasound imaging system
(ATL HDI 1500 and 3500 Ultrasound Systems, Advanced Technology Laboratories
Ultrasound, Bothell, EUA). The presence of atherosclerotic lesions was considered with

cIMT > Imm as related by Chambless et al. (13)

Statistical tests were used for variable comparisons and associations.

Significant and borderline differences were detected when p <0.05 or p <0.10 respectively.
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Results

The figure 1 shows PCR digestion of -514C/T polymorphism assay using Nlalll

on agarose gel.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figure 1- HL-514C/T polymorphism. PCR digestion assay using Nlalll on agarose gel:
lanes 2, 4, 6 and 7:CC (-/-) (300 bp), lanes 3, 8-12: TC (+/-) (215 bp), lanes 5,
13: TT (+/+) (85 bp; lanes 1,14: molecular weight markers- 100 bp

The polymorphism was highly prevalent in Hyper-A individuals as well as in
controls and no differences in frequencies were observed among the genotypes in both
groups (p<0.454). The genotypic frequencies were: CC 41%, TC 37%, TT 22%,
TC+TT 59% in Hyper-A individuals and CC 42%, TC 43%, TT 15%, TC+TT 61% in
controls (test for Hardy-Weinberg equilibrium in Hyper-A individuals p=0.041 and CTL,
p= 0.440). Another study in our lab (not published) using a larger Brazilian population
sample (n=291) indicated that HL-514C/T polymorphism frequency was similar in eight
out of 40 study reports (13- 20).

Table 1 presents lipids, lipoproteins and anthropometric data. The Hyper-A
individuals total were older (p<0.001), had a higher female frequency (66%) (p<0.001),
as well as higher cholesterol concentration (35%) (p<0.001) and HDL-C sub-fractions
(33%) (p<0.001); their HL activity was lower (43%) (p< 0.021).
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Table 1- Inter group and inter genotypic characteristics by —514C/T genotypes of
hiperalphalipoproteinemic (Hyper-A), controls (CTL) and inter groups

(TOTAL)
GROUPS Hyper-A CTL
PARAMETERS Total CccC TC+TT Total CccC TC+TT
(68-71) (n=27-29)  (n=39-42) (95-98) (n=27-29) (n=55-57)
Age (years) 55+ 12* 54+ 117 51+13% 40+16 22 +16t 2 +15¢
Sex F/M (n) 60/11* 27/2 33/9 53/45 18/23 35/22
C (mg/dL) 228 +35% 233 +35% 225435+ 179 + 41 177 £37+ 179 + 44+
TG (mg/dL) 92 +38 91+38 93 + 38 91 +45 89 + 40 92 + 48
HDL-C (mg/dL) 80+9 7949 81+8 52+ 10 49£10° 54+ 10°
HDL2C (mg/dL) 18 + 4+ 134 185 12+7 129 18+ 4"
HDL2TG (mg/dL) 9+5 75 9+5 7+6 7+6 8+4
HDL3C (mg/dL) 60 + 7% 4010 60 +7 38+10 35+ 9¢ 60 + 7¢
HDL3TG (mg/dL) 23£10 19+10 2410 18+10 17+11 2349
LDL-C (mg/dL) 130 +33 135 + 34 125 +32 110 32 112 +31 109 +33
VLDL-C (mg/dL) 18+38 18£8 18+7 18+9 18+38 1949

HL (nmol FFA/mL/h) 1441 +1021% 1681 989 1269 +1022% 2531+1517 2974+ 1511" 2187 +1445" %

Mann-Whitney for CC vs TC+TT; C, TG, HDL-C, LDL-C and HL- values expressed by mean * standard
deviation and (sample number); adjustment by ANCOVA; p-Values adjusted for age and sex to Hyper-A vs
CTL: *=<0.001, 1=0.021; T =inter groups: a<0.001, b=<0.001, ¢=0.005, d=0.001, inter-gentypic e=0.033,
£=0.010, g=0.009, h=0.006, i=0.025

Intergenotypic differences between the CC vs TC and TT genotypes were
observed in CTL: HDL-C (9%) (p<0.033), HDL,C (33%) (p<0.010), HDL;C (8%)
(p<0.009) and HL activity was 26% reduced (p<0.006).

The intergroup differences between genotypes were: Hyper-A individuals older
(p<0.001), higher cholesterol (p<0.005) in both genotypes and reduced HL activity in TC
and TT (p=0.025) decreased HL activity in allele T carriers and increased cholesterol in
both genotypes but they did not cIMT, after correction for age and sex. This finding could

indicate an attenuation of carotid atherosclerosis in hyperalphalipoproteinemia.
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Table 2 presents the carotid ultrasound results. There were no differences in
cIMT (mm) and frequency of cIMT values equal and above 1mm among genotypes in both
groups however cIMT tended to be higher in CC genotype in Hyper-A individuals
(p<0.09).

Table 2- Inter group and inter genotypic carotid INTIMA-MEDIA thickness by hepatic
lipase —514C/T genotypes in hiperalphalipoproteinemic (Hyper-A), controls
(CTL) and inter groups (TOTAL)

GROUPS Hyper-A CTL
PARAMETERS Total CC TC+TT Total CC TC+TT
(71) (27-29) (39-42) 98) (27-29) (55-57)
IMT R (mm) 0.87+0.25 0.86£0.21° 087+026 0.69+£0.18 0.68+0.15* 0.70+0.19
IMT L (mm) 0.85+£024 0.83+0.17 0.86£0.27 0.68+0.18 0.66x£0.17 0.68£0.18
Mean IMT (mm) 085+024 0.87+0.17° 086+024 0.69+0.17 0.59%0.17" 0.57+0.18
IMT R (Z1mm)* 50/21 23/6 27/12 91/7 39/2 52/5
IMT L (1mm)* 55/16 24/5 31/11 92/6 39/2 53/4
Mean IMT (1) * 54/17 24/5 30/12 91/7 40/2 52/5

Values expressed by mean * standard deviation and (sample number); adjustment by sex and age by
ANCOVA; Mann-Whitney and Chi-Square for CC vs TC+T; a=0.083; b= 0.096; IMT R (Right), L (Left) and

mean carotid intima-media thickness; *No/Yes, (>1mm)

In addition, associations of -514C/T polymorphism with HDL-C (p<0.157),
hepatic lipase (p<0.408), cIMT (p<0.554) and cIMT values equal and above lmm
frequency (p<0.220) in both groups were not significant.

Discussion

To our knowledge, this is the first study in the literature that investigates the
effects of HL-514C/T polymorphism on cIMT in hyperalphalipoproteineimics individuals.
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There are only 3 reports concerning cIMT and HL-514C/T polymorphism all in
different situations. Rundek et al (4) found CC genotypes and increased cIMT in stroke-free
individuals but, Burdon et al. (8) with type 2 diabetes mellitus and Isaacs et al. (9) in a large

prospective cohort study found no associations

In other studies, the CC genotype was positively associated with an abundance
of macrophages in patients with severe carotid artery stenosis (21), while the C allele was
associated with decreased neointimal formation (22). The T allele was found beneficial in

hormone replacement therapy users on atherosclerosis progression (5).

In the present study, the characterization of a biochemical Hyper-A profile with
HL deficiency was accomplished as well as of HL-514C/T polymorphism. There were no
differences among genotypes on Hyper-A individuals and CTL in CIMT mean and
frequency of values equal and above 1mm.The CC genotype only tended to increase in

Hyper-A individuals.

We conclude that the HL-514C/T polymorphism did not contribute to
variations of cIMT as well as in cIMT values equal and above Imm in moderate

hyperalphalipoproteinemia.
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Abstract

Objective: In order to investigate the hepatic lipase (HL) -514 C/T, cholesteryl ester
transfer protein (CETP) 1405V polymorphisms, on lipids parameters in a Brazilian

population sample of hyperalphalipoproteinemic individuals.

Methods and Results: This study was conducted on 291 individuals, who are classified as
control (CTL, n=138, HDL-C < 68.0 mg/dL or hyperalphalipoproteinemic (Hyper-A,
n= 153, HDL-C > 68.0 mg/dL). Lipis and lipoproteins were measured using specific
enzymatic reagents except LDL-C that was calculated by Friedewald’s equation.
Apolipoproteins (Apo) Al and B100 were measured by nephelometric assay; isolation of
HDL, and HDL; were performed by ultracentrifugation. HL, LPL, CETP and PLTP
activities were measured in exogenous method. The polymorphisms are determined

following the amplification of fragment using the polymerase chain reaction (PCR).

Conclusions: There was no association between HL-514C/T and CETP 1405V
polymorphisms and HDL-C concentration in Hyper-A there was only a reduced of LDL

estimated particle size.

Resultados

100



Introduction

Numerous epidemiologic studies confirmed that high plasma levels of
high-density lipoprotein (HDL) protect against the development of atherosclerosis (1, 2, 3).
Of the various athero protective properties that has been ascribed to this lipoprotein,
its role in reverse cholesterol transport (RCT), the transport of cholesterol from peripheral

cells to the liver, has been emphasized most strongly (4).

Both HL and CETP are involved in HDL metabolism. The common C-to-T
substitution at -514 or -480 of the promoter region on the HL gene (LIPC) has been shown
to be significantly associated with lower HL activity relative to the wild type (5; 6),
in some population demonstrate significant positive effects on plasma HDL levels (5; 7).
However, other studies fail to demonstrate an association between -514C/T and HDL-C (8).
Shohet el at., 1999 (9) found in men with cardiovascular arterial disease (CAD),
post heparin plasma hepatic lipase activity was 15% to 30 % lower in allele T carried and

does not influence susceptibility to CAD.

Studying common CETP gene variants has not unfortunately provided clear
insight into the relationship between CETP and atherosclerosis. Significant association of
the II 1405V with CETP activity or concentration and lower HDL levels were found in

several studies (3, 10) but this was not consistently observed (11, 12)

Hyperalphalipoproteinemia  (Hyper-A) characterized by high plasma
HDL,; levels has been related either to CETP deficiency or to decrease HL activity (13, 14)
both abnormalities that were associated with longevity syndrome or with cardiovascular
protection. The aim of this study was to determine the association between the —514C/T
polymorphism in the promoter region of the LIPC and 1405V polymorphism in the CETP

gene in Hyper-A and their repercussion in plasma lipids and lipoproteins.
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Materials and Methods
Subjects

This study was conducted on 291 individuals (212 females and 79 males),
aged 16 to 79 years old, who are classified as control (CTL, n = 138, HDL-C below
68.0 mg/dL or hyperalphalipoproteinemic (Hyper-A, n = 153, HDL-C above or equal
68.0 mg/dL) according to the 90™ percentile value obtained for the local population in
previous study (de Faria et al., unpublished data)

The Ethical Committee of the School of Medicine of the State of Sdo Paulo
approved all procedures and the participants gave written informed consent to participate in

the study.

Measurement of lipids and lipoproteins

Blood samples were collected at baseline from patients and controls after on
overnight fast. The cholesterol (C), trygliceride (TG), high density lipoprotein cholesterol
(HDL-C) was measured using specific enzymatic in the Hitashi-917 (Roche diagnostics,
Mannheim, Germany). The low density lipoprotein cholesterol (LDL-C) was calculated by
Friedewald formula (15). Apolipoproteins Al and B100 were measured by nephelometric

assay in the Array 360 system.

Isolation of HDL, and HDL; by gradient density ultracentrifugation enabled
isolation of the plasma lipoproteins with a continuous KBr gradient using the general

procedure of Eyre J. et al 1981 (16).

Determination of lipases and transfer proteins

HL and lipoprotein lipase (LPL) activities were measured in post-heparin
plasma sample on basis of the fatty acid release (17), using a radiolabelled triolein emulsion
as the substrate and NaCl (1M) at the LPL inhibitor. The results were expressed as nmol of
non-etherified fatty acid (NEFA).
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The activity of CETP was measured by and an exogenous assay that measures
the transfer of radiolabelled cholesterol ester between a normal donor pool of
['“C] cholesterol ester-HDL and unlabelled acceptor mixture of VLDL plus LDL with
plasma as CETP source. The results were expressed as a percentage of cholesterol ester

transferred from HDL to apoB containing lipoproteins (VLDL+LDL) in 4 hours (18).

Polymorphism -514C/T of the hepatic lipase gene

Genomic DNA was prepared from peripheral blood leukocytes using the

Salazar et al. method and stored at 4°C

This polymorphism is determined following the amplification of a
285bp fragment using the polymerase chain reaction (PCR). The primer sequences used
were forward 5° TCT AGG ATC ACC TCT CAA TGG GTC a-3’and reverse
5’-GGT GGC TTC CAC GTG GCT GCC TAA G-3°. Following the digestion of the PCR
product with Nlalll restriction enzyme, the fragments were separated by eletrophoresis in

2.0% agarose gel and visualized under ultraviolet light (19).

Polymorphism 1405V of the CETP gene

The determination of 1405Vwas performed as described by Gudnason et al.,
(1999) (20). The fragments were amplified by PCR. The sequences primer used were
forward: 5 TTGACT GCAGGAAGCTCTGGC-3’- reverse:
5’- TATTTTTTTCACGGATGGGCA-3’, 142bp). The PCR products were subject to
restriction enzyme analysis by digestion of the restriction endonuclease Mspl at 37°C

for 1h, and the length cut of 121 bp and 21 bp were found in the common V allele.

Statistical Analysis

Statistical evaluations were performed using SAS and SPSS software.
The quantitative variables are presented as the means and standard deviation. Mean values
were compared by Mann Whitney test, Kruskal Wallis test, ANCOVA and Chi-Square test

and the differences were considered significant at p-values 0,05.
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Results

The population studied was composed 291 subjects (212 females and 79 males)
of whom 73% were females and 27% males with mean of age 47 years. The Hyper-A group
was comprised of 84% females and 16% males, with an average age equal 52 years and
CTL was comprised of 60% females and 40% males with an average age equal to 47.
The two groups were slightly different in age and gender, and this is the reason why all
statistics between groups were age and gender adjusted. The CTL group was comprised of
60% females and 40% males, with an age range of 41 years. Their HDL-C was 35% lower
that the Hyper-A.

Table 1 shows genotype frequency in CTL, Hyper-A and the Studied
Population. The frequency of IV in Hyper-A was larger than II in CTL.

No interaction was observed between HL -514C/T and CETP 1405V
polymorphisms.

Table 1- Genotypic frequencies for hiperalphalipoproteinemic (Hyper-A), controls (CTL)

and total population sample

Studied
Hyper-A * CTL*
Polymorphism  Genotypes Population* p-Values*
m=153) (n=138)

(n =291)
LH -514C/T cC 60/39 55/40 115/39 NS
(n=291) TC 59/39 60/44 119/41
TT 34/22 23/16 57/ 10
CETP 1405V I 40/26 55/43 95/34 0.009
(n=282) v 87/57 52/40 139/49
\A% 26/17 22/17 48/17

*values expressed as n/%; Abbreviations: CTL- Controls, HIPER-A- Hyperalphalipoproteinemic,
LH= Hepatic lipase, CETP colesteryl ester transfer protein, -p-values by Qui-Square between CTL and
HIPER-A.
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The observed genotype frequencies in CTL were consistent with
Hardy-Weinberg equilibrium: CTL: HL -514C/T polymorphism p=0.341 and CETP 1405V
polymorphism p=0.118; in Hyper-A: HL -514C/T polymorphism p=0.010 and
CETP 1405V polymorphism p=0.927.

Table 2 and 3 summarize the influences of genotypes of HL-514C/T and
CETP 1405V polymorphisms on anthropometric and biochemical parameters in controls

and hyperalphalipoproteinemic individuals.

Table 2- Influence of -514C/T polymorphism on anthropometric and biochemical
parameters in hiperalphalipoproteinemic (Hyper-A), controls (CTL) and total

population sample

Group Parameters Hyper-A p-Values
Total sample (138-153) CC ( 57-60) TC (51-59) TT (30-34) pl
Age (year) 52+12 54+ 11 52413 50+ 15 NS
Gender F/M 129/24 55/5 46/13 28/6 NS
BMI (Kg/m?) 25+5 26+6 24+4 2646 0.011
WHR (cm) 81+13 83x11 77 +13 82+13 NS
Systolic BP(mmHg) 126+ 15 12417 124+ 15 126 + 14 NS
Diastolic BP (mmHg) 81+11 8249 80+12 8111 NS
C (mg/dL) 229 + 41 238 +43 225 +42 217+32 0.042
TG (mg/dL) 91+39 95+ 40 88 + 40 89 +35 NS
PL (mg/dL) 226+ 46 230 +47 232 +47 209 + 39 0.049
HDL-C (mg/dL) 82+11 80+ 10 85+14 80+8 NS
HDL,.C (mg/dL) 19+5 18+4 20+6 18+ 6 NS
HDL,.TG (mg/dL) 9+5 9+6 8+5 10+5 NS
HDL;.C (mg/dL) 60+9 609 61+ 8 59+ 10 NS
HDL; TG(mg/dL) 24+10 239 2410 24+11 NS
LDL-C( mg/dL) 128 +37 139 + 39 123 + 36 119 +30 0.015
LDL (LDL/ApoB) 1.2+0.1 1.3+0.1 12+0.1 1.2+0.1 0.028
VLDL-C (mg/dL) 18+8 19+8 17+8 18+7 NS
Apo Al (mg/dL) 191+ 34 186 + 27 197 +42 189 + 25 NS
ApoB (mg/dL) 102 +27 106 + 27 101+ 28 97 +23 NS
HL (nmol FFA/mL/h) 1496 + 966 1744 + 1027 1294 + 847 1386 + 968 NS
LPL(nmol FFA/mL/h) 2758 + 1669 2684 + 1626 2826+ 1678 2777 £1777 NS
CETP (%) 10+7 117 917 1249 NS
PLTP (%) 18 +11 1810 17+11 20+ 11 NS
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CTL p-Values
Group Parameters

Total sample (118-138) CC (41-55) TC (42-60) TT (15-23) pl
Age (year) 42 £16 42 +£16 41£15 45+ 16 NS
Gender F/M 83/55 27/28 39/21 17/6 NS
BMI (Kg/m?) 25+5 25+5 25+4 2546 NS
WHR (cm) 79 +10 80+ 10 79+9 79+ 11 NS
Systolic BP(mmHg) 122+ 14 121+12 124 +17 120 + 12 NS
Diastolic BP (mmHg) 79+ 10 79+ 10 80+ 10 79+8 NS
C (mg/dL) 186+ 48° 184+ 43° 187 + 54° 187+ 43° NS
TG (mg/dL) 93 + 46 98 + 49 93 +49 83431 NS
PL (mg/dL) 201 +55° 207+ 53" 203 + 56 184+ 54 NS
HDL-C (mg/dL) 53+ 10 50+ 10 54410 56+9 0.048
HDL,.C (mg/dL) 12£6° 1218 12,6 + 4 12+4° NS
HDL,.TG (mg/dL) 8+5 8+ 6" 8+4 8+6 NS
HDL;.C (mg/dL) 38+ 10 36+11° 41+10° 41 £9° 0.027
HDL, TG(mg/dL) 19 + 10° 19+11° 20+ 10° 18+ 8¢ NS
LDL-C( mg/dL) 115+ 40 115 + 348 115+ 46 116 + 34 NS
LDL (LDL/ApoB) 1.2+0.3 1.2+0.1" 12403 1.3+0.4 NS
VLDL-C (mg/dL) 19+9 20+ 10 19+ 10 17+6 NS
Apo Al (mg/dL) 145 + 30" 143 +29° 148 + 28" 141+ 39° NS
ApoB (mg/dL) 93 + 32 96+ 30 93+ 35 88 +29 NS
HL (nmol FFA/mL/h) 2481 + 1474% 2776 £ 14897  2351+1499% 2084 + 1284' NS
LPL (nmol FFA/mL/h) 2345+ 1196" 2116 1248 2379+1118 2828 + 1161 0.026
CETP (%) 14+8 15+8' 14+8" 13+7 NS
PLTP (%) 15+ 10 14+ 10™ 15+ 10 16+ 11 NS

p-values adjusted for age and gender

Total Sample: CTL x Hyper-A a=<0.001, b= 0.031, ¢=<0.001, d= <0.001, e= 0.007, = <0.001, g= <0.001,
h=<0.001, I=0.029.

Polymorphism -514C/T

CC CTL versus CC Hyper-A a= <0.001, b= 0.037, c= <0.001, d=0.034, e= <0.001, £ = 0.007, g= <0.001,

h=<0.001, i= 0.007 , j=<0.001, k= 0.048 , 1=0.007, m=0.049.

TC CTL versus TC Hyper-A a=<0.001, b=0.013, ¢=<0.001, d=<0.001, e= 0.019, £=<0.001, g=<0.001,

h=<0.001, TT CTL versus TT Hyper-A a=0.008, b=<0.001, ¢c=<0.001, d=0.032, e=<0.001, £=0.045.
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Table 3- Influence of 1405V polymorphism on anthropometric and biochemical parameters

in hiperalphalipoproteinemic (Hyper-A) and control (CTL) and population sample

individuals
Group Hyper-A p-Values

Parameters Total Sample (138-153) II (36-40) IV (78-87) VV (20-26) pl
Age (year) 52+12 51+13 52+13 53+12 NS
Gender F/M 129/24 37/8 56/11 36/5 NS
BMI (Kg/m’) 25+ 5 25+7 26+5 25+4 NS
WHR (cm) 81+13 76 £ 12 83+14 809 NS
Systolic BP(mmHg) 126 + 15 120+ 14 128 £ 16 128 + 14 0.028
Diastolic BP (mmHg) 8111 76 £ 10 83110 81£11 0.012
C (mg/dL) 229 +41 219+ 35 231+44 236+39 NS
TG (mg/dL) 91+39 88 +38 93+ 39 88139 NS
PL (mg/dL) 226+ 46 230+ 48 228 £ 47 215+ 39 NS
HDL-C (mg/dL) 82+11 7917 84+13 809 NS
HDL,.C (mg/dL) 19+5 18+5 19+6 19+4 NS
HDL, TG (mg/dL) 9+5 9+4 10£6 7+6 0.012
HDL;.C (mg/dL) 60+9 58+ 10 6219 59+8 NS
HDL;.TG(mg/dL) 24+10 2419 24+ 10 2119 0.043
LDL-C( mg/dL) 128 + 37 122+ 33 128 + 38 139+ 35 NS
LDL (LDL/ApoB) 1.2+0.1 1.3+0.2 1.2+0.2 1.3+£0.2 NS
VLDL-C (mg/dL) 18£8 18£8 18£8 17£8 NS
Apo Al (mg/dL) 191 +34 179 £32 198 + 37 184+ 19 0.016
ApoB (mg/dL) 102 £ 27 99 +23 103 £ 29 105 £ 27 NS
HL (nmol FFA/mL/h) 1496 + 966 1404 + 838 1549 £ 1022 1461 £ 972 NS
LPL (nmol FFA/mL/h) 2758 + 1669 2835+ 1774 2663 + 1489 2964 £ 2090 NS
CETP (%) 107 13+9 24110 107 NS
PLTP (%) 18+11 23+11 17+10 15+11 NS
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Group CTL p-Values

Parameters Total (118-138) 1I (42-55) IV (45-52) VV (20-22) pl
Age (year) 42 +16 41 £ 16 44 £ 15 32+12 NS
Gender F/M 83/55 34/21 35/17 11/11 <0.001
BMI (Kg/m?) 25+5 24+5° 25+5 24+4 NS
WHR (cm) 79 +10 79+11° 81+11 76+ 8 NS
Systolic BP(mmHg) 122+ 14 120 + 12° 122 +13° 119+ 10 NS
Diastolic BP 79+ 10 79 +9¢ 79+9 79+7 NS
(mmHg)

C (mg/dL) 186+ 48° 193 +43° 191 + 56" 173+ 36 NS
TG (mg/dL) 93 + 46 102+ 50 94 + 48 83 +33° NS
PL (mg/dL) 201 + 55" 208 + 60 199 + 55 193 + 50 NS
HDL-C (mg/dL) 53+ 10 53+11 55+ 10 51+9 NS
HDL, C (mg/dL) 12+6° 12+4 13+9° 13+4° NS
HDL, TG (mg/dL) 815 9+6 8+6 6+3 NS
HDL; C (mg/dL) 38+ 10¢ 394128 39+9° 36+8° NS
HDL; TG(mg/dL) 19 £ 10° 2+12 20+ 10 17+8 NS
LDL-C( mg/dL) 115+ 40 121+ 34 118+ 49 107 +28 NS
LDL (LDL/ApoB) 12403 12403 1.2+0.2 1.3+ 0.4 NS
VLDL-C (mg/dL) 19+9 21410 19£10 17+7° NS
Apo Al (mg/dL) 145+ 30" 148 + 29' 148 £ 32¢ 134+ 31° NS
ApoB (mg/dL) 93 + 32 96 + 27 99 1 40 85+22 NS
HL (nmol 2481 + 1474° 2411+13657  2204+1289 2878 + 1450 NS
FFA/mL/h)

LPL (nmol 2345 + 1196" 2234 +£1266 2206+ 1239° 2996 + 1356 NS
FFA/mL/h)

CETP (%) 14+8 1347 20+ 10 14+6 NS
PLTP (%) 15+ 10 12+8 14+9 9+4 0.004

p-values adjusted for age and gender

Polymorphism 1405V

IT CTL versus II Hyper-A a=0.014, b=0.040, ¢=0.025, d=0.048, ¢=0.024, {=<0.001, g=<0.001, i=0.028,
IV CTL versus IV Hyper-A a=0.035, b=<0.001, ¢=<0.001, d=<0.001, ¢=0.021, =<0.001,

VV CTL versus VV Hyper-A a=0.021, b=0.002, c=<0.001, d=0.018, e=<0.001.

No association between HL-514C/T and CETP 1405V polymorphism,
p=0.175 by Chi-Square test.
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Discussion

Controversy exists on whether HL and CETP activity acts in pro-atherogenic or
anti-atherogenic (21, 22, 23). The HL-514C/T and CETP polymorphism are associated with
lower activity of enzymes HL and CETP respectively (24, 25).

Likewise, the association of the -514C/T polymorphism with lipids and
lipoproteins is controversial, some groups found that this polymorphism -514C/T
modulates HDL-C concentration (26, 27) while others (28, 29) related that this
polymorphism is not association with HDL-C concentration. Thus, there is a controversy in

the literature.

Hyper-A is usually considered an anti-atherogenic factor, but it can be
accompanied by a high atherosclerotic risk under certain condition. Guerra et al. (1997)
(30) associated the T allele of HL-514C/T polymorphism with Hyper-A. Gherisch S.
et al 1999 (31) investigated phenotypes of patients with hypertrigliceridemia combined
with Hyper-A. They compared the frequency of mutations of HL Val-73-Met, Ser-267-Phe
(Exon 3), Thr -383-Met (Exon 6), Leu-334-Phe (Exon 8) and Glu-343GIn (Exon 7).
The frequency was two to three times higher in the hypertrigliceridemia combined Hyper-A
subjects. In previous study in our lab, CETP mutations (Intron 14A and exon 15 missense
mutation, D442G) were not associated with Hyper-A probably due to a small number of

analyzed mutants (32).

Summarizing, (Table 4) in Hyper-A the modulating effects of HL-514C/T
and CETP 1405V led to increased HDL,C and HDL;C.

The HL-514C/T and CETP 1405V polymorphisms were very similar with

relation to lipids and lipoproteins but different in respect to transfer proteins and enzymes

as expected. The mutants were similar in increasing HDL,C and Apo Al.
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Table 4- Summary of the percent changes of hyperalphalipoproteinemia on lipids and
lipoproteins by HL-514C/T and CETP 1405V Genotypes

Parameters HL-514C/T CETP 1405V
CC TC TT 1I IV vV
HDL,C 133 135 133 133 132 131
HDL,TG 11 - - - - -
HDL;C 161 133 118 132 137 139
HDL,TG 17 17 125 - - -
Apo AI 123 125 125 117 136 127
LDL/ApoAI 138 - - - - -
HL 137 145 125 142 - -
LPL 121 - - - 117 -
CETP 126 136 - - - -
C 123 117 114 112 117 .
TG - - - - - 16
PL 110 12 - - - -
LDL-C 117 - - - - -

Overall we can state from these data that both polymorphisms can lead to

a anti-atherogenic lipid profile in Hyper-A.
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Definiu-se neste estudo hiperalfalipoproteinemia como individuos com HDL-C
igual ou maior que 68mg/dL conforme o valor de percentil 90, obtido para uma popula¢ao
local de 1700 individuos de um estudo anterior no Laboratério de Lipides/NMCE
(de Faria, comunicacdo pessoal). Os sujeitos de estudo foram n= 291, a maioria do
sexo feminino (n=212, 73%), com média de idade de 47 anos atendidos no Ambulatério de

Dislipidemias do Hospital das Clinicas-UNICAMP.

Este € o primeiro estudo brasileiro que avalia o polimorfismo -514C/T da lipase
hepatica em portadores de hiperalfalipoproteinemia. Também € o primeiro trabalho na
literatura sobre os efeitos deste polimorfismo na espessura da camada intima-média de
carétidas (EIM) na hiperalfalipoproteinemia. No modelo experimental, o fenétipo de
hiperalfalipoproteinemia foi caracterizado por aumento de 35% na concentracdo de HDL-C
e reducdo da atividade da LH em 43% e este resultado estdo de acordo com os relatos da
literatura (Inazu et al., 1990; Yamashita et al., 1991; Hirano et al., 1995; Alarcon et al.,
2004).

Em estudos prévios realizados no Laboratério de Lipides (Alarcon et al., 2004)
foram investigadas modulacdes de hiperalfalipoproteinemia na populagdo brasileira,
Observou-se deficiéncia de CETP e LH, vérios fatores regulatérios sobre a HDL e foi
sugerido que polimorfismos genéticos destas proteinas modulariam a condi¢do de
hiperalfalipoproteinemia. Em outro estudo posterior Kaplan et al., (2006) descreveram
duas mutacdes no gene da CETP (D442G e Int14A) bem como dois polimorfismos que

frequentemente estao descritos na literatura (TaqIB e 1405V) na hiperalfalipoproteinemia.

No presente trabalho, avaliou-se a espessura da camada intima-média de
carétidas na hiperalfalipoproteinemia. A espessura da camada intima-média de cardtidas se
correlacionou somente com a idade na hiperalfalipoproteinemia, entretanto, em controles
(HDL-colesterol entre 32 e 68 mg/dL) idade, sexo masculino, pressdo arterial e
surpreendentemente HDL-colesterol apresentou correlagdo positiva com este parametro,

contrariando relatos da literatura (Miller et al., 2007).

Foi avaliada também, utilizando o mesmo modelo experimental a espessura da

camada intima-média de cardtidas sobre os efeitos do polimorfismo LH-514C/T.
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Na presenca do raro alelo T houve reducdo da atividade da LH tanto em
hiperalfalipoproteinemia como em controles. Houve tendéncia a maior espessura da
intima-média de carétidas no genétipo CC em individuos com hiperalfalipoproteinemia
quando comparados com controles. Rundek et al., (2002) relatou que a presenca do
gendtipo CC estd associado com aumento da EIM de cardtidas sugerindo que o

polimorfismo -514C/T desenvolva um papel atero-protetor.

Estudos clinicos relatam a associagdo inversa entre as concentragdes de HDL-C
e atividade da LH e CETP (Hirano et al., 1995; Isaacs et al., 2004) e o papel destas
proteinas no desenvolvimento de aterosclerose ndo estd claramente definido
(Santamaria-Fojo et al., 2004; Hasham e Pillarisetti 2006; Salerno et al., 2007;
Okamoto et al., 2007). Foram relatados que a presenca dos polimorfismos o LH-514C/T e
CETP 1405V estdo associados com reducdo da atividade das lipoproteinas

(Kakko et al., 2000; Boekholdt e Thompson 2003; Nettleton et al., 2007).

Foram avaliados os efeitos da  hiperalfalipoproteinemia  sobre
dois polimorfismos que frequentemente sdo descritos na literatura o LH-514C/T e CETP
[405V e suas modulagdes em lipides, lipoproteinas e proteinas reguladoras. Em nossa
populacdo, ambos polimorfismos foram de alta freqiiéncia como relatado na literatura

(Okumura et al., 2002; Nettleton et al., 2007; Padmaja et al., 2007)

O polimorfismo LH-514C/T foi associado com a reducdo da atividade
enzimatica da LH (Lahoz et al., 2005; Fan et al., 2006), mas, o polimorfismo CETP 1405V
ndo reduziu a atividade da CETP, e estes resultados nao estdo de acordo com a literatura

(Kakko et al., 2000; Boekholdt e Thompson 2003)

Na hiperalfalipoproteinemia o polimorfismo LH-514C/T (TT vs CC)
foi associado a reducdo da circunferéncia da cintura em 7%, menores de concentragdes
colesterol plasmatico em 10%, reducao das concentracdes plasmadticas de fosfolipides em
10%, reducdo de 14% das concentragdes plasmaticas de LDL-C, o tamanho estimado da
LDL por LDL-C/ApoB foi menor em 7%. As concentragdes plasmaticas de HDL-C ndo se
modificaram no alelo T (polimorfismo LH -514C/T).
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As modulacdes destes polimorfismos sobre as concentracdes de HDL-C na
literatura s@o controversas. H4 vdarios trabalhos que relatam que os polimorfismos estdo
associados com concentracdes plasméticas de HDL-C (Lahoz et al., 2005, Fan et al., 2006),
mas estes dados ndo foram consistentes, pois outros pesquisadores ndo encontraram a

mesma associacdo (Boekholdt et al 2006; Zambon et al 2006).

O genétipo TT diferiu entre os 2 grupos: na hiperalfalipoproteinemia com
relacdo aos CTL houve reducido da atividade da LH em 25% e maiores concentragdes
plasmiticas de HDL,C em 33%, HDL;TG em 25%, ApoAl em 25% e C em 14%
Um tnico estudo na literatura onde se avaliaram os efeitos do polimorfismo LH -514C/T
em individuos com hiperalfalipoproteinemia somente as concentracdes de HDL-C

foram associadas com o genétipo (Guerra et al., 1997).

O polimorfismo CETP 1405V  na  hiperalfalipoproteinemia  os
VV vs II apresentaram aumento de alta em 6% pressdo arteriais sangiiinea e menores
concentracoes de HDL,TG em 30% e HDL3;TG em 12%. O gendtipo IV teve maiores
concentracoes de ApoAl em 10% e pressdo arterial diastdlica em 8% quando comparado
com o gendtipo II. Nao houve variacdes da atividade da CETP e das concentracOes

de HDL-C.

Em hiperalfalipoproteinemia o genétipo VV apresentou maiores concentragdes
plasmaticas de HDL,C em 31% HDL3;C em 39%, ApoAl em 27% e TG em 6% e menores

concentracdes plasmaticas de VLDL-C, quando comparados ao genétipo VV dos controles.

A reducdo das concentracdes da LDL-C e reducdo da estimativa do seu
tamanho calculado por LDL-C/ApoB, foi associada com a presencga do alelo menos comum
do polimorfismo LH-514C/T, quando comparados com o gendtipo CC em
hiperalfalipoproteinemia , entretanto os dados na preseng¢a do polimorfismo CETP 1405V
foram consistentes com Carr et al., (2002) que relatou que o polimorfismo da CETP nao é

determinante no tamanho da LDL.

Na hiperalfalipoproteinemia todos os genétipos dos dois polimorfismos foram
associados com altas concentragdes de HDL,C, HDL3;C, ApoAl, sugerindo ateroprotecao
em hiperalfalipoproteinemia. A reducdo do tamanho da LDL nestes polimorfismos foi

observada por Miljikovic-Gacic et al., (2006) e Okumura et al., (2002).
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Quando avaliada a semelhanga dos dois polimorfismos LH -514C/T (a presenca
do alelo T) e CETP 1405V (presenca do alelo V) maiores concentracdes de colesterol das

subfracdes 2 e 3 da HDL em individuos com hiperalfalipoproteinemia foram observados.

Esta dissertacdo aponta para a hiperalfalipoproteinemia como ateroprotetora ou
de efeitos neutros sobre a aterosclerose carotidea, pois o polimorfismo LH -514C/T nao
modifica a espessura da camada intima média de carétidas. E houve entre os polimorfismos

LH -514C/T e CETP 1405V modulagdo para um perfil plasmatico ateroprotetor.

Estudos sobre a funcionalidade da HDL na hiperalfalipoproteinemia serdo
posteriormente conduzidos no laboratério com o objetivo de explicar os possiveis

mecanismos na modulagao desta condicao.
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Este estudo mostra que a hiperalfalipoproteinemia moderada ¢ modulada por
varios parametros antropométricos, bioquimicos e genéticos na aterosclerose carotidea.

Estes efeitos t€ém carater predominantemente anti-aterogénico ou sao neutros.

Os polimorfismos -514C/T do gene da lipase hepdtica e o 1405V do gene da
proteina de transferéncia de ésteres de colesterol ocorreram em altas freqii€ncias na amostra

populacional estudada, similares as de outros estudos na literatura.

Este € o primeiro estudo brasileiro que avalia o polimorfismo -514C/T do gene
da lipase hepética em portadores de hiperalfalipoproteinemia. Estudos da funcionalidade da
lipoproteina de alta densidade na hiperalfalipoproteinemia deverdo dar continuidade a este

para uma exploracao mais ampla dos aspectos mecanisticos desta modulagao.
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TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Eu, ,

fui informado, em detalhes, sobre o estudo “Modula¢do Funcional e Génica de Lipides e

Lipoproteinas Plasmaticos e da Aterosclerose Carotidea na Hiperalfalipoproteinemia”.

Eu entendo que minha participacdo nao constitui numa exigéncia condicional
desta Instituicio para que eu possa doar sangue, realizar exames laboratoriais,

internamentos ou ser acompanhado ambulatorialmente.

O objetivo deste estudo € estabelecer a freqiiéncia e de uma mutacio genética e
de suas conseqiiéncias nas proteinas que modificam os niveis do bom colesterol e de outras

gorduras no sangue, € no aparecimento de aterosclerose.
Os resultados de todos os meus exames me serdo comunicados por escrito.

Todos os dados pertencentes a minha participagdo neste estudo serdo
documentados e mantidos em segredo pelo grupo da pesquisa envolvido e, se os resultados
da pesquisa forem publicados, ndo serei identificado publicamente. Eu estou consciente de
que nao estou correndo nenhum risco de vida ou prejuizo a minha satde fisica ou moral.

Entendo também que podem ocorrer efeitos negativos leves devido a pun¢do venosa.

Por ser a minha participagdo totalmente voluntdria, posso desistir do estudo a
qualquer momento sem que isto resulte em qualquer penalidade ou perda dos beneficios

desta instituicdo.

Se eu tiver alguma divida ou opinido com relag@o ao estudo, aos meus direitos,
a minha participagdo, ou se quiser relatar um evento adverso ou desconforto, eu devo entrar

em contato com a equipe médica do Ambulatério de Dislipidemias do qual sou paciente.

Concordo em cumprir as indicacdes do grupo que monitoriza € conduz este
estudo e estou ciente de que vou obter os beneficios possiveis da atencao médica oferecida

pelo mesmo.
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Nome do paciente:

Assinatura:

Data: / /

Endereco:

Telefones:

Assinatura do primeiro autor e equipe de médicos e pesquisadores responsiveis pelo

projeto:

Fernanda Dutra Santiago:

Profa Dra Eliana Cotta de Faria/Departamento de Patologia Clinica/NMCE/Ambulatorio,
fone: 3521-7064/17387 - Dra Vera Castanho/Ambulatério de Dislipidemias,
fone: 3521-7231.
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