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Resumo

Objetivo: este estudo teve como objetivo analisar o polimorfismo
genético da apolipoproteina E na doenca arterial periférica obstrutiva
ou aneurismatica.

Método: foram estudados 61 pacientes caucasdides do sexo mas-
culino com sintomas clinicos e comprovacao angiografica de doenga
aterosclerdtica, com idade entre 38 e 79 anos. O grupo-controle foi
constituido por 59 individuos. Foram excluidos os individuos com
doenga renal, doenca hepética ou diabetes melito. A anélise do
polimorfismo genético da apolipoproteina E foi realizada por PCR
(polimerase chain reaction) e RFLP (restriction fragment lenght
polimorphism) com a endonuclease Hha |, identificando-se seis
genotipos: €2/€2, €2/€3, €2/€4, €3/€3, €3/e4 e €4/€4. Para anélise
estatistica, foram aplicados teste exato de Fisher e odds ratio, com in-
tervalo de confianca de 95%, e admitiu-se erro a de até 5%.

Resultados: o alelo €3 mostrou-se mais freqliente em pacientes e
controles, enquanto o alelo €4 apresentou maior prevaléncia nos con-
troles em relagéo aos pacientes, embora sem diferenca significante en-
tre eles. Pacientes com doenga arterial periférica obstrutiva mostra-
ram freqliéncia mais elevada do genotipo €3/e4 em comparacdo a
doenca arterial periférica aneurismatica, embora sem diferenca signi-
ficante entre eles.

Concluséo: o polimorfismo da apolipoproteina E-Hha | ndo foi
associada com a doenga arterial periférica.
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Abstract

Objective: The objective of this study was to evaluate the genetic
polymorphisms of apolipoprotein E in peripheral artery disease.

Method: A total of 61 Caucasian male patients aged between
38 and 79 years old were studied. All the patients had clinical
symptoms of arterial disease, which was later confirmed by
angiography. A control group was constituted of 59 individuals.
Patients with renal disease, liver disease or diabetes mellitus were
excluded from the study. The genomic DNA was extracted from
leukocytes from 5 ml peripheral blood collected in EDTA and the
alleles of apolipoprotein E were investigated. Fisher’s exact test and
odds ratio were employed for statistical analysis.

Results: The €3 allele was more common in patients when
compared to the control group, whilst the €4 allele was more
frequent if the control group was compared to the study group,
however no significant difference was evidenced. Patients with
obstructive peripheral artery disease presented with a greater
frequency of the €3/e4 genotype compared to patients with
aneurysmal peripheral artery disease. No statistically significant
differences were observed.

Conclusion: No evidence was observed of an association
between apolipoprotein E polymorphisms and peripheral artery
disease.

Key words: genetic polymorphisms, apolipoprotein E,
atherosclerosis.

A apolipoproteina E (apo E) é uma proteina
integrante das lipoproteinas de alta densidade (HDL),
proteina de densidade muito baixa (VLDL) e quilo-
microns, além dos produtos de degradagéo lipolitica,
como remanescentes de quilomicrons e lipoproteina
de densidade intermediaria (IDL). Essa apolipopro-
tefna, identificada no inicio da década de 19701,
tem sido extensivamente estudada principalmen-
te por sua fung¢do no metabolismo dos lipidios e
pelo envolvimento no transporte de colesterol em
varios tecidos.



318 JVasc Br 2004, Vol. 3, N°4

A expressdo da apo E é reconhecida em varios
6rgéos e glandulas de seres humanos, ratos e coelhos?.
Entretanto, a concentragdo mais alta de seu mRNA
encontra-se no figado, que consiste na fonte primaria
dessa proteina no plasma; o cérebro é o segundo d6rgao
em nivel de mRNA, secretando a apo E no fluido
cérebro-espinhal3. A apo E também §é sintetizada por
macrdfagos e parece ter efeito importante no metabolis-
mo lipidico e doenca vascular, modulando o balango de
seu colesterol e de células musculares lisas da parede
arterial, com impacto na progressdo ou regressdo da
lesdo aterosclerdtica. Essa proteina controla também a
agregacdo plaquetéria e a proliferacdo de linfdcitos, e
interage com a matriz extracelular que afeta a retengéo
de lipoproteinas na parede do vaso, a bioviabilidade de
citosinas sequiestradas e os fatores de crescimento. Além
disso, ela ainda regula o crescimento de células muscu-
lares lisas arteriais®.

O polimorfismo da apo E foi referido inicialmente
por Utermann et al. e observado por Zannis et al.5 e
Utermann et al.”, sob a forma de trés alelos principais
€2, €3 e €4, que codificam as isoformas da apo E,
designadas como apo E2, E3 e E4, distintas entre si pelo
conteudo de cisteina e arginina nas posi¢des dos codons
112 e 158 do exon 4. Além da variagdo genética, podem
ocorrer modificagdes pds-traducdo nas principais iso-
formas de apo E2.

A associago entre polimorfismo da apo E e ateros-
clerose foi inicialmente estabelecida em estudo de paci-
entes com hiperlipoproteinemia tipo 111 com fenétipo
E2/2 e doenca arterial coronaria (DAC) prematura®. A
homozigose para apo E2, presente em até 1% da popu-
lagdo, leva a disbetalipoproteinemia priméria ou hiper-
lipoproteinemia tipo Il quando associada a outras
doencas como diabetes, hipotireoidismo ou dislipide-
mia genética, com frequiéncia estimadaem 0,01 a 0,1%
nessa populacdo?°. Além disso, hé relatos de aumento
da freqtiéncia do alelo €4 em pacientes com doenca
arterial periférica (DAP) ateroscleréticae em aneurisma
de aortal011,

Um estudo realizado por autopsia durante um
periodo de 10 anos, em homens entre 30 e 70 anos de
idade, mostrou que o alelo €4 esta associado com DAC
somente apos a idade de 53 anos, sugerindo gque outros
fatores, ou a idade avancada, podem ser importantes na
formagao da aterosclerose2. O estudo do polimorfis-
mo genético da apo E em populagdes humanas tem
auxiliado no esclarecimento de seus mecanismos de
acdo nadoenga cardiovascular. Entretanto, a populacéo
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global carece da identificacdo e da distribuicdo dos
alelos para apo E e seu efeito, particularmente na DAP.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a associa-
¢do entre polimorfismo genético do apo E e DAP
obstrutiva ou aneurismatica em pacientes caucasoides
do sexo masculino.

Casuistica e método

Foram avaliados, em estudo aleatorio, 61 pacientes
caucasoides do sexo masculino com sinais e sintomas
clinicos de aneurisma e DAP (claudica¢do) com com-
provacdo angiogréafica e por tomografia computadori-
zada com idade entre 38 e 79 anos (média e desvio
padréo =62 £ 8,6 anos). Os pacientes e o grupo controle
foram recrutados nos ambulatérios da Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto e do Instituto de
Moléstia Cardiovascular de Sdo José do Rio Preto, no
periodo de 1 ano (2001 a 2002), e de forma aleatoria.
Foram excluidos os individuos com doenca renal, do-
enca hepatica ou diabetes melito, excluidos amputados
e tratamentos prévios de doengas arterioscleréticas dos
grupos de estudo e controle. Entre eles, 39 apresenta-
ram obstrucdo aterosclerotica nas artérias iliacas, femo-
rais e/ou carétidas, e 22 tinham aneurisma de aorta
torécica, abdominal ou toracoabdominal. Né&o se valo-
rizou a associacdo da doenga obstrutiva nos pacientes
com aneurisma. O grupo controle foi constituido por
59 individuos do sexo masculino, sem historia clinica
da doenca ou alteragdes ao exame clinico, e sua idade
variou de 43 a80 anos (médiae desvio padrdo =59+ 9,2
anos). Os individuos foram informados sobre o estudo
e confirmaram sua participacéo pelo Termo de Con-
sentimento Livre e Esclarecido. Este estudo foi subme-
tido e aprovado pelo CEP-FAMERP.

Polimorfismo da apo E

O DNA gendmico foi extraido de leucdcitos de
sangue periférico (5 ml) coletados com &cido etilenodi-
aminotetracético (EDTA). A extracéo foi realizada em
trés etapas, compreendendo: 1) lise das células sanguii-
neas e desnatura¢do com solucdo de brometo dodecil-
trimetilamonio (DTAB); 2) desproteinizacdo com clo-
roformio; 3) precipitacdo do DNA e ressuspensao atra-
vés de brometo cetilmetrimetilamonio (CTAB)13,

Os segmentos polimérficos do gene para apo E
foram amplificados pela técnica de PCR (polymerase
chain reaction). Em cada reacdo, utilizou-se 0,5 pl de
cada desoxinucleotideo (0,8 mM); 2,5 pl de tampéo
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PCR 10X; 2,5 pl de dimetilsulfoxido 10%; 2,5 ul de
cada primer (2,5 mM); 0,2 pl de Taq polimerase (5
U/ul); 11 pl de agua Milli Q; e 2 ul de DNA
gendmico diluido (0,2 ug). Na reagdo de amplifica-
¢do, foram utilizados os primers P1:5"-ACAGAAT-
TCGCCCCGGCCTGGTACAC-3eP2:5-TAAG-
CTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3", comple-
mentares as regides proximas aos cddons polimorfi-
cos 112 e 158, localizados no exon 4 da apo E. A
desnaturacdo inicial do DNA foi obtida a 94 °C por
5 minutos, e a mistura da reacdo foi submetida em
seguida a 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos e 65 °C
por 2 minutos, com ciclo finala 72 °C por 7 minutos.
O produto de amplificacdo do PCR foi submetido a
enzima de restricdo Hha | (5 U por tubo de reacéo)
em banho-maria a 37 °C, overnight, para clivagem
das seqliéncias amplificadas dos alelos €2, €3 e €4 em
regides especificas (GCGC), nas posi¢des 112 e 158,
separando fragmentos com 91 pares de base (pb) e 83
pb (£2), 91 e 48 pb (€3), e 72 e 48 pb (¢4). E possivel,
assim, identificar seis genotipos: €2/€2, €2/€3, €2/
€4, €3/€3, €3/€4, 4/e4.

Para analise da apo E, foram separados fragmen-
tosde DNA por eletroforese em gel de poliacrilamida
6% por cerca de 3 horas, sob corrente constante de
200V, utilizando-se como tampédo TEB (acido bori-
co0 0,89M, TRIS base 0,89M, EDTA de soédio 0,025
M) diluido 10 vezes. Como DNA-controle, foi uti-
lizado pBR 322 (Gibco), digerido pela enzima de
restricdo Mspl, que gera fragmentos de até 110, 90,
76 e 67 pb. Ap6s a eletroforese, o gel foi corado com
brometo de etideo (0,2 mg/l) por 5 minutos, e 0s
fragmentos de DNA, visibilizados sob iluminagéo
ultravioleta, seguido de fotodocumentacéo.

Anélise estatistica

As fregiiéncias alélicas e genotipicas foram com-
paradas entre pacientes e controles utilizando-se o
teste exato de Fisher. Foi realizado um procedimento
semelhante para os pacientes subdivididos de acordo
com o tipo de lesdo arterial, considerando-se DAP
obstrutiva ou aneurismatica. A influéncia dos alelos
e genOtipos na presenca ou auséncia da doenga foi
verificada pelo calculo dos produtos cruzados (odds
ratio), com intervalo de confianca (IC) de 95%.
Admitiu-se erro a de até 5%, com nivel de signifi-
cancia para valor de P < 0,05.
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Resultados

Adistribuicdo de alelos e genétipos referente a 61
pacientes e 59 controles é apresentada na Tabela 1.
Nota-se frequiéncia mais elevada para o alelo €3 nos
pacientes (0,893) e controles (0,814), seguido do
alelo €4 com prevaléncia reduzida nos pacientes
(0,074) em relacdo aos controles (0,135), embora
sem diferenca significante (P = 0,2088); 0 mesmo
ocorreu para o0 alelo €2. O genétipo €3/€3 mostrou-
se mais freqliente entre pacientes (78,7%) e controles
(69,5%), sequido de €3/¢4 (14,7 e 22%; P = 0,2994
e 0,3507, respectivamente). Os gendtipos com alelo
€2 foram escassos em ambos 0s grupos.

A Tabela 2 mostra a distribuicdo dos alelos e
gendtipos paraapo E em pacientes com DAP obstrutiva
ou aneurismatica. Nota-se semelhanga entre os grupos,
com freqliéncia elevada para o alelo €3 (0,885 e 0,910,
respectivamente), sequido dos alelos €4 e €2. O gendti-
po €3/€3 foi observado em 81,8% dos pacientes com
aneurisma de aorta e em 74,4% na DAP obstrutiva. O
genotipo €3/e4 foi mais representado nos pacientes
com DAP obstrutiva (17,9%) em relagdo aqueles com
aneurisma (9,1%), embora sem diferenga estatistica-
mente significante entre os grupos (P = 0,4674).

Na Tabela 3, sdo apresentados os valores do odds
ratio para os genotipos e alelos da apo E, em analise
da sua relacdo com DAP comparado aos controles.
Nesse caso, nota-se que todos 0s ICs de 95% contém
a unidade, que é equivalente a igualdade da odds nos
grupos. Isso indica auséncia da influéncia do alelo
€2, €3 ou €4 e do geno6tipo €3/€3 ou €3/e4 para apo
E na DAP.

Discussdo

Neste trabalho, o alelo €4, referido em alguns
estudos como fator de risco para DAC e DAP15.16 ¢
observado com baixa frequéncia, principalmente nos
pacientes com DAP (0,074), embora sem diferenca
significante em relacdo aos controles (0,135), cuja fre-
qliéncia mantém-se reduzida em comparagéo a popula-
¢Oes caucasoides com prevaléncia variando de 0,140 a
0,22716, O alelo €2 apresenta-se, também, com baixa
freqiéncia em pacientes (0,033) e controles (0,051),
cujos valores revelam-se inferiores comparados com a
literatura (0,072 20,130)16. A freqiiéncia reduzida dos
alelos €2 e €4 determinou a prevaléncia elevada do alelo
€3 nos pacientes (0,893) e controles (0,814), superior as
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relatadas por outros autores na populagao caucasoide, doengas cardiovasculares ateroscleréticas. Em estudo
com variacio de 0,720 a 0,78616. de 77 homens e 27 mulheres com DAC, houve preva-
Embora constatada a natureza polimorfica do gene Iéncia significantemente aumentada do alelo €4 nos

para apo E, ainda é polémica sua associa¢do com homens (0,29) em comparacdo com as mulheres (0,15),

Tabelal - Distribuicdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas para apolipoproteina E na anélise do
polimorfismo genético por restri¢do enzimatica com Hha | em pacientes com doenga
arterial periférica e controles

Paciente Controle P

Alelo n Frequéncia n Frequéncia

€2 4 0,033 6 0,051 0,5343

€3 109 0,893 96 0,814 0,099

€4 9 0,074 16 0,135 0,2088

Total 122 1,000 118 1,000 —

Gendétipo n % n %

€2/¢g2 0 0 1 1,7 0,4917

€2/€3 4 6,6 1 1,7 0,3647

€2/e4 0 0 3 51 0,1158

€3/e3 48 78,7 41 69,5 0,2994

€3/e4 9 14,7 13 22 0,3507

€4/e4 0 0 0 0 —

Total 61 100,0 59 100,0 —

(—) = nédo se aplica

Tabela 2 - Distribuicdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas para apolipoproteina E na anélise do
polimorfismo genético por restri¢do enzimatica com Hha | em pacientes com doenca
arterial periférica (DAP) obstrutiva ou aneurismatica

DAP obstrutiva DAP aneurismaética P

Alelo n Frequéncia n Frequéncia

€2 2 0,025 2 0,045 0,6189

€3 69 0,885 40 0,910 0,7682

€4 7 0,090 2 0,045 0,4861

Total 78 1,000 44 1,000 —

Genotipo n % n %

€2/¢g2 0 0 0 0 0

€2/€3 2 7,7 2 9,1 0,6147

€3/e3 30 74,4 18 81,8 0,7533

€3/e4 7 17,9 2 9,1 0,4674

e4/ed 0 0 0 0 0

Total 39 100 22 100 —

(—) = nédo se aplica
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Tabela 3 - Valor do odds ratio para 0s genotipos e alelos da
apolipoproteina E (apo E) em anélise de sua
relacdo com a doenca arterial periférica

Polimorfismo da apo E Odds ratio — IC 95%

Alelo

€2 0,63 (0,17 - 2,30)
€3 1,92 (0,92 - 4,02)
&4 0,28 (0,24 -1,31)
Genétipo

£2/€2 0,32 (0,01 -7,95)
€3/€3 1,62 (0,71 -3,70)
€2/e4 0,13 (0,01 -2,60)
€2/€3 4,07 (0,44 - 37,56)
€3/e4 0,61 (0,24 - 1,56)
€4/e4 Cl

IC = intervalo de confianca; Cl = célculo impossivel.

mas sem diferenca significante nestas®. Em contrapar-
tida, em estudo brasileiro feito com 50 mulheres com
DAC e média de idade de 48,9 anos, detectou-se
freqliéncia significantemente maior do alelo €4 nas
pacientes em relacdo aos controles (0,23 versus 0,11,
P < 0,05). Nesse caso, houve prevaléncia significante-
mente maior do genotipo €3/e4 nas pacientes (40%)
em comparagio aos controles (14%)17.

Ainda hé relatos que confirmam a associagdo entre
oalelo €4 e as concentracdes levemente mais elevadas de
colesterol total em populagdes (227,3 mg/dl), quando
comparado com a auséncia desse alelo (206 mg/dl).
Nesse caso, evidenciou-se risco significantemente ele-
vado para DAC em individuos fumantes e portadores
do alelo €418, Estudos mostram também associacio
entre €4 e aumento no nivel de LDLc em DAC prema-
tura, embora sem relagéo entre a doenca e o polimorfis-
mo da apo E19.

Por outro lado, em estudo de acidente vascular
isquémico, ndo foi detectada relagdo entre o polimor-
fismo da apo E e a doenga em populagdo acima de 75
anos, com frequiéncias de 24% para o gendtipo €3/e4
nos pacientes em relacéo a 25% nos controles2. Em
relacdo a DAP, é obscura sua associagdo com 0
polimorfismo da apo E, tornando o assunto polémi-
co. O estudo realizado com 3.161 americanos des-
cendentes de japoneses com idade entre 71 e 93 anos
ndo evidenciou associacdo entre pacientes com DAP
e diabetes, ou fumantes e polimorfismo da apo E12.
O presente estudo, embora com casuistica mais
jovem (38 a 79 anos; média = 62 + 8,6 anos), ndo

J Vasc Br 2004, Vol. 3, N°4 321

mostrou associacdo entre a presenca do alelo €4 e a
doenca, independentemente do tipo de lesdo arterial
obstrutiva aterosclerdtica ou aneurismatica.

Por outro lado, estudos experimentais feitos com
animais deficientes para apo E confirmam sua associa-
¢do com lesdes estenoticas nas artérias aorta, carotida,
femoral e poplitea?0. O estudo da apo E em 260
individuos clinicamente sadios detectou freqtiéncia re-
duzida do alelo €4 (0,100) em relacdo ao alelo €3
(0,827). No entanto, exames complementares mostra-
ram incidéncia de lesdes obstrutivas de carétida signifi-
cativamente maior nos individuos portadores do alelo
€4 em relago aqueles com alelo €3 (P = 0,029)11. Além
disso, a presenca de €4 mostrou-se associada a ateroscle-
rose em individuos ndo-diabéticos, com maior espessu-
ra da camada intima da carétida se comparada aos
individuos com genétipo £2/€3 ou £3/e321. Todavia, 0
estudo entre 57 pacientes com aneurisma de aorta
abdominal, seguido por 2 a 4,5 anos, ndo demonstrou
associacdo entre o alelo €4 e 0 aumento da lesio?2.

No entanto, em estudo anatomopatoldgico envol-
vendo 700 individuos do sexo masculino com idade
entre 33 e 70 anos (média = 53 anos), relacionou-se a
freqliéncia do geno6tipo €3/e4 ao aumento da area da
lesdo aterosclerdtica, em individuos com doenga coro-
nariana e com doenca da aorta toracica e abdominal,
quando comparado ao genétipo £3/e312. Nesse caso,
pacientes mais jovens (abaixo de 53 anos) apresentaram
valor de significancia de P = 0,0085, enquanto 0s mais
idosos, valor de P = 0,041. Para a aorta toracica, foi
encontrada significAncia equivalente a P = 0,014, en-
guanto, para a aorta abdominal, o valor ndo foi signifi-
cante (P=0,12), sem influéncia da idade. Nesse contex-
to, no presente estudo os pacientes tinham comprome-
timento principalmente da artéria femoral (DAP obs-
trutiva) ou aorta abdominal (DAP aneurismatica),
ambos os tipos de lesdo sem associacdo com apo E,
mesmo com a idade variando de 38 a 79 anos. Entretan-
to, o tamanho da amostra e as caracteristicas raciais com
padrdes obstrutivo e aneurismatico da arteriosclerose
poderiam ter influenciado esse resultado.

Em concluséo, este estudo sobre a DAP, indepen-
dentemente do tipo de lesdo, mostra-se indiferente ao
polimorfismo apo E-Hha I. Entretanto, é possivel que
o0 polimorfismo da apo E esteja relacionado a lesdes em
determinados tipos de artérias periféricas, influenciado
principalmente por idade, sexo e localizag&o anatdmica
da leséo, tornando-se necessario o estudo de subgrupos
de pacientes com casuisticas amplas.
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