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RESUMO

Introdugado: O gene da apolipoproteina B (apo B) contém diversos sitios
polimdrficos descritos como modificadores do risco de eventos cardiovasculares.
Objetivo: Verificar a associacdo do polimorfismo Xba | (rs693) do gene da
apolipoproteina B com fatores de risco aterosclerético, incluindo perfil lipémico, de
um segmento da populagdo brasileira idosa. Métodos: Caracteristicas clinicas e
antropométricas, dados bioquimicos e de ingestdo caldrica de 644 individuos idosos
foram determinados. A analise genémica de Xba | foi realizada por meio de reagao
em cadeia da polimerase convencional seguida de restricdo enzimatica (PCR-
RFLP). Anadlises estatisticas foram realizadas para avaliar a ocorréncia de diferencas
das medidas na amostra conforme gendtipos de apo B. Adotou-se o limiar de
significancia de P < 0.05 e todas as analises foram executadas com o Pacote
Estatistico para as Ciéncias Sociais (SPSS) para Windows (versdo 17.0).
Resultados: Foi encontrada associacdo estatisticamente significante entre o
polimorfismo Xba | e variagbes nos niveis séricos de LDL, colesterol total e lipideos
totais, sendo observadas médias mais elevadas para o genédtipo homozigoto para o
alelo T. Conclusdo: Nossos resultados corroboram que variagdes genéticas na
apolipoproteina B afetam o perfil lipémico dos individuos, podendo contribuir para o

risco ateroscleratico.

Palavras-chave: Apolipoproteina B, polimorfismo genético, idoso, hiperlipidemia.



ABSTRACT

Background: The apolipoprotein B (apo B) gene contains several polymorphic sites
described as modifying the risk of cardiovascular events. Aim: To verify the
association of the Xba | polymorphism (rs693) of the apolipoprotein B gene with
atherosclerotic risk factors, including lipemic profile, of a segment of the elderly
Brazilian population. Methods: Clinical and anthropometric characteristics,
biochemical data and caloric intake of 644 elderly individuals were determined.
Genomic analysis of Xba | was performed by conventional polymerase chain reaction
followed by enzyme restriction (PCR-RFLP). Statistical analyzes were performed to
evaluate the occurrence of differences of the measurements in the sample according
to apo B genotypes. The significance threshold of P < 0.05 was adopted and all
analyzes were performed with the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows (version 17.0). Results: A statistically significant association was found
between the Xba | polymorphism and serum LDL, total cholesterol and total lipid
levels, with higher mean values for the homozygous genotype for the T allele.
Conclusion: Our results corroborate that genetic variations in apolipoprotein B affect

the lipemic profile of the individuals, and may contribute to the atherosclerotic risk.

Key-words: Apolipoprotein B, genetic polymorphism, elderly, hyperlipidemia.
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INTRODUGAO

De modo geral, as populagdes mundiais vém sofrendo mudancas
significativas na conformagao de suas piramides populacionais, sobretudo no que
diz respeito & razao entre os extratos etarios. E perceptivel o0 aumento da parcela de
idosos como consequéncia do aumento da expectativa de vida. Este processo é
observado tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento, gragas a
conquistas que dizem respeito a modificacbes sociais e urbanas, melhorias
nutricionais e sanitarias em geral e avangos técnico-cientificos que possibilitaram a
conquista de maior longevidade. Esse envelhecimento populacional tem imprimido
importantes mudancgas no perfil epidemiolégico da populagdo, com alteracdes
relevantes nos indicadores de morbimortalidade, como um aumento na prevaléncia
de doencas cronicas, entre elas, as doencas cardiovasculares (DCV)."

Em 2016, as DCV foram responsaveis por 44% das mortes por doengas nao
transmissiveis em todo o mundo.? No Brasil, as DCV representam uma das
principais causas de o6bito, tendo correspondido a 28,6 % de todas as causas de
mortalidade em 2011.2 Um dos fatores de risco para a mortalidade e progressao das
doencas cardiovasculares sdo as dislipidemias, assim como os contribuintes
genéticos.*

Um grande numero de polimorfismos genéticos esta associado com a
susceptibilidade a disturbios cardiovasculares, principalmente aterosclerose, com
énfase para a variabilidade importante do gene da apolipoproteina B (apo B). A apo
B é uma grande glicoproteina anfipatica que apresenta duas isoformas: apo B-100,
que é sintetizada nos hepatocitos; e apo B-48, uma versdo abreviada que é
sintetizada no intestino delgado e deriva do mesmo gene (APOB), mas a partir de
uma modificagcdo na transcrigdo do RNA mensageiro, onde uma uracila € substituida
por uma citosina via complexo enzimatico ApoBec.>®

A apo B é o componente proteico de algumas lipoproteinas e, como tal,
possui trés fungdes principais: modula a atividade de enzimas que agem sobre as
mesmas; mantém a integridade estrutural do complexo das lipoproteinas; e facilita a
captacao celular destas, atuando como ligante para receptores de superficie celular
especificos.5 A apo B-100 compde a estrutura das lipoproteinas de densidade muito

baixa (VLDL), lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), lipoproteina A, e, em



sua maioria (mais de 90%), esta associada com as lipoproteinas de densidade baixa
(LDL).7 Ela atua como ligante para o receptor de LDL e contribui para a captagao
celular de colesterol, contribuindo, dessa forma, para a remogao de LDL do plasma e
a regulagdo da biossintese do colesterol.® A apo B-48 é a proteina estrutural de
quilomicrons (QM) e é responsavel pela sua formacdo e secrecdo.” A apo B,
portanto, desempenha um papel central na regulagdo dos niveis lipidicos
plasmaticos e celulares.

O gene APOB (43 kilo-bases, kb) estda mapeado no bragco curto do
cromossomo 2 (2p23-24), contém 29 éxons, 28 introns, e muitos sitios polimaérficos
descritos, como o polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP) Xba 1.° Este polimorfismo
ocorre devido a troca de um nucleotideo no éxon 26, que n&o provoca mudanga na
sequéncia de aminoacidos da apo B, e tem sido estudado quanto a sua associagao
com variacdbes nos niveis lipémicos em diferentes populacdes. No entanto, os
resultados destes estudos sao conflitantes e inconclusivos, o que demonstra a
necessidade de novas investigagdes a fim de confirmar ou refutar o papel desse

polimorfismo em relac&o ao perfil lipémico e risco cardiovascular nos individuos.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

As populagbes idosas apresentam maior risco de morbidade e mortalidade
cardiovascular, uma vez que o processo do envelhecimento e as mudancas a ele
associadas, principalmente fisiolégicas, podem predispor ao desfecho da
aterosclerose e de outras condicdes circulatérias. A prevaléncia de doencga arterial
periférica, doencga cerebrovascular e aneurisma da aorta abdominal aumenta mais
que o dobro a cada década de vida.""

As doencgas cardiovasculares englobam o grupo de desordens do coragao e
de vasos sanguineos, que possuem etiologia multifatorial € um grande numero de
fatores de risco descritos.*'? Essas doencas tém aumentado consideravelmente e
representam um importante problema de saude publica. A aterosclerose, condicéo
inflamatdria crénica caracterizada pela formagao de ateromas no interior dos vasos,
e a doenga arterial coronariana (DAC), que € decorrente da obstrugao das artérias
coronarias, sdo alguns dos principais disturbios cardiovasculares.™

A aterosclerose € um fendbmeno de evolugéao lenta e silenciosa, por isso, suas
manifestagbes clinicas surgem, geralmente, muitos anos apdés o inicio da
degeneracéao vascular.” Ela é designada como um espessamento e endurecimento
da camada interna das artérias, que se inicia com a agressédo do endotélio vascular
por diversos fatores, como por exemplo as dislipidemias. A disfuncdo endotelial
resultante dessa agressao aumenta a permeabilidade da camada intima vascular as
lipoproteinas plasmaticas, e o consequente depdsito dessas moléculas na parede
arterial, que é essencial para o inicio da aterogénese, ocorre proporcionalmente a
concentracéo destas particulas no plasma.15

As etapas que sucedem para o desenvolvimento dos ateromas consistem em
oxidagcdo do LDL-colesterol infiltrado, recrutamento de mondcitos (que se
diferenciam em macroéfagos) e de linfécitos, deposigéo de lipideos e de elementos
fibrosos, proliferacdo e migracédo de células musculares lisas da camada média
arterial para a intima, e sintese de matriz extracelular. Dessa forma, origina-se a
placa aterosclerotica, que é constituida por uma capsula fibrosa (células musculares

lisas e matriz extracelular) que envolve um nucleo lipidico-necrético. Essa massa



formada na parede dos vasos sanguineos provoca a diminui¢do ou obstrugdo do
[lumen vascular e, consequentemente, do fluxo sanguineo no local, o que pode
evoluir para problemas graves como doenga cerebrovascular, doenca vascular
periférica e/ou infarto agudo do miocardio.'>1®

Entre os fatores de risco para as DCV, pode-se destacar tabagismo,
hipertensao arterial, diabetes mellitus, dislipidemias, sedentarismo, obesidade, dieta
aterogénica, idade, sexo masculino e estado pdés-menopausico. O fator genético
também tem sido apontado como contribuinte para o desenvolvimento dos
problemas cardiovasculares, pois determina o quanto estes indicadores de risco
estdo propensos a se instalar e, juntamente com os fatores ambientais, ajuda a
explicar as variagdes interindividuais na susceptibilidade as DCV, especialmente no
tocante a variabilidade dos genes para proteinas participantes do metabolismo
lipidico. Os disturbios desse metabolismo e as anormalidades nas lipoproteinas
plasmaticas encontram-se entre os fatores de risco mais bem compreendidos e
solidamente estabelecidos para aterosclerose.'®'’

As dislipidemias sdo desordens bioquimicas caracterizadas por niveis
aumentados de apolipoproteina B (apo B), triglicérides, colesterol total e lipoproteina
de densidade baixa (LDL-c) e/ou niveis diminuidos de apolipoproteina Al (apo-Al) e
lipoproteina de densidade alta (HDL-c) na corrente sanguinea — condi¢gbes que
podem contribuir para a formacéo de placas aterogénicas e estar associadas com
manifestacdes clinicas diversas.* A Sociedade Brasileira de Cardiologia’® classifica
as dislipidemias, de acordo com a sua etiologia, em: primarias, quando possuem
origem genética; e secundarias, quando decorrentes de causa especifica, como
estilo de vida inadequado, medicamentos ou condigdes modrbidas. A Tabela |
apresenta os valores de referéncia e de alvo terapéutico do perfil lipémico para
adultos com mais de 20 anos, de acordo com o risco cardiovascular individual
determinado pelo médico. O valor de referéncia para lipideos séricos totais € de 400

a 900 mg/d1."®



Tabela I. Valores de referéncia e de alvo terapéutico do perfil lipémico de adultos com mais de 20

anos.

Lipideos Com jejum Sem jejum Categoria
(mg/dl) (mg/dl) referencial
Colesterol total <190 <190 Desejavel
HDL-c > 40 > 40 Desejavel
Triglicérides <150 <175 Desejavel
Categoria de risco
LDL-c <130 <130 Baixo
<100 <100 Intermediario
<70 <70 Alto
<50 <50 Muito alto
N&do HDL-c <160 <160 Baixo
<130 <130 Intermediario
<100 <100 Alto
<80 <80 Muito alto

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017."

Os lipideos plasmaticos (colesterol, triglicérides) sao insoluveis em agua e,
por isso, sdo transportados por complexos macromoleculares — as lipoproteinas.
Essas particulas sao constituidas, também, por componentes proteicos
denominados apolipoproteinas, que proporcionam estabilidade estrutural,
solubilizam os lipideos altamente hidrofébicos, atuam como ligantes para receptores
celulares e/ou agem como cofatores para enzimas que atuam no metabolismo
Iipl'dico.14 A apo B é considerada a maior das apolipoproteinas e € encontrada em
duas isoformas: a apo B-48, que é sintetizada no intestino, faz parte dos QM e é
essencial para a absorcéao intestinal da dieta de gorduras e vitaminas lipossoluveis,
mas nao tem um papel claro na funcdo mediada pelo receptor de QM remanescente;
e a apo B-100, que é sintetizada no figado e constituinte das lipoproteinas LDL,
VLDL, IDL e lipoproteina A, sendo responsavel pela interagdo do LDL com os seus
receptores celulares especificos e contribuindo, assim, para a captacao celular de

colesterol.'®



As particulas de LDL-colesterol contém menos fosfolipideos e colesterol n&o
esterificado, mas sao consideradas as lipoproteinas mais aterogénicas, devido a sua
maior susceptibilidade a oxidagao, maior permeabilidade endotelial, menor afinidade
ao seu receptor e maior interagdo com componentes da matriz extracelular. Mais de
90% do nivel sérico total de apo B esta associado com particulas de LDL. Ademais,
cada lipoproteina aterogénica (LDL, VLDL, IDL e lipoproteina A) contém uma
molécula de Apo B-100 e, por representar o numero de particulas que contribuem
para a formacgao de ateromas nos vasos, a apo B tem sido considerada o parametro
mais exato para indicar o risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares.'®?

Como marcadores de risco cardiovascular, as concentragcdes de lipoproteinas
estdo associadas com variaveis ambientais, como dieta e estilo de vida em geral,
mas a genética também desempenha um papel importante na modulagdo dessas
concentragbes. Diversos polimorfismos em genes codificadores de proteinas
relacionadas com o metabolismo lipidico tém sido descritos por estarem associados
com maior risco cardiovascular, e os loci das apolipoproteinas séo alguns dos mais
estudados, em razdo do seu papel central nesse metabolismo.?!

O gene APOB, localizado no brago curto do cromossomo 2, possui pelo
menos 24 sitios polimorficos e, entre essas mutagdes, destaca-se o polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) Xba |."° Este polimorfismo refere-se & variagdo de um
nucleotideo no éxon 26 do gene APOB, que resulta em uma mutagao silenciosa, isto
€, que nao afeta a sequéncia de aminoacidos da proteina. Ocorre a transicdo de um
nucleotideo citosina por uma timina na terceira posi¢cado do cédon 2488 (ACC—ACT),
que codifica 0 mesmo aminodcido, treonina.?? A presenca de timina resulta em um
sitio de restricdo para a enzima Xba |, originando o alelo X, e sua auséncia, o alelo
X. Essa variacdo determina trés genodtipos: X'X', X'X e X'X. O método que
amplifica a parte do éxon 26 que contém o sitio de mutagdo gera um fragmento de
710 pb, o qual é clivado pela Xba | durante a restrigdo enzimatica em dois
fragmentos de 433 e 277 pb no alelo X', e n&o é clivado no alelo x.V

A importancia do polimorfismo Xba | do gene APOB como um fator de risco
para doengas cardiovasculares e a sua influéncia no perfil lipémico dos individuos
tem sido estudada em diferentes populagdes. Alguns dos estudos encontraram

associacao entre este polimorfismo e doencas cardiovasculares, niveis aumentados



de apo B, colesterol total, triglicérides e LDL, e niveis diminuidos de HDL.*®1%2%° g

alelo X', em geral, tem sido associado com doenga arterial coronariana e
dislipidemias.8 Entretanto, outros estudos ndo encontraram associagao significativa
entre esses parametros, 2222628

Starcevic e colaboradores'® verificaram prevaléncia da presenca de placas
ateroscleroticas nas artérias carotidas significativamente diferente entre os gendétipos
de Xba |, sendo que os homozigotos carreadores do alelo mutante X* apresentaram
a maior prevaléncia. Portadores do alelo X" foram implicados com maior risco para
placas nas artérias carétidas, e o risco foi ainda maior entre homozigotos. No
entanto, essa associacao foi independente de parametros lipémicos e dos niveis
séricos de apo B, pois ndo houve diferenca estatisticamente significativa desses
parametros entre os gendtipos. Ja em meta-analise desenvolvida por Caigin Niu et
al.*, verificou-se associacao significativa entre o polimorfismo Xba | e niveis
aumentados de apo B, triglicérides, colesterol total e LDL-c, e niveis diminuidos de
HDL-c.

Portanto, tendo em vista que os resultados dos estudos a respeito da
associacdo desse polimorfismo genético com o perfil lipémico e o risco
aterosclerotico sdo conflitantes e inconsistentes, € de suma importancia que novos
estudos sejam desenvolvidos, de modo a demonstrar, cada vez mais, o papel dos
fatores genéticos na etiologia de doengas multifatoriais, como as doencas

cardiovasculares."”



JUSTIFICATIVA

Em vista do aumento gradual do numero de idosos e da prevaléncia de
doencgas cardiovasculares na populagcédo brasileira e no mundo, faz-se necessario
buscar uma melhor compreensao dos fatores que influenciam o desenvolvimento e a
progressao dessas condigdes. As DCV sado multifatoriais e os fatores genéticos
desempenham um papel importante na sua etiologia. A identificagdo dos
contribuintes genéticos das DCV pode fornecer uma estimativa mais precisa do risco
e definir o mecanismo responsavel, quando analisadas em conjunto com os demais
fatores influenciadores."’

As dislipidemias destacam-se como uma das condigcdes que aumentam o
risco dessas doencas, e as descobertas que envolvem polimorfismos relacionados
ao metabolismo lipidico contribuem para se conhecer melhor os aspectos intrinsecos
envolvidos na aterosclerose e outros disturbios cardiovasculares. Devido ao seu
papel central no metabolismo e transporte lipidicos, o estudo de variagbes no gene
da apolipoproteina B pode ajudar a explicar a variagdo interindividual nos niveis
lipémicos e a susceptibilidade a problemas vasculares.

Portanto, esse estudo é de importdncia para a comunidade cientifica e,
também, no ambito da profissdo farmacéutica, uma vez que o profissional da saude
precisa conhecer as bases genéticas dos disturbios vasculares, bem como os seus
contribuintes ambientais, para que possa compreendé-las em sua totalidade e,

assim, prestar um cuidado integral a saude dos pacientes.



OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho é verificar a associagéo do polimorfismo Xba /
(rs693) na regiao codante do gene da apolipoproteina B com fatores de risco
aterosclerotico, incluindo perfil lipémico, de um segmento da populagdo brasileira

idosa.
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Resumo:

Introdugado: O gene da apolipoproteina B (APOB) contém diversos sitios
polimdrficos descritos como modificadores do risco de eventos cardiovasculares.
Objetivo: Verificar a associagao do polimorfismo Xba | (rs693) de APOB com fatores
de risco ateroscleroético, incluindo perfil lipémico, de um segmento da populagao
brasileira idosa. Métodos: Caracteristicas clinicas e antropométricas assim como
dados bioquimicos e de ingestdo caldrica foram determinados em 644 individuos
idosos. A analise do polimorfismo foi realizada por meio de reacdo em cadeia da
polimerase convencional seguida de restricdo enzimatica (PCR-RFLP). Analises
estatisticas compararam medidas e proporcbes conforme diferentes arranjos
genotipicos de APOB. Resultados: Foi encontrada associagdo estatisticamente
significante entre o polimorfismo Xba | e variagdes nos niveis séricos de LDL,
colesterol total e lipideos totais, com valores médios mais elevados entre
homozigotos para o alelo T comparados ao conjunto dos outros gendétipos. Houve
homogeneidade nos demais parédmetros analisados, com tendéncia por niveis
reduzidos de apolipoproteina B circulante entre individuos TT. Conclusao: Nossos
resultados corroboram que variagdes genéticas em APOB afetam o perfil lipémico de
individuos idosos, gerando padrao sugestivo de desordem secretéria de particulas

lipoproteicas, com possivel implicacdo em risco aterosclerético.

Palavras-chave: Apolipoproteina B, polimorfismo genético, idosos, perfil lipémico.
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Abstract:

Introduction: The apolipoprotein B (APOB) gene contains several polymorphic sites
described as modifiers of the risk for cardiovascular events. Objective: To verify the
association of APOB Xba | polymorphism (rs693) with atherosclerotic risk factors,
including lipemic profile, of a segment of the elderly Brazilian population. Methods:
Clinical and anthropometric characteristics as well as biochemical and caloric intake
data were determined in 644 elderly individuals. Polymorphism analysis was
performed by conventional polymerase chain reaction followed by enzyme restriction
(PCR-RFLP). Statistical analyzes compared measures and proportions according to
different APOB genotypic combinations. Results: A statistically significant
association was found between the Xba | polymorphism and serum LDL, total
cholesterol and total lipid levels, with important elevations among T homozygotes
compared to the other genotypes altogether. There was homogeneity in all other
analyzed parameters, with a tendency for reduced levels of circulating apolipoprotein
B among TT individuals. Conclusion: Our results corroborate that genetic variations
in APOB affect the lipemic profile of elderly individuals, generating a pattern
suggestive of secretory disorder of lipoprotein particles, with possible implication in

atherosclerotic risk.

Key-words: Apolipoprotein B, genetic polymorphism, elderly, lipemic profile.
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Introdugao

Com o envelhecimento, numerosas mudangas fisioldgicas subjacentes
ocorrem, e o risco de doencgas crénicas aumenta (1). A doenca cardiovascular (DCV)
€ uma das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo, tendo sido
responsavel por cerca de 31% do total de mortes em 2016 (2). O principal
contribuinte para o aumento dessas doencas €& a aterosclerose, fendmeno
inflamatdrio crénico que acomete leitos vasculares, havendo fatores de risco
modificaveis (obesidade, fumo, hipertensdo, dislipidemia, diabetes) e néao
modificaveis (idade, género e fatores genéticos) para seu desenvolvimento (3).

A literatura estabelece de forma consistente a associacao entre dislipidemia e
incidéncia de eventos vasculares, com forte contribuicdo etioldégica pelo aumento
dos niveis de triglicérides (TG), de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de
apolipoproteina B (apoB), assim como por redugéo dos niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL) (4,5). A retencao subendotelial de lipoparticulas constituidas por
apo B constitui evento necessario para o inicio da aterogénese, e altos niveis dessa
apolipoproteina apresentam poder preditivo para eventos vasculares tdo elevados
quanto aquele do LDL (6,7).

Como marcadores de risco cardiovascular, as concentragdes de lipoproteinas
sdo influenciadas por condicbes ambientais como dieta e estilo de vida,
configuragbes alélicas contribuem incidentalmente sobre essa associagao (8).
Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) identificaram diversos loci génicos
candidatos para a suscetibilidade as dislipidemias e a DCV, incluindo genes de
apolipoproteinas (4,9). Considerando que apo B destaca-se como proteina estrutural
chave em metabdlitos aterogénicos (quilomicrons e lipoparticulas de densidade

muito baixa (VLDL), baixa (LDL) e intermediaria (IDL)), e sendo o principal ligante do
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receptor de LDL, o extenso locus do gene APOB (ENSG00000084674) sito a 2p23-
24 contém diversos sitios polimorficos descritos como modificadores do risco de
eventos cardiovasculares (9,10).

Neste contexto, estudos epidemiolégicos demonstraram associacdo de
polimorfismos do gene tanto com elevagdo sérica em colesterol total (CT) e
subfragdes lipémicas (principalmente LDL e TG) como também com o
desenvolvimento de aterosclerose, com énfase para o polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP) rs693, também denominado Xba |, que constitui transicao silenciosa
(ACC — ACT) no éxon 26 (11). Em estudo caso-controle, portadores do alelo T
apresentaram risco 1,7 a 2,2 vezes maior de dislipidemia quando comparados a nao
portadores, enquanto homozigose aumentou esse risco em 4 vezes (12). Também
foi encontrada maior prevaléncia de placas ateroscleréticas em artérias carétidas de
homozigotos para o alelo T (13). Alguns estudos encontraram, ainda, associagao
deste polimorfismo com DCV, niveis aumentados de apoB, CT, TG e LDL, e niveis
diminuidos de HDL (5,14-17). Por outro lado, outros trabalhos encontraram
associacao nula entre esses parametros (9,11,18).

Ainda que a influéncia do gene APOB e de seu polimorfismo Xba | sobre a
variabilidade interindividual em niveis lipémicos e risco cardiovascular tenha sido
extensivamente investigada, os resultados dos estudos s&o inconsistentes e
conflitantes quanto aos principais parametros afetados, parecendo divergir conforme
dieta e grupo populacional estudado. Dessa forma, esse estudo teve como objetivo
verificar a associagao do polimorfismo Xba | (rs693) do gene da apolipoproteina B
com fatores de risco aterosclerético, incluindo perfil lipémico, de um segmento da

populacao brasileira idosa.
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Materiais e Métodos
Amostra

A amostra do estudo inclui 644 pacientes nao institucionalizados e néao
aparentados com idade de 60 anos ou mais, incluidos a partir de ambulatérios de
clinica geriatrica localizados no Distrito Federal, Brasil, a saber: Servigo Geriatrico do
Hospital da Universidade Catdlica de Brasilia (HUCB) e o Centro Multidisciplinar do
Idoso do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). O critério de inclusdo foi a busca
espontidnea por cuidado primario ou secundario para eventos circulatérios. Os
critérios de exclusao do estudo foram: condicio inflamatéria ativa e/ou infecciosa,
neoplasias de qualquer tipo (atuais ou passadas), insuficiéncia renal importante
(depuragdo de creatinina < 25 ml/min/1,73m?) acompanhada ou ndo de
anormalidades nos niveis dos marcadores de fungao hepatica. Nao foi feita busca
ativa por pacientes com qualquer condi¢cao especifica.

A equacéo reproduzida por Whitley e Ball (19) foi usada para calcular o poder
do estudo para detectar uma alteracdo minima de 10 mg/dl nos niveis de LDL.
Considerando que o desvio padrao global da variavel foi da ordem de 30 mg/dl, a
diferenga padronizada a ser detectada foi 10/30 = 0,333. Sendo assim, um numero
total de participantes necessarios no estudo para detectar tal diferengca foi
determinado como 425 individuos, com poder de 80% e um ponto de corte de 0,05
como limiar de significancia estatistica, o que torna o estudo suficientemente capaz
de detectar diferengas.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (parecer n° 1.072.651), e todos os
participantes assinaram o termo de consentimento livre antes do inicio da coleta de

dados a admisséo, concedendo autorizagdo expressa para constituicdo de biobanco
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e para utilizacdo de amostras e dados em estudos subsequentes. Ademais, o projeto
possui cadastro junto ao Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob 0 acesso A407626.

Avaliagéo clinica

A avaliagao clinica dos pacientes foi realizada nos ambulatérios de geriatria
do HUB e do HUCB. Foram medidos os valores de pressao arterial sistélica e
diastélica de acordo com a recomendacao da VI Diretriz Brasileira para Hipertensao
Arterial (20). Também foram levantados dados a respeito do uso de medicamentos
para controle de dislipidemia. Na analise antropométrica, foram avaliados o indice de
massa corporal (IMC) e a gordura corporal. Os pacientes foram pesados com roupas
leves e sem sapatos. A altura foi mensurada com um estadidmetro manual montado
na parede, com o paciente em pé, com os pés apoiados em uma superficie firme e
nivelada e os bracos ao lado do corpo. IMC foi obtido pela divisdo do peso (em kg)
pelo quadrado da altura (em m), enquanto a gordura corporal foi definida por
absorciometria de raios X de dupla energia (DXA; modelo Lunar DPX-1Q, versédo de
software 4.7e, Lunar Radiation Corp., Madison, WI, EUA) realizada segundo
recomendagdes do fabricante, com gordura absoluta (kg) convertida em relativa (%)

ao peso corporal.

Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas incluiram a determinagao de glicemia, colesterol total
(CT), lipoproteina de densidade baixa (LDL-c), lipoproteina de densidade muito
baixa (VLDL-c), lipoproteina de densidade alta (HDL-c), triglicérides (TG), lipideos

totais (LT), proteina C-reativa (PC-R), apolipoproteina B (apoB), clearance de
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creatinina, e hormdnio estimulante da tireéide (TSH). Amostras de sangue venoso
foram coletadas em tubos com ativador de coagulo apdés jejum de até 12 horas, com
o material centrifugado a 4500 rpm por 15 minutos a 5 °C para separar o soro. Os
testes foram realizados seguindo as analises clinicas de rotina com reagentes da
Boehringer Mannheim (Alemanha), e processadas em equipamento AutoHumalyzer
(Human GMBH, Alemanha) ou nefeldmetro (Dade Behring, Alemanha). A equagao

Friedewald foi usada para produzir estimativas de LDL-c (21).

Avaliagéo da dieta

O consumo energético total foi determinado por registro alimentar de 3 dias (2
dias da semana e 1 do fim de semana), preenchido em casa apds cada paciente ser
instruido por nutricionista clinico para registrar nUmero e tamanho de por¢gdes na
ingestao alimentar. Valores de ingestao individual foram expressos como média dos
valores ingeridos nos trés dias de registro. Para aumentar a confiabilidade sobre
estes dados, os pacientes foram avaliados com versdo validada em portugués do
mini-exame do estado mental (22), sendo excluidos do estudo os pacientes com
pontuagcdo < 11/30 entre analfabetismo, < 17/30 entre aqueles com até 7 anos de
educacao formal, e < 25/30 para aqueles com 8 anos ou mais de educacao formal
(23). Os formularios foram retornados durante uma entrevista clinica na qual as
quantidades e tipos de alimentos foram revisados. Dados ausentes foram obtidos e
adicionados. O conteido da dieta foi calculado utilizando o software Diet-Pro®,
versdao 4.0 (A.S. Sistemas, Minas Gerais, Brasil), configurado para tabelas de

alimento internacionais e complementado com tabela para alimentos locais (24,25).
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Extracdo de DNA e Genotipagem de APOB

Cada participante do estudo foi submetido a coleta de sangue para
congelamento, por ocasiao das analises bioquimicas realizadas. A extracao de DNA
foi realizada utilizando kits de extragdo padrdo (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen,
Brasil), segundo recomendagbes do fabricante. Todos os pacientes foram
genotipados para a transicao do gene APOB C/T (rs693).

Para a identificacdo dos gendtipos, um segmento do gene APOB foi
amplificado via reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com emprego dos iniciadores
5-GGAGACTATTCAGAAGCTAA-3' e 5-GAAGAGCCTGAAGACTGACT-3 (15). A
termociclagem foi feita em aparelho Biocycler MJ96+/MJ96G Applied Biosystems,
Brasil. A desnaturacao inicial do DNA na amplificagao foi obtida com hot start a 80
°C por 1 minuto e 94°C por 2 minutos, seguida de 36 ciclos de desnaturagao a 94 °C
por 40 segundos, anelamento a 60°C por 45 segundos, e extensdo a 72°C por 50
segundos, seguido por ciclo final de extensédo a 72°C por 5 minutos.

Os produtos gerados na PCR (amplicons) foram submetidos a digestao pela
Xba | (Promega, EUA), com sitio de reconhecimento especifico correspondente a
TCTAGA, a 37°C durante dez horas. Os padrdes de restricdo previstos eram: trés
fragmentos distintos (710, 277 e 433 pares de base; pb) para o gendtipo
heterozigoto (T/C), dois fragmentos (277 e 433 pb) para o gendétipo homozigoto para
o alelo T, e, para o gendtipo homozigoto para o alelo C, esperava-se observar
apenas o segmento de 710 pb. (15) Cada padréao de restricao esperado foi verificado
por meio de eletroforese em gel de agarose a 2%, com andlise por visualizagao
direta sob iluminacao ultravioleta. Amostras que geraram conflito de interpretacéao
foram submetidas a ciclo(s) adicional(is) de amplificacdo e digestdo enzimatica para

confirmagao, quando necessario.
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Analises estatisticas

Para testar diferencas entre medidas clinicas e bioquimicas na amostra de
acordo com os gendtipos de APOB, nossas analises estatisticas compararam
medidas de tendéncia central pelas analises multivariadas de covariancia ou o teste
de Kruskal-Wallis para variaveis continuas distribuidas de forma normal ou nao-
normal, respectivamente. Frequéncias foram comparadas com o teste do qui-
quadrado, incluindo a analise de frequéncias genotipicas pelo equilibrio Hardy-
Weinberg. A distribuicdo normal de todas as variaveis foi avaliada usando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Complementarmente, quando grupos genotipicos foram
unidos, o teste t de Student foi usado para comparar tragos continuos com
distribuicdo normal. Para estas analises, P < 0,05 sera adotado como nivel de
significancia. Todas as analises foram realizadas com o Pacote Estatistico para
Ciéncias Sociais (Statistical Package for Social Sciences — SPSS) para Windows

(verséo 17.0).

Resultados

Neste estudo, sdo apresentados aspectos clinicos, antropométricos,
bioquimicos e de estilo de vida de um conjunto de 644 individuos atendidos em
servigos geriaticos. A genotipagem do SNP rs693 na amostra revelou que 37,6%
apresentava genétipo homozigoto para o alelo C, enquanto 49.2% apresentava-se
como heterozigoto e os 13.2% restantes correspondiam a homozigotos para o alelo
T. A distribuicdo genotipica desse polimorfismo apresenta-se em conformidade com

o equilibrio de Hardy-Weinberg (x? = 1,40; P = 0,236).
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Analises inferenciais conforme grupos genotipicos revelaram que a amostra
apresentou um padrao homogéneo quanto a caracteristicas basais como idade e
género (Tabela 1). Do mesmo modo, varidveis antropométricas (IMC, gordura
corporal), pressoricas (pressao sanguinea sistélica e diastdlica) e de estilo de vida
(ingestao caldrica) nao mostraram diferir significativamente entre grupos, havendo
elevada prevaléncia de disturbios metabdlicos na amostra, a exemplo de 64% dos
pacientes apresentarem sobrepeso (IMC > 25) e 46% apresentarem elevado
percentual de gordura corporal (> 30% para mulheres e > 25% para homens)
(26,27). Escores médios em patamares limitrofes (ou ligeiramente supra-fisioldgicos)
em parametros como triglicérides, colesterol total e pressido arterial sistélica
igualmente ilustram esta importante frequéncia de desvios metabdlicos.

Dentre as variaveis bioquimicas analisadas, houve influéncia importante das
variantes alélicas produzidas pelo SNP rs693 sobre os niveis séricos de LDL
colesterol (P = 0,023) e de lipideos totais (P = 0,027), assim como uma tendéncia
sobre a colesterolemia total (P = 0,061) assim como sobre a concentragao sérica de
apoB (P = 0,067) (Tabela 1). Quando considerados separadamente, homozigotos
para o alelo T exibiram niveis séricos médios de LDL e de colesterol total cerca de
10 mg/dl mais elevados que o respectivo nivel observado entre heterozigotos e
homozigotos para o alelo C em conjunto (Figura 1). Analises complementares
conforme a convengao de Cohen (28) permitem categorizar estas diferengas como
de pequeno a moderado tamanho de magnitude de efeito (effect size; ES) entre
grupos genotipicos dicotomizados (ES de 0,35 para LDL e de 0,25 para CT). Em
linha, niveis lipémicos totais se mostraram cerca de 50 mg/dl mais elevados em
portadores do gendétipo TT (ES de 0,41). Neste arranjo genotipico, a discrepancia de

apoB sérica entre homozigotos para T (83,6 £+ 21,9 mg/dl) e portadores do alelo C
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(93,5 + 24,2 mg/dl) mostrou-se marginalmente significante (P = 0,051), ressaltando a
tendéncia por niveis reduzidos entre individuos TT.
Outras variaveis séricas ou clinicas ndao se mostraram influenciar pelos

genotipos estudados.

Discussao

A hiperlipidemia, com destaque para niveis elevados de LDL colesterol, tem
sido relatada como contribuinte para doencas cardiovasculares. Os constituintes
plasmaticos s&o determinados pela interacdo entre genética e ambiente, e variacbes
genéticas mostraram ter relagdo préxima com a anormalidade do metabolismo
lipidico e a patogénese da aterosclerose (29). Nesse sentido, um dos genes de
particular interesse € o gene da apolipoproteina B e o seu polimorfismo Xba |, uma
vez que o seu produto proteico tem papel essencial no metabolismo das particulas
lipoprotéicas circulantes (3). Considerando que a populagdo idosa é largamente
afetada por disturbios cardiovasculares, o presente estudo investigou a associagao
do polimorfismo Xba | (rs693) do gene da apolipoproteina B com fatores de risco
aterosclerotico, incluindo perfil lipémico, de um segmento da populagdo brasileira
idosa.

Nossos resultados revelam influéncia marcante do polimorfismo Xba | sobre
niveis séricos de LDL, colesterol total e lipideos totais, com escores médios mais
elevados entre homozigotos para o alelo T mesmo em um cenario de base marcado
por acentuada prevaléncia de dislipidemia. A elevacdo dos niveis dessas particulas
no sangue é fator de risco reconhecido para disturbios cardiovasculares (30). Estudo

prévio encontrou que um aumento de 0,7 mmol/l (~ 27 mg/dl) nos niveis médios de
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colesterol total resulta em um aumento de 25 a 30% na incidéncia de doencas
coronarianas, e em um aumento de 15 a 20% na incidéncia de acidente vascular
cerebral isquémico (31). Neste sentido, pode-se considerar que nosso resultado
apresenta relevancia clinica para além de significancia estatistica por implicar de
forma modesta (porém consistente) o SNP rs693 de APOB com exacerbagédo de
fatores notoriamente aterogénicos.

Um corpo substancial da literatura tem investigado a associagdo do
polimorfismo rs693 com niveis lipémicos, e nossos resultados estdo em linha com
outros estudos na mesma vertente, a exemplo de Niu et al. (14) que encontrou
associagao significante do SNP com niveis elevados de CT, LDL, triglicérides e
apoB. Outros estudos apresentam resultados divergentes, com auséncia de
associagao entre esse SNP e o perfil lipémico dos individuos (9,18,19), apesar de
meta-analise sobre o tema indicar niveis aumentados de CT, TG e LDL entre
portadores do alelo T (29). A conhecida heterogeneidade genética entre grupos
populacionais e uma interacdo gene-ambiente podem ao menos em parte ser
responsaveis pelas inconsisténcias observadas na literatura, sobretudo por
diferengas intra- e inter-populacionais em dieta e estilo de vida no mundo (11). Neste
aspecto, nossos resultados foram controlados para uma possivel influéncia da dieta
na variacdo dos niveis lipémicos pela determinacdo da ingestdo caldrica dos
pacientes, a qual ndo variou entre gendtipos. Ademais, o contingente amostral
forneceu poder estatistico substancial para as estimativas de associacdo. Cabe
considerar que as avaliagdes clinicas apontaram 88 (13,7%) dos pacientes como
usuarios de drogas hipolipemiantes. No entanto, ndo acreditamos que as analises
inferenciais aqui apresentadas tenham sido severamente influenciadas pelo

consumo desta classe de medicamentos uma vez que o teste do qui-quadrado nao
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revelou variagdes quantitativas na distribuicdo de usuarios e ndo usuarios de drogas
antilipidémicas entre quaisquer configuragbes genotipicas testadas (P > 0,05),
agrupados ou nao.

O mecanismo por tras da associacao entre o polimorfismo Xba | € os niveis
lipémicos ndo é bem definido, uma vez que o SNP nao provoca mudangas na
sequéncia de aminoacidos do gene. Presume-se que este polimorfismo encontre-se
em desequilibrio de ligagdo com mutagao funcional no préprio gene para apoB ou
em uma sequéncia vizinha ao ponto de implicar em alteracdes estruturais e afetar
niveis lip€émicos conforme observado aqui e alhures (10). Esta variagao silenciosa do
Xba | esta distante apenas 600-900 pares de base dos dois dominios codantes do
sitio de ligagao ao receptor de LDL, e foi proposto estar em configuragéo haplotipica
com variacgdes alélicas que afetam essas regides (9).

Saha et al. (32), por exemplo, mostrou forte desequilibrio de ligagdo entre o
SNP Xba | e o polimorfismo Ins/Del do gene APOB, cuja variante Del deste ultimo
apresenta-se igualmente associada de forma consistente com elevagdes séricas de
LDL (33). Em estudo com amostra brasileira, verificou-se que o haplétipo formado
pelos alelos Del e T exibe forte associagdo com um perfil lipémico misto de maior
risco para doencga arterial coronariana (34). Um possivel efeito do alelo Del sobre
niveis séricos lipidicos (e risco vascular decorrente) também nao é completamente
compreendido. Foi proposto que os trés aminoacidos (Leu-Ala-Leu) faltantes na
variante Del de APOB podem alterar a hidrofobicidade do peptideo sinal da proteina
e, consequentemente, a translocacao da apoB recém-sintetizada do citoplasma para
o reticulo endoplasmatico, afetando a montagem e secregao de apoB de hepatdcitos
na forma de VLDL (35). Elevacgbes de LDL e CT neste contexto sao justificaveis uma

vez que estudo em murinos mostrou que montagem deficitaria de VLDL implica em
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producao direta de LDL pelo figado, enquanto mecanismo metabdlico compensatério
(36). Ademais, montagem e secrecao deficitarias de VLDL podem determinar
retencdo hepatica de colesterol e promover a degradagédo endoégena de apoB, ao
ponto de justificar a tendéncia por niveis reduzidos observada aqui (37). No entanto,
a auséncia de uma associacado entre o SNP Xba | e VLDL em nosso estudo se
contrapbe a estes argumentos. Ainda assim, efeitos do polimorfismo Ins/Del sobre o
perfil circulante de LDL ja foram relatados na auséncia de efeito significativo sobre
formas plasmaticas ndo-LDL de colesterol (38), podendo as alteragdes promovidas
pelo haplétipo repercutirem mais sobre a composi¢cao que sobre a concentragao das
demais particulas lipoprotéicas.

Em resumo, nossos resultados corroboram que variacbes genéticas na
apolipoproteina B afetam o perfil lipémico de individuos idosos residentes nas
condicbes urbanas brasileiras, podendo contribuir para o risco aterosclerdtico.
Frente a relativa heterogeneidade da literatura, e considerando que os disturbios
vasculares resultam de interagbes complexas entre gene(s) e ambiente, sugere-se o
desenvolvimento de novos estudos que identifiguem efeitos fisiolégicos das
variagcoes alélicas de APOB (incluindo dos polimorfismso Xba | e de outros com
efeito forte), considerados a luz dos fatores ambientais com os quais interagem, de
modo a contribuir para a compreensdo da patogénese molecular da aterosclerose

(39).
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Tabela 1. Analise de variaveis clinicas e bioquimicas da amostra utilizando MANOVA, de

acordo com genotipos do gene APOB.

APOB
(XXx)cc (X'X) TC X'X)TT P
(n=242) (n=317) (n=285)
Idade (anos) 73,8+ 10,0 73,7+£104 74,0 £ 10,2 0,970
Sexo (% masculino) 29.8 394 35,3 0,101
IMC (kg/m?) 27,0£5,0 27,1+45 26,4+52 0,464
Gordura corporal (%) 28,7+ 11,8 26,7+11,8 27,8+ 11,7 0,313
Triglicérides (mg/dl) 137,8 £ 69,7 143,2£ 82,2 140,4 £ 61,3 0,701
Colesterol total (mg/dl) 196,6 + 35,3 194,2+37,4 205,0 £ 42,0 0,061
LDL colesterol (mg/dl) 112,9 £28,2 110,6 £ 30,3 120,9 +36,6* 0,023
VLDL colesterol (mg/dl) 29,1+ 13,7 28,6 £ 13,6 293+12,6 0,861
HDL colesterol (mg/dl) 53,8+ 12,6 53,7+12,8 544+123 0,913
Lipideos totais (mg/dl) 656,0+ 1262 6609 +107,8 710,8+1458° 0,027
ApoB (mg/dl) 94,8 £25.3 91,1 £229 83,6 +£21,9 0,067
Glicose sérica (mg/dl) 101,5 £29,4 104,1 £ 33,0 95,2+228 0,123
Pressdo sanguinea sistolica (mm Hg) 1402 +£22.9 140,8 £ 23,1 1382+22,1 0,698
Pressdo sanguinea diastolica (mm Hg) 80,4 £ 13,0 78,8 £13,0 78,6 £13,9 0,396
Proteina C-reativa (mg/1) 1,4 [0,5; 4,0] 1,410,9; 3,2] 2,310,9; 4,4] 0,213
Hormonio tiredide-estimulante (WU/ml) 2,0 [1,4;3.4] 2,1[1,3;3.4] 2,2 [1,1;3,1] 0,727
Ingestdo caldrica (103 kcal) 2,01 +£0,48 1,98 £ 0,43 1,94+ 0,45 0,763

Dados expressos como média + desvio padrdo, mediana [e intervalo interquartil] ou
propor¢do dentro do grupo. Letras sobrescritas indicam analises post hoc para mdultiplas
comparagdes usando o teste de Scheffé, produzindo P < 0.05 quando homozigotos T s&o
comparados com o gendtipo TC sozinho® e quando comparados com cada outro genétipo®.
IMC = indice de massa corporal; LDL = lipoproteina de baixa densidade; HDL = lipoproteina
de alta densidade; VLDL = lipoproteina de densidade muito baixa.
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Figura 1. Niveis circulantes de LDL (A), de colesterol total (B) e de lipideos totais (C) entre
os portadores e nao-portadores do alelo C do polimorfismo rs693 da Apo B. Significancia foi
verificada pelo teste t de Student. Barras verticais representam intervalos de dois desvios de
erro padréo.
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ANEXO |
NORMAS DO PERIODICO

Escopo e politica

O objetivo da Revista Brasileira de Pesquisa Médica e Bioldgica & publicar os
resultados de pesquisas experimentais originais que contribuem significativamente
para o conhecimento em ciéncias médicas e biolégicas. Os principais critérios para
aceitacado sao qualidade cientifica, originalidade e concisdo. Sera dada preferéncia a
manuscritos que desenvolvam novos conceitos ou abordagens experimentais e nao
sejam meramente repositérios de dados. Artigos que relatam resultados negativos
requerem justificativa especial para publicagao. Os artigos metodolégicos devem ser
considerados para publicacdo, desde que descrevam novos principios ou uma

melhoria significativa de um método existente.
Preparagao de manuscritos de pesquisa

A Revista Brasileira de Pesquisa Médica e Biolégica publica artigos originais de
pesquisa de grande relevancia cientifica. Os manuscritos devem ser submetidos em
inglés. Vamos considerar manuscritos de qualquer tamanho; Encorajamos a
submissdo de corpos de trabalho de corpo inteiro substanciais e manuscritos mais
curtos que relatam descobertas novas que possam ser baseadas em um numero
limitado de experimentos. Os critérios-chave sao que a pesquisa demonstra
claramente sua novidade, sua importancia para um determinado campo, bem como
seu interesse para aqueles que estdo fora dessa disciplina, e conclusdes que sao

justificadas pelos dados.
Requisitos de autoria

Somente as pessoas que contribuiram diretamente para o conteudo intelectual do
artigo devem ser listadas como autores. Os autores devem atender a todos os
critérios a seguir, permitindo assim que pessoas nomeadas como autores assumam

responsabilidade publica pelo conteudo do artigo.

e Concebido, planejado e realizado os experimentos que levaram ao papel ou
interpretado os dados que apresenta, ou ambos.

e Escreveu o artigo ou revisou versdes sucessivas.
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e Aprovada a versao final.

Manter cargos de lideranca administrativa, contribuir com pacientes e coletar e reunir
dados, por mais importantes que sejam para a pesquisa, n&o sao, por si so, critérios
de autoria. Outras pessoas que fizeram contribuicdes substanciais e diretas ao
trabalho, mas nao podem ser consideradas autores, devem ser citadas na secio de
Agradecimentos, com sua permissdo, e uma descrigdo de suas contribui¢cdes

especificas para a pesquisa deve ser dada.
Formato de texto

e O texto de um manuscrito s6 pode ser aceito como um arquivo do Microsoft
Word criado com o MS Word como documento "doc", "docx" ou "rtf".

e Cada pagina deve conter o numero da pagina no canto superior direito,
comegando com a pagina do titulo como pagina 1.

e Relate todas as medicbes no  Systéeme International, SlI
(http://physics.nist.gov/cuu/Units) e unidades padréo quando aplicavel .

¢ Nao use abreviaturas no titulo e limite seu uso no resumo e no texto.

e A duragdo do manuscrito e o numero de tabelas e figuras devem ser
reduzidos ao minimo.

e Assegure-se de que todas as referéncias sejam citadas no texto.

e Nomes genéricos devem ser usados para todos os medicamentos.
Instrumentos podem ser referidos por nome proprio; 0 nome e 0 pais ou
endereco eletrénico do fabricante devem ser colocados entre parénteses no

texto.

A Revista Brasileira de Pesquisa Médica e Biolégica segue o formato de referéncia
dos Requisitos Uniformes para Manuscritos Submetidos a Revistas Biomédicas, que
podem ser encontrados no site da Biblioteca Nacional de Medicina

(http://www.icmje.org/).

O estilo de escrita deve ser conciso e acessivel. Os editores fardo sugestdes de
como conseguir isso, bem como sugestdes de cortes ou acréscimos que poderiam
ser feitos ao artigo para fortalecer o argumento. Nosso objetivo € tornar o processo

editorial rigoroso e consistente, mas ndo intrusivo ou arrogante. Os autores s&o
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encorajados a usar sua propria voz e decidir a melhor forma de apresentar suas

ideias, resultados e conclusoes.

Embora encorajemos envios de todo o mundo, exigimos que 0s manuscritos sejam
enviados em inglés americano. Como um passo para superar as barreiras de idioma,
ndés encorajamos 0s autores a procurar a assisténcia de servigos profissionais

disponiveis na pagina inicial da revista / Servigo e Informagéo.
Notas de rodapé

Notas de rodapé de texto, se inevitaveis, devem ser numeradas consecutivamente

em sobrescrito no manuscrito e escritas em uma pagina separada apds o resumo.
Abreviaturas

As abreviaturas devem ser reduzidas ao minimo. Defina todas as abreviaturas na
primeira utilizacdo no resumo e no texto. Abreviagcdes ndo padrdo ndo devem ser

usadas a menos que aparegam pelo menos trés vezes no texto.

e Explique todas as abreviaturas nas legendas abstract, text, figure e table
quando aparecerem pela primeira vez. Mantenha o nimero de abreviacbes
no minimo.

e Nao explique abreviacbes para unidades de medida [3 mL, ndo 3 mililitros
(mL)] ou simbolos cientificos padrao [Na, ndo sodio (Na)].

e Abrevie nomes longos de substancias quimicas e termos para combinac¢des
terapéuticas. Abrevie nomes de testes e procedimentos que sao mais
conhecidos por suas abreviagdes do que pelo nome completo (teste VDRL,
SMA-12).

e Use abreviaturas em figuras e tabelas para economizar espago, mas elas

devem ser definidas na legenda.
Nomenclatura

O uso de nomenclatura padronizada em todos os campos da ciéncia e da medicina
€ um passo essencial para a integracdo e vinculacdo de informacgdes cientificas

relatadas na literatura publicada. Reforcaremos o uso da nomenclatura correta e
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estabelecida, sempre que possivel: Encorajamos fortemente o uso de unidades do
Sl

Nomes de espécies (por exemplo, Homo sapiens), genes, mutagdes, genotipos e
alelos devem ser colocados em italico. Use o nome recomendado consultando o
banco de dados de nomenclatura genética apropriado, por exemplo, HUGO para

genes humanos. As vezes, é aconselhavel indicar os sinénimos para o gene na

primeira vez em que aparece no texto.

O nome internacional nao proprietario recomendado (rINN) de medicamentos deve

ser fornecido.
Categorias de manuscrito

Os autores devem indicar na carta de apresentagdo que o manuscrito deve ser um
documento completo, comunicagéo breve, artigo de revisado, visdo geral, conceitos e

comentarios ou relato de caso.
Trabalho completo

Cada manuscrito deve declarar claramente seu objetivo ou hipodtese; o
desenho experimental e os métodos utilizados (incluindo o cenario do estudo
e periodo de tempo, pacientes ou participantes com critérios de incluséo e
exclusdao, ou fontes de dados e como estes foram selecionados para o
estudo); as caracteristicas essenciais de qualquer intervencgao; as principais
medidas de resultado; os principais resultados do estudo; e uma discussao

colocando os resultados no contexto da literatura publicada.
O manuscrito deve conter:

e resumo de ndo mais do que 250 palavras

e nao mais do que 6 palavras-chave

e um titulo em execucdo a ser usado como cabecalho de pagina, que
nao deve exceder 60 letras e espacos

e 0 texto deve ser dividido em secdes separadas (Introdugédo, Material e
Métodos, Resultados, Discussdo), sem uma secado separada para

conclusodes
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e nao mais do que 40 referéncias (sem excecgdes)
Organizagdao do manuscrito

A maioria dos artigos publicados na Revista Brasileira de Pesquisa Médica e

Bioldgica sera organizada nas seguintes segodes:

e Titulo, Autores, Afiliagbes, Resumo, Palavras-Chave, Titulo em Execucéo,
Autor para Correspondéncia e endereco de e-mail

e Introducao

e Material e métodos

e Resultados

e Discussao

e Agradecimentos

o Referéncias

e Tabelas com um breve titulo descritivo e legendas de notas de rodapé

e Figuras com um titulo descritivo curto, legendas descritivas e uniformidade no

formato

Numeros de pagina continuos sdo necessarios para todas as paginas, incluindo
figuras. Nao ha restricbes de tamanho especificas para o manuscrito geral ou
secoes individuais. No entanto, pedimos que os autores apresentem e discutam
suas descobertas de forma concisa. Reconhecemos que alguns artigos n&o serao
melhor apresentados em nosso formato de artigo de pesquisa. Se vocé tiver um
manuscrito que se beneficiaria de um formato diferente, entre em contato com os

editores para discutir isso mais adiante.
Folha de rosto

Titulo - O titulo deve ser o mais curto e informativo possivel, ndo deve conter
acrébnimos ou abreviaturas fora do padrdo e nao deve exceder duas linhas

impressas.
Autores e Afiliagoes

Iniciais e sobrenome (s) do (s) autor (es) (combinados com numeros sobrescritos

que identificam as instituicées). Instituicdo (s) (Departamento, Faculdade,
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Universidade, Cidade, Estado, Pais) de cada autor (em portugués se os autores

forem do Brasil).
Resumo

Como os resumos sao publicados separadamente pelos Servicos de Informacoes,
eles devem conter dados sdlidos suficientes, para serem apreciados pelo leitor. A
Brazilian Journal publica resumos ndo estruturados em um unico paragrafo. O

resumo nao deve exceder 250 palavras.

O resumo deve apresentar, de forma breve e clara, o objetivo, a abordagem
experimental, novos resultados como dados quantitativos, se possivel, e conclusoes.
Deve mencionar as técnicas utilizadas sem entrar em detalhes metodoldgicos e

mencionar os resultados mais importantes.

As abreviaturas devem ser reduzidas ao minimo e devem ser definidas tanto no

resumo quanto no texto.

Por favor, ndo inclua citacées de referéncia no resumo. Se o0 uso de uma referéncia

for inevitavel, a citagdo completa deve ser dada dentro do resumo.
Palavras-chave

Uma lista de palavras-chave ou termos de indexacdo (ndo mais de 6) deve ser
incluida. Uma letra maiuscula deve ser usada para a primeira letra de cada palavra-
chave, separada por um ponto-e-virgula. A Revista recomenda o uso de titulos de
assuntos médicos do Index Medicus para palavras-chave para evitar o uso de varios
sinbnimos como termos de entrada no indice para diferentes artigos sobre o0 mesmo
assunto. Lembre-se, as palavras-chave sao utilizadas pelo Banco de Dados Scielo
(ver http://www.scielo.br/bjmbr;articles search / subject) para indexar artigos

publicados.
Titulo em execugao

Este titulo curto, para ser usado como titulo de pagina, ndo deve exceder 60 letras e

espacos.

Autor correspondente
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Um dos autores deve ser designado como o autor correspondente. E
responsabilidade do autor correspondente garantir que a lista de autores seja
precisa e completa. Se o artigo foi submetido em nome de um consorcio, todos os
membros do consorcio e afiliagbes devem ser listados na secdo Agradecimentos.
Forneca o nome e endereco de e-mail do autor para quem a correspondéncia deve

ser enviada.
Introducgao

A introducao deve colocar o foco do manuscrito em um contexto mais amplo. Ao
compor a Introducdo, pense nos leitores que ndo sdo especialistas nesse campo.
Isso deve indicar o propodsito da investigagdo e justificativa para a realizagédo da
pesquisa e relacionamento com outros trabalhos no campo. Uma lista extensa ou
revisdo da literatura ndo deve ser usada. Se houver controvérsias ou divergéncias
relevantes no campo, elas devem ser mencionadas para que um leitor nao
especialista possa aprofundar essas questdes. A introdugao deve concluir com uma
breve declaragao do objetivo geral dos experimentos e um comentario sobre o que

foi alcancado.
Material e métodos

Informacgdes suficientes devem ser fornecidas no texto ou por referéncia a artigos

em periodicos geralmente disponiveis para permitir que o trabalho seja repetido.

Esta secdo deve fornecer detalhes suficientes para a reproducdo dos resultados.
Protocolos para novos métodos devem ser incluidos, mas protocolos bem
estabelecidos podem ser simplesmente referenciados. Encorajamos os autores a

enviar, como arquivos separados,
Resultados

Os resultados devem ser apresentados de forma clara e concisa. Tabelas e figuras
devem ser usadas apenas quando necessario para uma compreensao efetiva dos
dados. A secdo Resultados deve fornecer resultados de todos os experimentos
necessarios para apoiar as conclusbées do artigo. Nado ha limite de palavras
especificas para esta secdo, mas uma descricdo de experimentos que sao

periféricos a mensagem principal do artigo e que prejudicam o foco do artigo néo
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deve ser incluida. A sec¢ao pode ser dividida em subsec¢des, cada uma com um
subtitulo conciso. Grandes conjuntos de dados, incluindo dados brutos, devem ser
enviados como arquivos suplementares; estes sdo publicados online ligados ao
artigo. A secdo Resultados deve ser escrita no tempo passado. Em algumas
situagbes, pode ser desejavel combinar Resultados e Discussdo em uma unica

secao.
Discussao

O objetivo da Discussao € identificar resultados novos e relevantes e relaciona-los
ao conhecimento existente. Informacbes dadas em outras partes do texto,
especialmente em Resultados, podem ser citadas, mas todos os resultados nao
devem ser repetidos em detalhes na Discussédo. A discussdo deve enunciar as
principais conclusdes e interpretagbes do trabalho, incluindo algumas explicagdes
sobre o significado dessas conclusées. Como as conclusdes afetam as suposicdes e
modelos existentes no campo? Como pesquisas futuras podem se basear nessas
observagdoes? Quais sdo as principais experiéncias que devem ser feitas? A
discussdo deve ser concisa € bem argumentada. Se garantido, os Resultados e

Discusséo podem ser combinados em uma segao.
Agradecimentos

Quando apropriado, reconhega brevemente a assisténcia técnica, conselhos e
contribuigdes dos colegas. As pessoas que contribuiram para o trabalho, mas néo se
encaixam nos critérios para os autores, devem ser listadas na secgao
Agradecimentos, juntamente com suas contribuicdes. Doac¢des de animais, células
ou reagentes também devem ser reconhecidas. Vocé também deve garantir que
qualguer pessoa mencionada nos Agradecimentos concorde em ser assim
chamada. O apoio financeiro para a pesquisa e bolsas de estudo deve ser

reconhecido nesta segéao (agéncia e numero de concessao).
Figuras
As figuras devem ser enviadas em versao de alta resolug¢ao (600 dpi).

Assegure-se de que os arquivos estejam em conformidade com nossas Diretrizes

para Preparagao de Figuras ao preparar suas figuras para produgdo e / ou
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"Especifica¢cdes de Qualidade de Imagem". O link contém informagdes importantes
sobre a qualidade da imagem da PubMed Central, onde a Revista Brasileira de

Pesquisa Médica e Bioldgica é indexada.

Observe que é de responsabilidade do (s) autor (es) obter permissao do proprietario
dos direitos autorais para reproduzir figuras (ou tabelas) que tenham sido publicadas
anteriormente em outro local. Para que todas as figuras sejam de acesso aberto, os
autores devem ter permissdo do detentor dos direitos se desejarem incluir imagens

que tenham sido publicadas em outro local em acesso nao aberto.

Tabelas

e As tabelas devem ser enviadas no Word (.doc) ou no Excel (.xls), ndo como
uma imagem.

o As tabelas devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos
no texto.

e As tabelas devem ter um titulo conciso e descritivo.

e Todas as informagdes explicativas devem ser dadas em uma nota de rodapé
abaixo da tabela. Notas de rodapé devem ser usadas para explicar
abreviagdes e fornecer informacdes estatisticas, incluindo testes estatisticos
usados.

e Todas as abreviaturas devem ser definidas nesta nota de rodapé, mesmo que
sejam explicadas no texto.

e As tabelas devem ser compreensiveis sem se referir ao texto.

e Tabelas ocupando mais de uma pagina impressa devem ser evitadas, se
possivel.

e Linhas verticais e diagonais ndo devem ser usadas em tabelas; em vez disso,
0 recuo e o espacgo vertical ou horizontal devem ser usados para agrupar
dados.

e Tabelas no Excel devem ser baseadas em células; ndo use elementos de

imagem, caixas de texto, tabulacdes ou devolugdes em tabelas.
Referéncias

Apenas manuscritos publicados ou aceitos devem ser incluidos na lista de

referéncias. Resumos de reunides, palestras de conferéncias ou trabalhos
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submetidos mas ainda nao aceitos ndo devem ser citados. Citacdo limitada de
trabalho nao publicado deve ser incluida apenas no corpo do texto. Todas as
comunicagbes pessoais devem ser apoiadas por uma carta dos autores relevantes.
Os autores sao responsaveis pela exatidao e integridade de suas referéncias e pela
citacdo correta do texto. Quando possivel, referéncias que sao facilmente

disponiveis em inglés devem ser citadas.

O BJMBR usa o método de citagdo numerada (sequéncia de citagdo). As referéncias
sdo listadas e numeradas na ordem em que aparecem no texto. No texto, as
citacbes devem ser indicadas pelo numero de referéncia entre parénteses. Multiplas
citagdes dentro de um unico conjunto de parénteses devem ser separadas por
virgulas sem espaco (1,5,7). Onde houver 3 ou mais citagcbes sequenciais, elas

devem ser dadas como um intervalo (4-9).

Como todas as referéncias serao vinculadas eletronicamente (doi), se possivel, aos
trabalhos citados, a formatacdo adequada das referéncias é crucial. Para todas as
referéncias, liste os 6 primeiros autores seguidos de et al., Titulo do artigo, Diario
(abreviacado), Ano, Volume, Paginas Completas, A Revista Brasileira de Pesquisa
Médica e Bioldgica segue o formato de referéncia dos Requisitos Uniformes para
Manuscritos Submetidos para Revistas Biomédicas, que podem ser encontradas no
site da Biblioteca Nacional de Medicina
(http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html). Use as abreviaturas do
diario Medline e siga o estilo de referéncia mostrado no site mencionado acima, com
varias excecgdes. Veja abaixo para detalhes. Se o autor utilizar o programa
"Reference Manager", copie o arquivo contendo o estilo da Revista Brasileira de
Pesquisa Médica e Bioldgica e coloque-o na pasta "Estilos". Ao enviar o manuscrito,

envie o arquivo produzido no Reference Manager (".rmd" e ".rmx") como anexo.
Por favor, use o seguinte estilo para a lista de referéncias:
e Artigos Publicados.

Primeiros 6 autores seguidos por et al., Titulo, Jornal (abreviagao em italico), Ano,

Volume, Paginas Completas.

¢ Artigo aceito para publicagéo, mas ainda ndo publicado.
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Primeiros 6 autores seguidos por et al.,, Titulo, Diario (abreviagdo), Ano de

publicagado esperado, (no prelo) no final da citagao.
e Comunicacao na Internet.

Certifique-se de que os URLs estejam ativos e disponiveis. Fornega DOI, se

disponivel.
e Livro, inteiro.

Autores, titulo do livro, edicao, cidade, editora, ano.
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APROVAGAO DO COMITE DE ETICA

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO Wﬂp
PAULO - FMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela instituicdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Biomarcadores potenciais para distrbios crénicos do envelhecimento humano

Pesquisador: Otavio de Tolédo Nobrega

Area Tematica: Genética Humana: :
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana gue nio necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1

CAAE: 42256214.4.3001.0065

InstituicZo Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia - UNB
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAC

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.072.651
Data da Relatoria: 20/05/2015

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de projeto de estudo de biomarcadores em sangue periférico de pacientes idosos de varios
grupos avaliados prospectivamente em Brasilia com particpagéo do Banco de Encéfalos e da Urologia
FMUSP.

Objetivo da Pesquisa:

Identificar marcadores prognésticos por biologia molecular de sangue periférico de pacientes geriatricos com
diversas sindromes clinicas.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Risco muito baixo, coleta tnica de pouco material(30mi)de populagdo em acompanhamento ambulatorial.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

E um projeto multicéntrico, chefiada por pesquisador da UNB, e que sera executado com materiais de véarias
frentes incluindo dais grupos da FMUSP que anuesm com o projeto. O projeto foi avaliado e aprovado pela
CE FM UNB, dentro da plataforma Brasil.

Endereco: DOUTOR ARNALDO 251 212 andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.246-903
UF: SP Municipio: SAO PAULC
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.im@usp.br

Pégina 01 de 02

47



48

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO g
PAULO - FMUSP

gzt

Continuacao do Parecer: 1.072.651

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Os TCLE sao regionalizados e 0 acompanhamento dos pacientes de responsabilidade das unidades
especificas, que sao usualmente de cobertura SUS. Nao ha comentarios inadequados e a leitura € fluida em
geral, ja que cada instituigdo corre com o seu TCLE. H& um pedido de dispensa de termo de assentimento
para falecidos com material estocado, o0 que é interessante, mas ha também um termno de assentimento para
familiares.

Recomendacodes:

Nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nenhuma

Situagado do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

SAQO PAULO, 21 de Maio de 2015

Assinado por:
Roger Chammas
(Coordenador)

Enderego: DOUTOR ARNALDO 251 212 andar sala 36

Balrro: PACAEMBU CEP: 01.245-903
UF: SP Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)3693-4401 E-mall: cep.fim@usp.br
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