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RESUMO

A concentracdo do colesterol da lipoproteina de baixa densidade tem sido considerada como
um dos principais fatores de risco modificavel para a doenca cardiovascular e pode ser
influenciada pelo status nutricional e por alteracdes no perfil de metilagcdo de genes que estao
envolvidos no metabolismo lipidico, dentre outros fatores. No entanto, existem dificuldades na
obtencédo das concentragdes desta lipoproteina, pois 0s métodos diretos apresentam alto custo,
sendo as equacdes de Friedewald e de Martin mais utilizadas para estimar suas concentragdes.
Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi estimar e comparar as concentracdes da
lipoproteina de baixa densidade estimadas pelas equacdes de Friedewald e de Martin e explorar
aocorréncia de associacdo com os niveis de metilacdo dos genes LPL, ADRB3 e MTHFR, status
inflamatorio, antropométrico e do consumo alimentar. Trata-se de um estudo transversal, de
base populacional, envolvendo 236 adultos de ambos os sexos (37,5 anos), da zona leste e oeste
do municipio de Jodo Pessoa. A coleta de dados foi realizada mediante visitas domiciliares,
apos a realizacdo de estudo piloto, onde foram aplicados questionarios sobre caracterizagdo
socioecondmica, demogréafica, epidemiologica, estilo de vida, consumo alimentar e estado
antropometrico. Foram analisadas as concentracdes sericas de capacidade antioxidante total,
alfa-1-glicoproteina &cida, proteina C reativa, malondealdeido, perfil lipidico, &cido folico,
cobalamina e homocisteina. As analises dos niveis de metilacdo do DNA nos promotores dos
genes LPL, MTHFR, ADRB3 foram realizadas através do método High Resolution Melting.
Houve diferenca entre as concentragdes da lipoproteina de baixa densidade em relacéo as duas
estimativas de calculo, sendo esses valores subestimados (10,57 mg/dL), quando calculados
pela equacdo de Friedewald. Observou-se que o malondealdeido influenciou no aumento das
concentragdes da lipoproteina de baixa densidade estimada segundo as duas equacdes, em todos
0s modelos de regressao linear, com coeficientes entre 6,25 a 10,29 nmol/L e p-valor entre
0,000 a 0,020. Houve diminuicéo dos niveis de metilacdo do DNA no gene ADRB3 e aumento
dos niveis de metilacdo do DNA no gene MTHFR (p < 0,05) quando a lipoproteina de baixa
densidade foi calculada pela equacdo de Martin (> 70 mg/dL).Verificou-se influéncia direta do
consumo de colesterol e da homocisteina nas concentragdes da lipoproteina de baixa densidade,
estimados segundo Friedewald. Também encontrou-se relacdo positiva entre a circunferéncia
da cintura e idade com concentrac@es da lipoproteina de baixa densidade, envolvendo os niveis
de metilacdo dos trés genes. Conclui-se que a variavel que mais influenciou no aumento da
lipoproteina de baixa densidade em todos os modelos, foi o0 malondealdeido, sendo o maior
aumento desta, observado no modelo envolvendo o gene MTHFR, segundo Friedewald. Os
niveis de metilacdo dos genes ADRB3 e MTHFR foram diferentes segundo a equacao de Martin,
utilizando-se como ponto de corte, menores concentracdes da lipoproteina de baixa densidade.
Este estudo € inédito e podera auxiliar na escolha da estimativa do calculo da lipoproteina de
baixa densidade na préatica clinica em popula¢fes; como também direcionar estratégias de
intervencdo em relacdo as variaveis que influenciam no aumento das concentracdes da
lipoproteina de baixa densidade.

Palavras-chave: Lipoproteina de Baixa Densidade. Epigenética. Metilacdo do DNA. Doenca
Cardiovascular. Equacao de Friedewald. Equacdo de Martin.



ABSTRACT

The concentration of low-density lipoprotein cholesterol has been considered as a major
modifiable risk factor for cardiovascular disease and may be influenced by nutritional status
and changes in the methylation profile of genes that are involved in lipid metabolism, among
other factors . However, there are difficulties in obtaining the concentrations of this lipoprotein,
since the direct methods are costly, with the Friedewald and Martin equations being used to
estimate their concentrations. In this sense, the objective of the present study was to estimate
and compare the concentrations of low density lipoprotein estimated by the Friedewald and
Martin equations and to explore the occurrence of association with the methylation levels of
the LPL, ADRB3 and MTHFR genes, inflammatory, anthropometric status and food
consumption. This is a cross-sectional, population-based study involving 236 adults of both
sexes (37.5 years), from the east and west areas of the municipality of Jodo Pessoa. Data
collection was performed through home visits, after conducting a pilot study, where
questionnaires were applied on socioeconomic, demographic, epidemiological characterization,
lifestyle, food consumption and anthropometric status. Serum concentrations of total
antioxidant capacity, alpha-1-acid glycoprotein, C-reactive protein, malondealdehyde, lipid
profile, folic acid, cobalamin and homocysteine were analyzed. Analyzes of DNA methylation
levels in the promoters of the LPL, MTHFR, ADRB3 genes were performed by the High
Resolution Melting method. There were differences between the low density lipoprotein
concentrations in relation to the two calculation estimates, these values being underestimated
(10.57 mg / dL), when calculated by the Friedewald equation. It was observed that
malondealdehyde influenced the increase of the low density lipoprotein concentrations
estimated according to the two equations in all the linear regression models, with coefficients
between 6.25 and 10.29 nmol / L and p-value between 0.000 and 0.020. DNA methylation
levels decreased in the ADRB3 gene and increased DNA methylation levels in the MTHFR
gene (p <0.05) when low density lipoprotein was calculated by the Martin equation (> 70 mg /
dL). It was verified The direct influence of cholesterol and homocysteine consumption on low-
density lipoprotein concentrations, according to Friedewald. We also found a positive
relationship between waist circumference and age with low density lipoprotein concentrations,
involving the methylation levels of the three genes. It is concluded that the variable that most
influenced the increase of low density lipoprotein in all models was malondealdehyde, the
largest increase being observed in the model involving the MTHFR gene, according to
Friedewald. The methylation levels of the ADRB3 and MTHFR genes were different according
to Martin's equation, using lower cut-off concentrations of low-density lipoprotein. This study
is unprecedented and may help in the estimation of the calculation of low density lipoprotein in
clinical practice in populations; as well as to target intervention strategies in relation to the
variables that influence the increase of low density lipoprotein concentrations.

Key words: Low Density Lipoprotein. Epigenetics. Methylation of DNA. Cardiovascular
disease. Friedewald equation. Martin equation.
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1. INTRODUCAO

A doenga cardiovascular (DCV) é a causa mais comum de morte global (HEDMAN et
al., 2016). No Brasil, representa cerca de 30% dos ébitos e dados apontam que morrem mais
pessoas anualmente por causa dessa doenca do que por qualquer outra. A estimativa é que as
DCVs levem a morte, ao longo do ano, cerca de 350.000 brasileiros (MALACHIAS et al., 2016;
SIMAO et al., 2017).

Nesse contexto, o colesterol da lipoproteina de baixa densidade, cuja sigla vem do
inglés, Low Density Lipoprotein (LDL-C), tem sido considerado como um dos principais
fatores de risco modificavel para DCV (NCEP — ATP I1I- 2002; LEE et al., 2018). Ademais, 0s
mais baixos niveis de LDL-C atingidos ja foram associados a menores taxas de eventos
coronarianos (SILVERMAN et al., 2016).

Acerca dessa tematica, embora as diretrizes sobre Doenga Cardiovascular
Aterosclerdtica do Colégio Americano de Cardiologia (ACC) e pela American Heart
Association (AHA) (STONE et al.,, 2014; JACOBSON et al.,, 2015b) ndo forneca uma
recomendacéo para ou contra alvos especificos de LDL-C, a diretriz do Painel de especialistas
em deteccdo, avaliacdo e tratamento, de colesterol alto no sangue em adultos (NCEP-ATP I11),
determina as metas de tratamento da LDL-C para o gerenciamento do perfil lipidico (NCEP-
ATP 111, 2002).

Nesse sentido, em exames de salde em larga escala, e na pratica clinica em todo o
mundo, a LDL-C, ha mais de 40 anos, € normalmente estimada, utilizando o valor obtido a
partir do calculo realizado pela equacdo de Friedewald; evitando, desse modo, o uso de
métodos de alto custo (STEIN, 2014; LEE; JANG; SON, 2016). No entanto, mesmo quando
o0s niveis de triglicérides estdo abaixo de 400 mg / dL - cuja imprecisdo acima desse valor ja
tinha sido reconhecida por Friedewald; Levy; Fredrickson (1972) -, alguns estudiosos
sugeriram que a LDL-C calculada por essa formula, subestima a LDL-C e, por esse motivo,
classifica erroneamente o risco de DCV, principalmente em individuos com niveis altos de
triglicerideos (TG) (OLIVEIRA et al., 2013; MARTIN et al., 2018; LEE et al., 2018).

Por conseguinte, recentemente Martin et al. (2013) propds, alternativamente a equacao
de Friedewald, uma nova equacdo para estimar a LDL-C em niveis de TG abaixo de 400 mg /
dL. Essa nova Equacdo de Martin usa um fator individualizado para explicar a heterogeneidade
na relagdo TG para Lipoproteina de Muito Baixa Densidade (VLDL-C), permitindo a melhora
da precisdo nas concentracfes de LDL-C, principalmente em niveis baixos (WHELTON et al.,
2017).
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Em adicdo a melhora da acurécia, quanto a avaliacdo das concentra¢des de LDL-C, na
orientacdo de decisOes terapéuticas, biomarcadores do estresse oxidativo e da inflamagéo
vascular estdo intimamente relacionados com a disfuncéo endotelial e com danos vasculares,
base para desenvolvimento da DCV (SITI; KAMISAH; KAMSIAH, 2015); com destaque para
Malondialdeido (MDA) (ZHANG et al.,, 2018), Capacidade Antioxidante Total (CAT)
(COSTA et al., 2017), Alfa-1-Glicoproteina Acida (AGP) (BERNTSSON et al. 2016), Proteina
C-Reativa (PCR) (ROHNER et al., 2017) e Homocisteina (Hcy) (ANNIWAER et al. 2018).

Nesse ambito, niveis elevados de Hcy plasmatica tém sido denominados como um dos
"fatores de risco emergentes” (SELHUB, 2006; MARTI-CARVAJAL et al., 2009). Sobre essa
questdo, Rimm; Stampfer, (2011) relataram que a adi¢do da concentracéo total de Hcy, no score
de risco de Framingham, foi associado a uma reclassificacdo de aproximadamente 20% de
pacientes com risco intermediario. Esses resultados indicam que pacientes com alta
concentracdo de Hcy total no sangue estdo em maior risco de desenvolver DCV (SPENCE; Y1,
HANKEY, 2017).

Além disso, atualmente, é consenso que quanto maior a medida da circunferéncia
abdominal, maior o risco de anormalidades metabdlicas e mortalidade por todas as causas
(TRAN et al., 2018). No estudo de Zaid e Hasnain (2018), foi observado que a circunferéncia
da cintura (CC) permite uma compreensdo em relacdo as mudancas na LDL-C e isso pode
ajudar a antecipar a reducdo da LDL-C que pode ser alcancada através da perda de peso que
também ira contribuir para a diminuicao significativa das concentracfes plasmaticas de PCR e
da AGP, melhorando os valores do perfil lipidico [Colesterol Total (CT), TG, LDL-C e
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL)] e de variaveis inflamatorias.

Nesse contexto, vias moleculares podem ser afetadas por fatores nutricionais - a partir
de complexas interagdes com mecanismos epigenéticos: metilacdo do DNA, modificacdes de
histonas e RNA néo codificante — possibilitando uma dindmica regulacdo da expressao génica,
que controla o fenotipo celular (PARK et al., 2017).

A metilacdo do DNA, marca epigenética mais estudada (SELHUB, 2006), regula a
transcricdo de muitos genes; impedindo a ligacdo do fator de transcricdo ou promovendo a
ligacdo de proteinas de ligacdo a metil, causando inibicdo ou diminuicdo da expressdo génica
(PORTELA; ESTELLER, 2010). Considera-se também que modificacdes no perfil de
metilagdo podem levar a alteracBes na expressao enzimatica, passiveis de causar desregulacéo
do metabolismo das gorduras (dos SANTOS NUNES et al., 2017), contribuindo para o perfil
de risco cardiovascular (PFEIFFER et al., 2015).
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Pesquisas realizadas neste campo, comprovam que o perfil hipermetilado do gene que
codifica a enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), esta associado a um maior nivel
de CT (p = 0,0103), e LDL-C (p = 0,0415) em individuos com Retinopatia Diabética (dos
SANTOS NUNES et al., 2017). No estudo de Lima et al. (2017), realizado em mulheres com
excesso de peso e obesidade, os maiores niveis de metilacdo do gene do receptor beta-
adrenérgico 3 (ADRB3) foram relacionados ao menor decréscimo na LDL-C. Quanto ao gene
LPL, este codifica a Lipoproteina Lipase (LpL), que € associada ao endotélio; sua maior
metilacdo foi observada nas mais graves condi¢cGes dos componentes da Sindrome Metabdlica
(SM), resultando na diminuigéo significativa em sua expressao (CASTELLANO-CASTILLO
et al., 2018).

Nesse sentido, considerando que os padrdes de metilacdo respondem as mudangas no
status da nutricdo, pois sdo altamente especificos de tecidos e celulas (ZHANG, 2015), e que
tanto as concentracdes de LDL-C quanto suas modificacdes terapéuticas estdo associadas com
futuras doencas cardiovasculares, em maior grau do que as concentracfes de TG ou HDL-C
(ZAID; HASNAIN, 2018), este estudo objetivou estimar e comparar as concentrac6es da LDL-
C estimadas pelas equacdes de Friedewald e de Martin e explorar a ocorréncia de associacao
com os niveis de metilacio dos genes LPL, ADRB3 e MTHFR, status inflamatdrio,

antropometrico e do consumo alimentar.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 FATORES DE RISCO CARDIOVASCULAR

A Doenca Cardiovascular pode ser caracterizada como um grupo de condicGes
multifatoriais associadas a doengas como: obesidade, aterosclerose, Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS) e trombose (GABOON, 2011). As DCVs sdo a principal causa de morte em
todo o mundo (WHO, 2016). O desenvolvimento da DCV é influenciado por fatores genéticos
e ambientais, que precisam ser cuidadosamente considerados para determinar intervencoes
individuais especificas. A determinacdo da aplicabilidade de modelos de previsdo de risco
cardiovascular para populages € vital no fornecimento de cuidados culturalmente competentes
(ANCHETA et al., 2017; PLETCHER; MORAN, 2017).

E consensual, que os Fatores de Risco (FR) cardiovascular se agregam e interagem
multiplicativamente para promover o risco vascular. Esse conhecimento conduziu ao
desenvolvimento da previsao de algoritmos relativos a fatores de risco multivariavel, que pode
ser usado convenientemente para avaliacdo do risco geral de DCV, e do risco de eventos
cardiovasculares individuais (doenca arterial coronariana, cerebrovascular, periférica e
insuficiéncia cardiaca). Nestas circunstancias, as taxas de eventos cardiovasculares absolutos
podem ser utilizadas para quantificar o risco e orientar os cuidados preventivos (D’AGOSTINO
et al., 2008).

Sobre esta problematica, as pesquisas epidemioldgicas desenvolvidas na cidade
americana de Framingham (Framingham Heart Study), ao final da década de 1940, constituem
0 marco inicial - e um dos mais importantes avancos cientificos - que estabeleceu a base de
conhecimentos capaz de correlacionar FRs com a DCV, de forma inequivoca (MAHMOOD et
al., 2014). Resultados importantes, pois resultaram na possibilidade de produzir intervencdes
estratégicas e efetiva sobre os FRs; além de reduzir a prevaléncia da morbimortalidade das
DCV.

Nesse cenario, investigadores identificaram os principais FRs independente que
representam a maior carga de DCV na comunidade. Os efeitos de fatores como: idade, HAS,
diabetes, tabagismo, CT (ou LDL-C) alto e baixos niveis de HDL-C no sangue, foram utilizados
na formulacdo de um score de risco, j& em uso, ha véarios anos (KANNEL; MCGEE;
GORDON, 1976). A utilizacdo do mesmo continua sendo recomendado pelas diretrizes
internacionais atuais (GRUNDY et al., 2014; ZAMBON et al., 2014; ANDERSON et al., 2016),


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gordon%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=132862
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por ser considerada uma ferramenta simples e validada, cujo uso permite identificar sujeitos em
risco de DCV (LUl et al., 2017).

A utilizacdo de categorias de FR, foi substituida pelo modelo de valores continuos,
permitindo o uso de tabelas de pesquisa com o fim de obter estimativas de risco, cuja afericéo
do risco aproximado, de morbidade e mortalidade por DCV previsto paraos préximos 10 anos,
forneceu uma maneira conveniente de classificar individuos com risco baixo, intermediario ou
alto, propensos ao desencadeamento de doengas coronarias (MAHMOOD et al., 2014).

Um agravante no contexto das DCV é o fato de que existe um aumento do
envelhecimento global dos individuos, e isto sinaliza para o aumento das populacGes com
insuficiéncia cardiaca cronica (ICC). Estudos recentes indicam que aproximadamente 20% das
pessoas no mundo sofrerdo Infarto Agudo do Miocérdio (IAM), em algum momento de sua
vida (HOU et al., 2014). Nesse ambito, o habito de fumar é o fator de risco mais importante
para DCV; todavia, a cessacao do tabagismo previne a mortalidade e morbidade por DCV de
forma rapida e eficaz (DESGRAZ et al., 2017).

Os fumantes representam um desafio, no que diz respeito ao cuidado, devido a forte
dependéncia a nicotina, e, a negacao do risco pessoal (viés otimista). No estudo de Desgraz et
al. (2017), o score de Framingham foi utilizado na codificacdo do risco cardiovascular para
cada participante. Como resultado do estudo, 12-19% dos fumantes apresentaram percepcao
erronea do seu risco DCV de 10 anos, sob a forma de subestimacao; dado que pode dificultar a
eficiéncia de intervencgdes destinadas a reduzir ou prevenir FRs da DCV; além de possibilitar o
aumento da morbidade e mortalidade.

Outro agravante € a presenca de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). Esta pode duplicar o
risco de mortalidade cardiovascular, quando comparadas a individuos sem diabetes (MASSON
et al., 2017). Na cidade de Framingham, a mortalidade cardiovascular foi 3 vezes maior para
individuos com diabetes (MAHMOOQOD et al., 2014). Adicionalmente, estudiosos ja observaram
gue o prognostico cardiovascular de pacientes com diabetes, sem 1AM, era semelhante aos
pacientes sem diabetes, todavia apresentado historia de IAM (JUUTILAINEN et al., 2005).
Sobre essa questdo, o terceiro relatorio do painel de especialistas do National Cholesterol
Education Program, que versa sobre detec¢do, avaliacdo e tratamento de colesterol elevado em
adultos, considerou o paciente com diabetes como "equivalente coronario” (NCEP-ATP-III,
2002).

Os individuos ndo diabéticos tém alteracGes no metabolismo das lipoproteinas hepaticas
devido resisténcia a insulina; situagdo que ocorre quando os niveis de glicose ainda s&o normais.

Como essa resisténcia esta associada ao DMT2, IAM e mortalidade geral, em sujeitos nao


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahmood%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24084292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahmood%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24084292

22

diabéticos, a identificacdo realizada de forma precoce desses processos € de extrema
importancia (HARADA et al., 2017).

Em contrapartida, os pacientes com diabetes, com ou sem FR adicionais ou danos aos
6rgdos alvos, sdo considerados como sendo de "muito alto risco” ou de "alto risco",
respectivamente; apresentando diferentes metas de LDL-C recomendados em ambos os grupos,
de acordo com as diretrizes européias para o tratamento do colesterol (PERK et al., 2012). Com
base em uma meta-analise de ensaios clinicos randomizados, observou-se que uma reducéao de
40% na LDL-C e aumento de 30% no HDL-C, poderia reduzir o risco cardiovascular em 70%
(ABDEL-MAKSOUD et al., 2008).

Sabe-se que a LDL-C é um fator de risco primario para a aterosclerose, mas € também
associado, de forma independente, a pressao arterial (PA), a sua elevacdo e desenvolvimento
futuro de hipertensdo (CHOUDHARY et al., 2019). Além disso, a LDL-C foi estabelecida
como um importante marcador prognéstico e atua como o principal alvo terapéutico para a
prevencdo da doenca arterial coronaria (DAC). Em conseguinte, altas concentragdes de LDL-
C e baixos valores da HDL-C, foram associado ao risco de DAC (ITO et al., 2013).

Estudiosos apontam que subfracdes de LDL-C pequenas e densas sdo mais aterogénicas
do que as grandes subfracdes de LDL-C, por apresentarem maior grau de penetracdo na parede
arterial, menor afinidade por receptores de LDL, menor resisténcia ao estresse oxidativo e maior
meia-vida circulante (MAEDA et al., 2012) .

Foi proposto que as caracteristicas das subfragdes séo determinantes mais importantes,
para as funcdes ateroprotetoras das LDL-C e HDL-C, do que seus niveis circulantes totais.
Assim, as concentracdes de LDL-C e HDL-C, por si s6, podem nao refletir um perfil benéfico
ou de risco para DCV. De fato, o conhecimento atual sobre a biologia das lipoproteinas aponta
para a existéncia de diferentes propriedades aterogénicas / ateroprotetoras de diferentes
subfracdes de lipoproteinas (COIMBRA et al., 2019). Todavia, devido ao custo elevado dessas
andlises, as quais realizadas de forma direta, a LDL estimada com base na Equacdo de
Friedwald ainda é o método de calculo mais rotineiramente utilizado na préatica clinica, seja em
laboratdrios, seja em estudos de base populacional, seguido da equacdo descrita por Martin et
al. (2013) (FALUDI et al., 2017).

Outro fator importante, também relacionado com a DCV, € a presenca da hipertensao
arterial. Sabe-se que a mortalidade por DCV aumenta progressivamente com a elevagdo da
pressdo arterial (PA), a partir de 115/75 mmHg de forma linear, continua e independente
(SIMAO et al., 2013). Desse modo, a reducio da PA proporciona proteco relativa semelhante,

em todos os niveis de risco cardiovascular basal. Nesse sentido, foi demonstrado por meio de
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uma meta-andlise, que a reducdo da PA proporciona diminuigdes consistentes, proporcionais
ao risco vascular, com maiores reducfes nas pessoas com maior risco absoluto (BLOOD, 2014).

Além desses fatores, 0 ganho de peso precoce, induzido pela dieta rica em gordura, foi
identificado como um preditor de doenca cardiaca; e apontado como um dos mais Sérios
problemas de salde publica. Ademais, é importante ressaltar que o risco cardiovascular
aumentado em individuos obesos é frequentemente atribuido & FRs coexistentes, pois ocorre
concomitantemente com a existéncia de problemas como hipertensao, lipidios elevados e
diabetes (MAHMOOD et al., 2014).

2.2 CIRCUNFERENCIA DA CINTURA VERSUS DISLIPDEMIA

A presenca de sobrepeso e obesidade, especialmente a obesidade central, é
provavelmente a principal causa da SM, que se apresenta por meio da resisténcia a insulina,
DMT2, HAS, sindrome da apnéia obstrutiva do sono, doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
e dislipidemia (BODEN, 2011; ZALESIN et al., 2011).

Existem diferencas na configuracdo corporal e no acumulo de gordura regional nos
niveis de adiposidade, sendo a obesidade subcuténea, caracterizada pelo excesso de gordura
encontrado ao redor das areas do quadril e coxa; e obesidade visceral - que tende a ser mais
perniciosa a salde - concentrada na regido abdominal, principalmente no tecido adiposo
mesentérico (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).

A obesidade visceral, também conhecida como excesso de Tecido Adiposo Visceral
(TAV), leva a resisténcia a insulina, em parte mediada por adipocinas e acidos graxos livres
(AGL). As adipocinas, como a resistina e a proteina 4 de ligacdo ao retinol, diminuem a
sensibilidade a insulina; enquanto a leptina e a adiponectina tém o efeito oposto. Além disso, o
acumulo de gordura visceral faz com que citocinas como Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)
e Interleucina 6 sejam liberadas por macrofagos no tecido adiposo (FLOCK; GREEN; KRIS-
ETHERTON, 2011).

Nesse cenario, a dislipidemia é uma caracteristica fundamental da obesidade;
amplamente reconhecida como um grande fator de risco para disfuncdo vascular (TSAI et al.,
2018). E considerada como sendo uma desordem multifatorial, cuja existéncia recebe influéncia
advindas do estilo de vida; como também de fatores genéticos e ambientais (HALCOX et al.,
2017). Desse modo, as dislipidemias cobrem um amplo espectro de distarbios lipidicos; como
resultado, uma alta proporc¢do de pacientes apresentam complexas anormalidades nos valores
lipidicos (KUTKIENE et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blood%20Pressure%20Lowering%20Treatment%20Trialists%27%20Collaboration%5BCorporate%20Author%5D
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A dislipidemia tipica da obesidade consiste no aumento dos TG e AGL, diminuicao do
HDL-C e LDL-C normal ou levemente aumentado (a partir da elevacdo de LDL-C pequeno e
denso). Nesses casos, as concentracdes de apolipoproteina plasmatica (apo) B também séo
frequentemente aumentadas; em parte devido a superproducdo hepética de lipoproteinas que
contém apo B (FRANSSEN et al., 2011; WANG; PENG, 2011).

No estudo realizado por Zaid e Hasnain (2018) foi identificado que individuos que
apresentam dislipidemia apresentam valores significativamente maiores para diferentes
variaveis antropométricas, em comparacao com individuos que ndo manifestam este tipo de
desordem. Entre estes valores estdo o percentual de gordura corporal e CC. A CC, que é um
indicador do acimulo central de gordura e da quantidade de tecido adiposo intra-abdominal;
quando em niveis elevados, confere risco aumentado de doenga (MI'YAWAKI et al., 2004).

Os indices baseados na CC, por sua vez, podem ser empregados como indicadores
substitutos da obesidade visceral, com o objetivo de predizer morbidade e mortalidade a nivel
populacional. Estes indices antropométricos sdo utilizados em estudos epidemiolégicos
voltados para vigilancia populacional de fatores de risco para doencas crénicas. Isto porque
podem ser facilmente medidos e possuem baixo custo (TRAN et al., 2018). Ha evidéncia de
que a CC foi mais informativa do que o Indice de Massa Corporal (IMC), na prevenco do risco
de DCV, em estudo de base populacional (TRAN et al., 2018).

Nesse cenario, a compreensdao quanto as mudancas na LDL-C, no que diz respeito ao
aumento da CC, permite prever alteracdes nas concentracdes de LDL-C. Essa modificacdo pode
ser alcancada através da mudanca do peso (LACRAUSTA et al., 2018). No estudo de Lacrausta
et al. (2018), observou-se que a maior CC gera maiores concentra¢des de LDL-C, em individuos
eutroficos e magros. Entretanto, entre pacientes obesos, a perda de peso limitada (5-10%),
geralmente alcancado na pratica Clinica, ndo fornece um beneficio semelhante; por isso
ressalta-se a importancia do cuidado no ganho de peso desde o inicio desse processo.

Além do mais, foi demonstrado por Houde et al. (2015), que, em individuos com
obesidade grave, de ambos o0s sexos (n = 73), as concentracdes de LDL-C foram associadas
com os niveis de metilacdo, mais especificamente no que diz respeito ao promotor do gene
LEP e ADIPOQ. Esta situacdo sugere que a LDL-C pode regular o perfil epigenético no tecido
adiposo subcutaneo e visceral. Nesse mesmo estudo, os niveis de metilagio do DNA no
promotor do gene ADIPOQ, no tecido adiposo subcuténeo, foi positivamente associado ao IMC
e CC; enquanto os niveis de metilagdo do DNA, no gene LEP em células sanguineas, foram

negativamente associadas com IMC.
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2.3 METODOS DE QUANTIFICACAO DA LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE

De acordo com a Pesquisa Nacional sobre Saude e Nutri¢do, 11,7% dos adultos de 20 a
39 anos, e 41,2% dos adultos de 40 a 64 anos apresentavam niveis elevados de LDL-C
(PENCINA et al., 2014). A redugdo da LDL-C continua a ser, portanto, o padréo de cuidado na
prevencdo primaria e secundaria da DCV (SATHIYAKUMAR et al., 2018). A Associacdo
Norte Americana de Lipidios (JACOBSON et al., 2015a), e a Sociedade Norte Americana de
Aterosclerose (GRUNDY et al., 2014) reconhecem as concentracdes de LDL-C como sendo o
alvo primério para a prevencao da DCV.

A LDL é uma lipoproteina, cuja funcdo € transportar colesterol e TG, do figado e
intestino delgado as células e tecidos que necessitam destas substancias. Em altas
concentragdes, acumulam-se nas paredes dos vasos sanguineos, causando inflamacdo e
obstrucéo; resultando em possivel necrose, devido a falta de circula¢do sanguinea (IZAR et al.,
2016).

Convencionalmente, um método indireto utilizado para estimar a concentracdo da LDL-
C é a Equacdo de Friedwald, através da formula: CT - HDL-C - (triglicerideos / 5) em mg / dL.
Esta equacdo foi baseada em uma analise completa das lipoproteinas existentes numa amostra
de 448 individuos; feita, a partir de dados colhidos pelo Instituto Norte Americano do Coragéo
e Pulmdo, em pacientes normais, e em pacientes apresentando hiperlipoproteinemia, e com
auséncia de tratamento, dietético ou medicamentoso, no momento da amostragem
(FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). E relevante salientar que a maioria dos
dados obtidos na pesquisa eram provenientes de pacientes que manifestavam
hiperlipoproteinemia familiar e, como tal, ndo representam uma amostra da populacéo geral.

Existem, no entanto, trés restricdes importantes para o uso do referido método. Primeira:
ndo € aplicavel a amostras do plasma contendo quilomicrons; segunda, a técnica para estimar
LDL-C atribui incorretamente altos teores no paciente de caso raro, acometido de
hiperlipoproteinemia do tipo I1l. Terceira: LDL-C nem sempre pode ser estimado com precisao,
especialmente quando a concentracdo de TG no plasma ultrapassa 400 mg / 100 mL
(FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972).

No entanto, ja se sabe que aplicar um fator fixo de 5 para cada paciente € inconveniente,
dada a variagdo na relagdo TG: VLDL-C, em toda a faixa dos niveis de TG e ndo-HDL-C. Neste
sentido, Martin et al. (2013), desenvolveram e validaram uma nova equagédo a partir do perfil
lipidico padrdo. Nele, aplicaram um fator ajustavel para a relagdo TG: VLDL-C, com base nas

concentracdes de TG e ndo-HDL-C. Outros estudos de prevaléncia clinica, relacionados a
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pesquisa com lipidios, forneceram evidéncias adicionais sobre a variancia, no qual a média TG:
VLDL-C variou de 5,2 a 8,9 (DELONG, 1986).

E relevante destacar que o primeiro passo para avaliar a adequacio da terapia
cardiovascular é garantir a maior precisdo possivel do alvo primario de tratamento da DCV, a
LDL-C. Sathiyakumar et al. (2018) encontraram pela primeira vez que apenas uma pequena
porcentagem de individuos tem valores ndo-HDL-C acima dos valores recomendados para
individuos com alto risco cardiovascular depois de usar um novo algoritmo que melhora a
precisdo da estimativa da LDL-C.

Essa nova abordagem integra um fator individualizado no denominador com o intento
de explicar a heterogeneidade presente no triglicerideo para fins de elevacdo da VLDL-C.
Neste, o fator individualizado é escolhido entre 180 possiveis diferentes fatores, de acordo com
as concentragdes de TG e ndo-HDL-C (MARTIN et al., 2018). A equacdo de Martin, portanto,
forneceu estimativas de maior fidelidade do que a equacdo de Friedewald, ou outros métodos
equivalentes; principalmente quando utilizado para classificar os niveis de LDL-C, abaixo de
70 mg / dL, na presenga de altos niveis de triglicérides (MARTIN et al., 2018). Para facilitar a
sua utilizacéo, ele pode ser livremente utilizado a partir de uma aplicacdo de smartphone?.
(SATHIYAKUMAR et al., 2018).

Como exemplo da EM, observa-se a seguir o que foi descrito por Sathiyakumar et al.,
(2018): “se o painel lipidico de um individuo é CT =160 mg /dL; HDL-C=40mg/dL; e TG
=250mg/dL, arelagdo TG: VLDL-C especifica do paciente é 7,6 com base em um valor ndo-
HDL-C de 120 mg / dL e valor de TG de 250 mg / dL”. Resulta, conforme o autor, em um
“calculo da nova LDL-C = 160 mg / dL. menos 40 mg / dL. menos 250 / 7,6 que €é igual a 87 mg
/dL”.

No estudo de Whelton et al. (2017), realizado com individuos apresentando alto risco
cardiovascular, foi identificado que em todas as trés coortes do estudo - [National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) 2011-12 (n = 334), Johns Hopkins (n = 896), e Mayo
Clinic (n=1.151)] 15-20% - individuos foram classificados com uma LDL-C <70 mg / dL, que
na realidade tém uma concentragcdo >70 mg / dL pela EM. Nesse mesmo estudo, foi observado
que, embora as analises enfatizem diferencas em grupos definidos com caracteristicas de baixas
concentracdes de LDL-C, a distribuicdo global da LDL-C na coorte NHANES 2011-12, usando

a equacdo de Friedwald ou a equacgdo de Martin para o célculo da LDL-C, foi similar.

L LDL Cholesterol Calculator. Disponivel em: https://www.hopkinsmedicine.org/apps/all-apps/ldl-cholesterol-
calculator Acesso em: (data).


https://www.hopkinsmedicine.org/apps/all-apps/ldl-cholesterol-calculator
https://www.hopkinsmedicine.org/apps/all-apps/ldl-cholesterol-calculator
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2.4 NUTRIGENOMICA E EPIGENETICA

Com o término do Projeto Genoma Humano - o qual langou uma verséo avancada do
genoma humano, em 2003 -, e 0s avancos na biologia molecular, surgiu um novo campo de
interesse, no dominio da pesquisa nutricional, intitulado nutrigendmica (LAU et al., 2008). Esta
nova linha da nutricdo molecular analisa a interagdo entre o comportamento dietético e o estilo
de vida, buscando compreender como esses fatores interagem com o genoma, no que se refere
aos termos de regulacdo de genes, considerados importantes no controle do metabolismo e na
prevencdo de doencas (THUNDERS; MANGAI; COOPER, 2013).

A nutrigenbmica propde terminologias, técnicas experimentais e abordagem
fundamentalmente novas para pesquisa no campo da nutricdo; além de tecnologias de alta
eficiéncia, as quais permitem o estudo global da expressdo génica em células ou organismos
(NEEHA; KINTH, 2013).

Este novo campo de interesse, caracteriza o impacto de todos os aspectos dos nutrientes
como alimentacdo, limitacdo dietética ou agentes suplementares nutricionais, na expressao
génica. Essas orientacdes tém direcionado o interesse por pesquisa sobre temas a exemplo dos
efeitos genéricos de nutrientes em transcriptémica, protebmica e metabolémica em células,
tecidos ou organismos. Além disso, permite a possibilidade de caracterizar e confirmar os genes
aptos a influenciar o risco de doencas que dependem de dieta, e também pode ser Util para
entender como os nutrientes podem afetar as vias metabolicas, e ainda como esses mecanismos
podem ser inibidos na fase inicial de doencas relacionadas a dieta (ELSAMANOQUDY et al.,
2016).

Nessa complexa interacdo entre gene e dieta, que pode ser benéfica ou ndo ao
organismo, observa-se a participacdo da epigenética. Esta, pode ser definida como mudancas
reversiveis hereditarias, na expressao fenotipica da informacdo genética, que ndo envolvem
alteracdes na sequéncia do DNA (MARTINO et al., 2016). A heranca epigenética é um
mecanismo essencial que permite a propagacao estavel de estados de atividade genética de uma
geracdo de células para as proximas (ABI KHALIL, 2014).

Os mecanismos subjacentes as alteracdes epigenéticas sdo complexos, dindmicos e
reversiveis. Envolvem metilacdo do DNA, modificacBes pos-traducionais em histonas (por
acetilacdo, metilacéo, fosforilagdo e ubiquitinacdo), e regulacdo da expressdo génica por RNA
nédo codificante (mMiRNAs) (ZHANG; REN, 2016). Muitos fatores afetam esses mecanismos, e
podem modular a expressdo génica, e também afetar varias funcdes genéticas (SEO et al.,
2015).
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Tais mecanismos sdo influenciados e estimulados por fatores internos como: alteragdes
na estrutura da cromatina, vias metabdlicas, balan¢o neuroenddcrino, atividades hormonais; e
fatores externos como: nutrientes ou componentes alimentares bioativos, consumo de alcool,
tabaco, uso de medicacdo, atividade fisica, radiacdo, organismos infeccioso e estresse
(REMELY et al., 2015); uma vez que, a plasticidade inata, permite a adaptacdo celular as
condicdes ambientais (PACCHIEROTTI; SPANO, 2015).

Ocorrendo a influéncia de fatores externos, 0s mecanismos epigenéticos regulam a
transcricdo de genes. Neste, 0 mesmo genoma pode fornecer diferentes e distintas
caracteristicas fenotipicas, sem necessariamente estar sujeito a qualquer alteracdo na sequéncia
de seus nucleotideos (KUNES et al., 2012). Nesse ambito, estudo epidemiolégico como o de
Torafio et al. (2016) tem associado a exposicdo de fatores ambientais a mudancas epigenéticas
- em sua maioria a alteracdes na metilacdo do DNA - durante o desenvolvimento “in utero”,
vida adulta e envelhecimento.

Estudos epigenéticos revelaram um namero significativo de modificagdes que afetam o
desenvolvimento e a progressdo da DCV (ABI KHALIL, 2014; KUMAR et al., 2014), e ainda
alteracdes no perfil lipidico (HUBACEK, 2016). Dessa forma, a epigenética nutricional busca
ajudar a esclarecer a forma como a nutricdo poderd manter o individuo saudavel. Para tanto,
colabora na prevencdo de doenca, através do estudo dos efeitos dos nutrientes sobre o
epigenoma; além de aconselhamento dietético especifico para individuos com um fendtipo
particular, cujo efeito pode ser mais efetivo na prevencdo de doencas crbnicas do que
propriamente recomendacdes gerais sobre a dieta, destituidas de fundamentacdo epigenética
(NIELSEN; EL-SOHEMY, 2012).

2.4.1 Metilacdo do DNA

Entre as possiveis modificacdes epigenéticas, a metilacgio do DNA - marca mais
amplamente estudada (de la IGLESIA et al., 2013)-, desempenha papel importante na regulacao
da expressdo de genes, pois esta funcionalmente envolvida em muitas formas de represséo
epigenética estavel, como impressdo, inativacdo do cromossomo X e silenciamento repetitivo
de DNA (SCHUBELER, 2015).

A metilacio do DNA envolve a transferéncia de grupos metil (CH3) da S-
adenosilmetionina (SAM) para a posi¢do 5 do anel de pirimidina, cuja reagéo é catalisada por

DNA metiltransferases (DNMTSs); resultando na formagéo de 5-metil-citosina (5mC) no DNA,
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e de S-adenosilhomocisteina (SAH); sendo, a SAM o substrato principal que fornece o grupo -
CH3 real (ZHOU; ZHANG; XU, 2014).

Importantes classes de DNMTs estdo envolvidas nos mecanismos de metilagdo do
DNA,; destas, foram identificadas quatro grupos principais em humanos (RAE, 2017). A
DNMT1, cuja funcéo é manter os padrdes de metilacdo existentes da fita original. As DNMT3s
(DNMT3a DNMT3b) que mantém relagdo com a regulagdo da metilagdo do DNA “de novo” -
principal responsavel pela metilacdo do DNA durante o desenvolvimento (diferenciacéo) -, e
por fim, a DNMT3L a qual atua como um co-fator singular na metilacdo em células
germinativas (HAGGARTY, 2015; SCHAPIRA; ARROWSMITH, 2016).

De forma mais frequente, a metilagdo ocorre em dinucleotideo CpG ou "ilhas CpG";
estas sdo caracterizadas por uma citosina (C), seguida por uma guanina (G); ambas ligadas por
um grupo fosfato mediador. As ilhas CpG podem ser definidas como regides do DNA,
superiores a 200 pares de bases, contendo um volume de dinucle6tido C + G mais alto do que
o0 esperado. llhas CpGs sao freqlientemente associadas a promotores de genes, geralmente ndo
metilados; desempenham um papel no controle da expressdo génica, especialmente em tecidos
especificos (AFMAN; MULLER, 2012; SCHUBELER, 2015; GOEL; KARIR; GARG, 2017).

Figura 1. Mecanismo de Metilacdo do DNA

A B, = o
i it T X
.CpG @ CHinacitosina e Fatorde transcricio <l MmBepP

Fonte: Attwood; Yung; Richardson (2002). Legenda: A. regido promotora desmetilada, permitindo a
ligacdo dos fatores de transcri¢do. B. Metilagdo impedindo a ligag&o dos fatores de transcricdo. C. MBP-

Proteinas que se ligam & metilcitosina em ilhas CpG, que bloqueiam a ligac&o dos fatores de transcrig&o.

E importante destacar que a metilaco apresenta efeitos distintos, os quais dependem da
sua posicao em relacdo aos genes de codificacdo. Neste caso, a hipometilacdo de ilhas CpG é
geralmente associada com 0 aumento da expressdo génica; enquanto que a hipermetilacdo do
promotor da ilha CpG é geralmente associada ao silenciamento da transcri¢do (JONES, 2012).
Sabe-se que alteracBes aberrantes, resultantes dos processos epigenéticos, podem
desregular vias de sinalizagdo, as quais por sua vez alteram varias fungdes celulares,

ocasionando o desenvolvimento de diferentes doengas crénicas como DCV, metabdlicas,
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imunoldgicas, cancer, infertilidade, doencas respiratdrias e patologias neurodegenerativas
(ZOGHBI; BEAUDET, 20186).

No estudo de Kim et al. (2010), foi indentificado que os chineses de Singapura (n =
286), que apresentam historico de DCV ou fatores de risco para DCV, tém maior estado global
de metilagdo do DNA nos leucdécitos; nesses casos, a inflamagdo sistémica também pode levar
ao aumento da metilacdo do DNA nos leucdcitos.

Conforme estudiosos relataram, fatores de risco podem alterar diretamente o cddigo
epigenético e causar ativacdo permanente de mediadores inflamat6rios chave; provocando
producdo sustentada de mediadores pro-inflamatérios (VINCI; POLVANI; PESCE, 2013).
Além disso, o epigenoma tambem esta envolvido em fatores de risco cardiovascular como o
tabagismo (BURO-AURIEMMA et al., 2013), a diabetes (MAO et al., 2013), a HAS (RIVIERE
et al., 2011), a idade e o perfil lipidico (ZHANG et al., 2013).

Pesquisadores apontam que a metilacdo global do DNA nas células do sangue tem sido
usada como biomarcador epigenético com o fim de prever risco de doenga; incluindo problemas
cardiovasculares e DMT2 (KIM et al., 2010; MARTIN-NUNEZ et al., 2014). Além da
metilacdo global, estudos relataram que a metilacdo do DNA, em genes especificos, esta
relacionada as concentracdes de lipidios do sangue. Nesse contexto, inclui-se a metilagdo em
genes, 0s quais sdo conhecidos por estarem relacionados com a dislipidemia, como: LPL,
ADRB3 e MTHFR (GUAY et al., 2013; GUAY et al, 2014; BRAUN et al., 2016
CASTELLANO-CASTILLO et al., 2018 ).

Foi descrito que polimorfismos em genes, que alteram os niveis de CT, LDL-C, HDL-
C e TG, explicam, no maximo, 30% da variabilidade dos lipidios plasmaticos; supbe-se ainda
gue mecanismos como a metilacdo do DNA, modificacdes de histonas e moléculas reguladoras
de RNA séo responsaveis pela proporc¢do restante, em casos de determinacdo da dislipidemia
(HUBACEK et al., 2016). Nesse sentido, mecanismos epigenéticos podem estar envolvidos na
regulacdo do nivel de lipideos e, portanto, sdo passiveis de contribuir com a composicdo do
perfil de risco cardiovascular (PFEIFFER et al., 2015).

2.4.1.1 Gene que Codifica a Lipoproteina Lipase (LPL)

A LpL codificada pelo gene LPL, ajudando a mediar a depuracdo dessas particulas
(MEDH et al., 1996), e possibilitando uma converséao reduzida da VLDL em LDL que resulta

em niveis mais baixos de LDL-C no plasma (ZHENG et al., 2007). Consequentemente, enzimas
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como a LpL, que regulam o metabolismo das lipoproteinas no estado pds-prandial, sdo de
interesse para a prevencdo da DCV (SHATWAN et al., 2017).

Nesse contexto, foi demonstrado, em tecido adiposo de individuos obesos, que a
quantidade de RNAm da LPL diminui conforme o IMC aumenta (CLEMENTE-POSTIGO et
al., 2011). Adicionalmente, Drogan et al. (2015) verificaram que os niveis mais altos de
metilacdo do DNA nos promotores do gene LPL, nas posi¢oes LPL-CG1 e LPL-CG2, foram
associados com menor expressdo de LPL; com maior ganho de CC, utilizando amostra de tecido
adiposo subcutaneo de 59 individuos do estudo Europeu de Investigacdo Prospectiva sobre
Cancer e Nutricdo. Nesse mesmo estudo, a LPL-CG1 também foi positivamente associada ao
IMC, massa gorda visceral e subcutanea que segundo o autor, possivelmente correlacionou-se
ao grau de obesidade com os principais processos metabdlicos no tecido adiposo subcutaneo.

Em pacientes com SM, o aumento significativo no status de metilacdo, no promotor do
gene LPL, a partir de analises realizadas no TAV, correspondeu a uma diminui¢éo significativa
na expressdo do RNAm da LPL, em referéncia aos individuos que ndo apresentavam SM.
Também foi observado, que as mais graves condi¢cdes dos componentes da SM, promoveu
maior metilagdo do gene LPL; nesses individuos, a CC, glicemia, concentracfes de TG em
jejum e leptina serica, apresentaram correlagdes significativas e positivas com o0s niveis de
metilacdo do DNA da LPL. No entanto, ndo houve relacao significativa da metilacdo desse gene
com concentrac@es de LDL-C (CASTELLANO-CASTILLO et al., 2018).

De forma a acrescentar, ndo foi encontrada relacdo entre a metilacdo no promotor do
gene LPL com concentracGes de LDL-C, nos leucdcitos e no TAV de homens com obesidade
grave, mas se observou que nesses individuos, houve associacéo entre a metilacdo e os niveis
de HDL-C, no entanto a correlacdo foi oposta a encontrada nos leucécitos de individuos com
Hipercolesterolemia Familiar (HF). De acordo com o autor, o gene LPL parece ter um efeito
especifico e regulacdo distinta nestas duas condicGes, no qual, essa discrepancia aparente é
explicada pelas diferencas extremas no fenotipo entre obesidade severa e HF (GUAY et al.,
2013).

Nesse contexto, Houde et al. (2014) ao analisarem os niveis de metilacdo do DNA na
regido promotora proximal do gene LPL (CpGl) e na ilha CpG intron 1 (CpGs 2 e 3),
observaram que 0s niveis de metilacdo foram menores na placenta de mulheres com Diabetes
Mellitus Gestacional e ndo encontraram relagdo entre as concentragdes maternas de TG e LDL-
C com a metilacio do DNA no gene LPL na placenta. E importante destacar, que ja foi
identificado que o status desmetilado desse gene, acarretou uma superexpressao em células

mononucleares do sangue periférico, e foi associado ao desfecho clinico ruim no progndéstico
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da Leucemia Linfocitica Cronica ndo mutados, e além disso esta expressdo foi dependente dos
sinais do microambiente tecidual (ABREL et al., 2013).

2. 4.1.2 Gene que Codifica o Receptor Beta-adrenérgico 3 (ADRB3)

Quanto a proteina codificada pelo gene do receptor beta-adrenérgico 3 (ADRB3),
pertencente a familia dos receptores beta adrenérgicos, este possui diferentes fungdes, como a
regulacdo da lipdlise, em tecido adiposo branco e marrom, fornece AGL para a termogénese
(KURYLOWICZ et al., 2015), além de responder a noradrenalina e mediar a lipélise em
adipocitos (BRETTFELD etal., 2012). Trata-se de um potencial gene, candidato a dislipidemia;
considerando que, tanto as perturbacdes génicas e epigénicas do ADRB3 foram associadas ao
perfil lipidico no sangue, em homens gravemente obesos (GUAY et al., 2014).

Nesse contexto, Guay et al. (2014) demonstraram que os niveis de metilagdo medio do
gene ADRB3, no sangue de homens com HF, foram negativamente correlacionados com 0s
niveis de LDL-C e de apoB, independentemente dos dois polimorfismos comuns do ADRB3
(ADRB3 @.-843C > T e p.W64R). Foi confirmado também uma associacdo entre a
hipermetilacdo do promotor do gene ADRB3 e uma particula de HDL-C mais deletéria, a qual
estd caracterizada por baixo fosfolipidio, colesterol e particulas menores de HDL-C. Nesse
mesmo estudo, analise de uma subamostra independente, com individuos gravemente obesos,
permitiu identificar que o perfil hipermetilado do promotor do gene ADRB3 no TAV, foi
significativamente associado com a PA mais baixa, enquanto uma menor metilacdo desse gene
no sangue, foi associada a maior relacéo cintura-quadril.

No estudo de Kurylowicz et al. (2015), a diminuicdo da expressdo do gene ADRB3, no
tecido adiposo subcutaneo de 58 obesos e 50 magros, esta associada a obesidade; entretanto,
ndo se relaciona com a hipermetilacdo. Esta situacdo demonstra que os niveis médios de
metilacdo desse gene, no TAV, foram semelhantes em individuos magros e nos individuos que
apresentavam obesidade grau I1l. Além disso, os niveis de expressdo do gene ADRB3 ndo
apresentaram nenhuma relacdo significativa com dados clinicos, tais como: IMC, percentual do
tecido adiposo, circunferéncia abdominal; nem tampouco a bioguimicos: glicemia de jejum,
CT, LDL-C, HDL-C, TG e PCR.

No estudo de Lima et al. (2017), a intervencdo dietética realizada com varias
quantidades de folato de origem vegetal - valores menores que o recomendado pela Dietary
Reference Intakes (DRIS) -, e também de acidos graxos monoinsaturados da capsula de éleo de

aveld, identificaram, que nessa circunstancia, mulheres acometidas com sobrepeso e obesidade,
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obtiveram aumento nos valores de HDL-C, diminui¢do no MDA e aumento na CAT; em contra
partida, individuos com maiores indices de ingestdo de gorduras monoinsaturadas e poli-
insaturadas apresentaram os menores niveis de metilacdo do gene ADRB3 e as maiores reducgdes
na CC e na LDL-C. No entanto, ndo foi observada relacdo significativa entre os niveis de
metilacdo do gene ADRB3 e o perfil lipidico, em individuos distribuidos nas trés categorias de
IMC, consumindo baixas quantidades de folato, ou seja, sem intervencdo dietética (de
OLIVEIRA et al., 2018).

2.4.1.3 Gene que Codifica a Enzima Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR)

O gene MTHFR possui a fungéo de codificar a enzima metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR), a qual participa da conversdo da Hcy em metionina, substancia fundamental no
metabolismo do acido folico. No entanto, ineficiente atividade da MTHFR promove o acumulo
da Hcy, aumentando, dessa forma, o risco de desenvolvimento de DCV (FROSST et al., 1995;
KLERK et al., 2002; MOLL; VARGA, 2015).

Foi identificado que a metilacdo do DNA tem um papel importante na regulacdo da
transcricdo do gene MTHFR , pois em sua regido promotora existem duas ilhas CpGs, contendo
sitios de ligacao para varios fatores de transcri¢cdo (WEI et al., 2014). Além disso, pesquisadores
sugerem que a hipermetilacdo do gene MTHFR pode levar a diminuicdo da expressao génica e,
consequentemente, a desregulacdo das reacoes de Hcy; desse modo, provocando a diminuicao
do radical metil e a consequente desregulacdo epigenética. Este resultado, deve-se a possivel
hipometilacdo do DNA e pode culminar no aumento da expressdo de varios genes, incluindo
genes relacionados a sintese da AGP e estresse oxidativo (CAT) (dos SANTOS NUNES et al.,
2017).

A hipermetilacdo do gene, em foco, esta relacionada a um maior nivel de CT e LDL-C
em individuos diabéticos (SANTANA BEZERRA et al., 2019), acometidos com retinopatia
diabética, e pacientes com doenca renal terminal (dos SANTOS NUNES et al., 2017). Esse
perfil foi associado também a pacientes que sofreram acidente vascular cerebral isquémico
(WElI et al., 2015) , e pré-eclampsia (GE et al., 2015). Nesse sentido, foi observada também em
progenitores de pessoas com sindrome de Down (COPPEDE et al., 2016), cancer (MANI et al.,
2012; BOTEZATU et al., 2013) e, ainda em pacientes do sexo masculino, inférteis e com
azoospermia ndo-obstrutiva, cujos resultados foram identificados em amostras testiculares,

todavia, ndo foram encontradas no sangue periférico (KHAZAMIPOUR et al., 2009).
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Nesse contexto, foi identificado que a expressdo de MTHFR pode ser considerado um
método alternativo a ser utilizado com o fim de prever diferencas individuais, no que se refere
a desmetilacdo em resposta ao tabagismo, pois a disponibilidade reduzida de MTHFR, indexado
via maior metilacdo ou menor expressdao génica, é passivel de melhorar a desmetilacdo de
€g05575921 em casos de tabagismo. Por outro lado, maior disponibilidade de MTHFR, seja
indexada por menor metilagdo ou maior expresséo génica, pode atenuar o impacto do tabagismo
na desmetilagdo de cg05575921 (BEACH et al., 2018).

Em um estudo piloto realizado com mulheres jovens saudaveis (n = 12) que
consumiram, em um intervalo de duas semanas, vitamina C (1 g / dia) ou 240 mL de suco de
mirtilo (polifendis totais 300 mg e proantocianidina 76 mg / d) por 2 semanas, observou-se
diminuicdo da hipermetilacdo o MTHFR. Este experimento sugeriu que o potencial efeito
antioxidante, resultante do mecanismo de compostos presentes no mirtilo ou vitamina C, esta

associado com inibicdo da metilacdo do promotor do gene MTHFR (KIM et al., 2017).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMACAO

Um desequilibrio em favor dos radicais livres do oxigénio (ou nitrogénio e cloro), em
relacdo aos niveis de moléculas do sistema de defesa antioxidante, resulta no chamado estresse
oxidativo. Esta situacdo provoca consequéncias danosas que podem incluir, desde danos e
mutacOes ao DNA até morte celular, induzida por necrose ou apoptose (FERRARI, 2010).

As Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) séo prejudiciais aos lipidios, proteinas e DNA,
por serem constituidas de elétrons ndo pareados. Uma vez formada, as EROs ativam o fator
nuclear kappa e provoca ativagdo transcricional em mais de 100 genes envolvidos no sistema
imunoldgico e resposta inflamatéria; a exemplo do factor de necrose tumoral-o. (TNF-a), da
interleucina-1 e da molécula de adesdo intercelular-1 (YANG et al., 2014).

Em disturbios metabdlicos como a hipercolesterolemia, aumento nas quantidades de
LDL nativo (que realiza funcdo de transporte), doenca vascular e inflamacdo, podem ocorrer
alteracdes na geracdo de EROs, perturbacdo no endotélio, alteracdo no metabolismo oxidativo
e desacoplamento da L-arginina; onde ocorre 0 aumento na liberacdo de Oxido Nitrico e a
geracdo de EROs de oxigénio, incluindo a disfuncdo endotelial e a aterogénese (HAMULKA
et al. 2018).

A aterosclerose, por sua vez, esta diretamente relacionada ao estresse oxidativo; isto
porque entre seus principais determinantes estdo a hiperlipidemia e a hiperglicemia. Nesse

estado, ocorrem modificagbes na LDL-C, as quais favorecem sua captacdo pelos
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receptores scavengers de macrofagos sub-endoteliais. Essas modificacbes na LDL-C estdo
entre 0S eventos mais precoces que ocorrem durante o processo de formacdo da placa
aterosclerdtica (SIQUEIRA; ABDALLA; FERREIRA, 2006).

No que diz respeito ao MDA, este é o produto final da decomposicdo oxidativa do
radical originado de acidos graxos poli-insaturados. Portanto, é frequentemente utilizado como
um biomarcador de estresse oxidativo. Dados clinicos indicam que o tipo MDA epitopos é
proeminente e prevalente e, por isso, importantes na DCV (YANG et al., 2014). Assim, esses
antigenos sdo candidatos principais para 0 uso na caracterizacao de respostas imunes, relevantes
para a aterosclerose (TSIMIKAS et al., 2011).

No ensaio clinico Veterans Affairs Diabetes Trial, realizado com o objetivo de
investigar a associacdo entre MDA e diabetes mellitus, constatou-se que os niveis de MDA e
LDL-C, em complexos imunes circulantes, podem prever a ocorréncia de infarto do miocardio
e eventos cardiovasculares agudos em pacientes com DMT2 (LOPES-VIRELLA et al., 2012).
Contudo, o mecanismo preciso pelo qual o MDA pode estar causando essa citotoxicidade
endotelial ndo é conhecido (YANG et al., 2014).

No estudo de Bakhtiari et al. (2017) foi observado que os componentes individuais da
SM estdo associados a um aumento de MDA, além disso, outras patologias como Diabetes
(GANJIFROCKWALA; JOSEPH; GEORGE, 2017; ZHANG et al., 2018), Hiperlipdemia
(GARG et al., 2018), Pre-Eclampsia (LI et al., 2018), Doenca Hepatica (WANG et al., 2018;
WU et al., 2018), também foram relacionadas ao referido aumento do produto.

Neste cenario, a CAT do plasma é também um importante biomarcador do estresse
oxidativo, pois define o efeito sinérgico entre os varios compostos antioxidantes da amostra
(CREWS et al., 2001). Diante disso, em estudos de intervencdo tem sido observado a existéncia
de relacdo entre o consumo de alimentos e os valores de LDL-C, MDA e CAT, entre outras
variaveis. No estudo de Chiu et al. (2017) com individuos que consumiram no minimo 50 mL
de bebida de ameixa seca [Prunus domestica Linn (Rosaceae)], durante quatro semanas, foi
observado reducdo significativa nos niveis de CT e LDL-C, e elevacdo concomitante nos
valores da CAT.

Adicionalmente, no ensaio clinico randomizado duplo-cego controlado, realizado com
40 pacientes, acometidos de periodontite crénica, que consumiram uma capsula de extrato
metandlico de folhas de chicoria de 1 grama, duas vezes ao dia por 8 semanas, demonstrou-se
que os valores da CAT e da HDL-C aumentaram; em contrapartida, os valores médios de MDA,
TG, LDL-C e CT diminuiram significativamente, no grupo de interven¢do, em comparagao

com a linha de base e o grupo controle pos-intervengdo (BABAEI et al., 2018).
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Em concordancia com os referidos resultados, em um estudo randomizado controlado,
realizado durante 8 semanas, em 25 individuos normocolesterolémicos (CT: <200 mg / dL) e
27 hipercolesterolémicos leves (TC: 200-240 mg / dL), que consumiram 6 g / dia de café verde
soluvel / torrado, foi identificado que, apos a intervencdo, houve redugdes significativas nos
niveis de CT, LDL-C, VLDL-C e TG. Além disso, foi observado que, de acordo com o aumento
nos valores da Capacidade de Absor¢cdo dos Radicais Oxigenados (ORAC) e Potencial
Antioxidante Redutor Férrico (FRAP), a CAT do plasma melhorou, todavia houve diminuicéo
dos niveis de MDA sem, no entanto, apresentar diferencas entre grupos (MARTINEZ-LOPEZ
et al., 2018).

Quanto a PCR, proteina de fase aguda que é produzida e secretada principalmente pelo
figado (TANG et al., 2017), esta foi estabelecida como um biomarcador de inflamacéo, desde
a década de 1930 (ROHNER et al., 2017). Evidéncias crescentes demonstram que a PCR néo
é apenas um biomarcador da inflamacao, mas também um importante fator de risco associado
a doencas relacionadas ao envelhecimento, inclusive a DCV (MAKITA; NAKAMURA,;
HIRAMORI, 2005), a hipertensdo (HOSFORD-DONOVAN et al., 2016), a aterosclerose
(SILVA; PAIS DE LACERDA, 2012), a diabetes mellitus (de REKENEIRE et al., 2006), a
doenca renal (PANICKAR; JEWELL, 2015) e o declinio cognitivo (TEGELER et al., 2016).

Nesse contexto, o controle dos niveis de LDL-C e PCR séo eficazes na prevencao do
Acidente Vascular Cerebral (AVC) recorrente e do ataque isquémico transitério (AIT). No
estudo de Kitagawa et al. (2018), individuos com LDL-C, em tratamento < 120 mg / dL,
apresentaram reducdo de 29% no AVC recorrente e AlIT, ao contrario daqueles com LDL-C >
120 mg / dL. Do mesmo modo, pacientes com PCR < 1 mg / L tiveram reducdo de 32%, em
comparagdo com pacientes com PCR > 1 mg / L. Nesses casos, embora os niveis de LDL-C e
PCR nao estivessem correlacionados em pacientes individuais, aqueles que atingiram LDL-C
<120mg/dLePCR <1mg/L, apresentaram 51% de reducéo, em comparacao com pacientes
comLDL-C>120 mg/dL e PCR>1mg/ L.

Em individuos com perda de peso avaliada 13 meses, apds intervencdo cirargica de
banda gastrica ajustavel por laparoscopia, observou-se que os valores de LDL-C foram
correlacionados, de forma significativa e positiva, com valores de PCR (r = 0,448, P = 0,047).
Esta situacdo demonstrou a relacdo entre inflamacao e dislipidemia aterogénica; cujo o estado
inflamatério diminuiu com a perda de peso para cerca da metade dos valores iniciais; entretanto
a inflamacdo ainda persistiu, com altos niveis de PCR, quando comparado ao controle,

demonstrando, segundo o autor, a adiposidade que subsistiu (COIMBRA et al., 2019).
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Em outra perspectiva, foi observado em estudo com humanos, que a PCR plasmética
ndo pode ser predita a partir do CT ou LDL-C (BASSUK, RIFAI, RIDKER, 2004). Desse
modo, constatou-se que a reducao da PCR plasmatica, por meio da inclusdo de estatinas na
hipercolesterolemia, em um grande ensaio clinico, ndo possuiu dependéncia quanto a reducao
da LDL-C plasmética (RIDKER et al., 2002). Resultado similar foi observado, no estudo
desenvolvido por Sakata et al. (2018), em pacientes tratados com terapia combinada de
hipolipemiantes e anti-hipertensivos, 0s quais apresentaram regressdo da placa coronariana;
evento associado ao nivel basal da PCR Ultrassensivel (PCR-us), cujos valores ndo foram
correlacionados com alteragdes na LDL-C ou HAS e diastdlica.

No estudo de Faraj et al. (2006), sobre a tematica em questdo, foi avaliada a associacao
entre marcadores inflamatorios no plasma (dentre eles a PCR-us e AGP), a vérios fatores de
risco tradicionais, em 77 mulheres ndo diabéticas pds-menopausicas com sobrepeso ou obesas.
Foi identificado que os marcadores inflamatorios correlacionaram-se positivamente com
adiposidade, PA, teste de tolerancia a glicose, resisténcia a insulina, TG, CT / HDL, ApoB,
ApoB: razéo apolipoproteina Al (ApoAl) e fatores de risco de Framingham relativos a doenca
coronariana; entretanto, ndao se correlacionou com a ApoAl, CT, LDL e HDL.

Ainda em relacdo as proteinas de fase aguda, a AGP também chamada de
Orosomucoide, foi descrita e classificada, pela primeira vez, em 1950. Representa
aproximadamente 1% de todas as proteinas plasmaticas, sendo secretada principalmente pelo
figado (ALFADDA et al, 2012). Possui efeito anti-inflamatério, imunomodulador e
angiogénico (ENGSTROM et al., 2003; PEARSON et al., 2003; LIBBY, RIDKER, 2004) e
influencia, de forma significativa e independente, o nivel de agregacédo de hemacias (WENG et
al., 1998), atuando como fatores importantes para a patogénese da DCV.

Nesse contexto, a AGP funciona como imunomodulador, pois possui a funcéo de inibir
a proliferacdo de linfécitos, induzidos por mitdégenos e a quimiotaxia; a geracao de superdéxido
e aagregacao de neutrdfilos, através de mecanismos desconhecidos (HOCHEPIED et al., 2003).
Nesse sentido, foi observado que a injecdo de AGP exdgena mostrou proteger consistentemente
camundongos, utilizados em experimentos, da letalidade induzida por TNF-o (LIBERT, 1994).

Em um outro estudo, Lee et al. (2010) analisaram o tecido adiposo de camundongos
obesos, e observaram que a expressdao de AGP, induzida em resposta a sinais metabolicos e
inflamatorios, atua protegendo-os da inflamacéo grave. Em humanos, o estudo de Faraj et al.
(2006) com 56 mulheres p6s-menopausicas (58,1 + 4,9 anos), apresentando sobrepeso e
obesidade, tratou de realizar intervencdo com dieta hipocalérica. Como resultado, identificou-

se que, apos intervencdo em varios paramentros, houve reducdo significativa no peso total,
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subcutaneo e abdominal; valores de PCR-us e AGP; todavia, houve aumento na LDL-C,
sobretudo na relagédo (LDL-C / apoB).

Em contrapartida, estudo produzido por Oliveira et al. (2015) em individuos que
passaram por intervencdo cirargica de Bypass Gastrico em Y-de-Roux, foi constatado
diminuicdo das concentrac@es plasmaticas de PCR e da AGP; diferenca significativa na perda
de peso e IMC; com melhora nos valores do perfil lipidico ( LDL-C, CT, TG, e HDL), em todos
0s momentos do estudo. Resultado semelhante foi identificado no estudo de Kayser et al.
(2017), com melhora metabdlica e alteracGes lipidicas especificas, associadas a diminuicédo do
peso corporal, CT, LDL-C, AGP.

Estudo de Fandifio-Vaquero et al. (2014) sobre a tematica em questdo, apontou que 0s
niveis diferenciais de secrecdo de AGP, apresentados pelo tecido adiposo epicardico em
pacientes com DMT2 ou DAC, podem conduzir o conhecimento do processo aterosclerotico
em pacientes com disturbios da DCV.

Neste cenario, também foi demonstrado que a HHcy promoveu predilecdo para a
promocdo da adesdo de plaquetas ao endotélio celular; por isso, tem sido associada a niveis
mais elevados de fatores pro-tromboticos, envolvidos na formacéo de trombos (ZHANG et al.,
2014). Além disso, a rigidez arterial aumentada pode estar ligada a HHcy e, além disso, ser
atribuida a aterogénese relacionada a LDL-C, como particulas pequenas de LDL-C e sua
modificacdo oxidativa (ZHANG et al., 2014).

Hcy é considerado um aminoacido que contém enxofre derivado da metionina,
resultante do processo de desmetilagdo provocada por dois compostos intermediarios, SAM e
SAH (FINKELSTEIN, 1998). Com a transferéncia de um grupo metil, SAM ¢ convertido em
SAH. Essa relacdo SAM / SAH pode servir como um indicador para a capacidade de metilacéo
intracelular (HOFFMAN, et al., 1980). Nesse sentido, Castro (2004) descreveu que a HHcy
esta associada a uma reducdo de 35% da metilacdo do DNA, possibilitando o aumento do risco
de aterosclerose.

Em continuacgdo, a HHcy também foi associada a disturbios no transporte e metabolismo
lipidico, a acumulacdo de lipidios hepaticos, a diminuicdo do HDL-C no plasma e a
concentracdes de apolipoproteina A-1 (LEVESQUE et al., 2017). No estudo de EI Mabchour,
Agueh e Delisle (2010), a Hcy elevada nos homens esteve, positivamente e independentemente,
associada a pressdo arterial diastolica, LDL-C e CT; todavia, nas mulheres foi associada com a
ingestdo inadequada de vitamina B12 em modelos de regresséo linear.

Resultados do estudo promovido por Anniwaer et al. (2018) demonstraram que 0s niveis

plasmaticos de Hhcy originou um FR independente para infarto cerebral. Em contrapartida,
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observou-se que taxas de recorréncia no grupo Hhcy excedeu as do grupo de controle, ao longo
do seguimento de trés anos; desse modo, os niveis de TG e LDL-C no grupo Hhcy foram
significativamente maiores que no grupo controle. Contudo, o estudo de Momin et al. (2017),
realizado com 4.660 sujeitos chineses, pertencentes a uma coorte do distrito de Shijingshan em
Pequim, a HHcy néo foi associada com LDL-C, porém foi independentemente associada com
hipertrigliceridemia e baixos niveis de HDL-C.

2.6 CONSUMO ALIMENTAR

2.6.1 Compostos Antioxidantes

A ingestdo suficiente de alimentos como peixe ja foi descrito como associado com
menor risco de DCV, e as fibras soluveis estdo envolvidas na redugdo do CT e LDL-C, no
plasma (FALUDI et al., 2017). Assim sendo, analise de 10 estudos prospectivos (usando mais
de 336.000 sujeitos) realizados nos Estados Unidos e na Europa, mostraram que um aumento
do consumo de fibra, relativas a 10 g / dia, foi associado com a reducéo de 14% [Risco Relativo
= 0,86] de todos os eventos coronarianos e, ainda, com a reducdo de 27% (Risco Relativo =
0,73) do risco de morte coronariana (ERKKILA et al., 2008).

Existem outros componentes de alimentos vegetais que possuem a capacidade de reduzir
o0 risco cardiovascular, a exemplo de nutrientes antioxidantes, selénio e polifendis. Nesse
sentido, os antioxidantes dietéticos individuais se destacam, pois estdo inversamente
associados ao risco de desenvolvimento da aterosclerose (MAUGERI et al., 2019). A referida
competéncia esta relacionada a possibilidade de eliminar eficientemente as EROs, antes de
iniciar o dano oxidativo de biomoléculas como enzimas, acidos nucléicos, lipidios e
lipoproteinas (KARAKILCIK et al., 2014).

Neste ambito, o acido ascorbico, conhecido como vitamina C, atua como um cofator
para varias reacOes catalisadas por enzimas, incluindo a hidroxilacdo de prolina e lisina,
processo essencial na facilitacdo da conversdo do colesterol em acidos biliares; possibilitando
ainda a menor concentracdo de colesterol no sangue (CHAMBIAL et al., 2013). Outro possivel
mecanismo que envolve a acao da vitamina C, como antioxidante, é a inibicdo da oxidacdo da
LDL-C, uma vez que, nessa situacdo, a vitamina C facilita sua ligacdo e sua captacdo pelos
receptores de LDL-C nos hepatécitos (MCRAE, 2008).

Nesse contexto, foi identificado que o maior consumo de vitamina C esta associado ao
risco reduzido de DCV (WANG; CHUN; SONG, 2013). No estudo de Aptekmann e Cesar
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(2013) constatou-se que consumidores de suco de laranja - produto rico em flavanonas e
vitamina C - que engeriram 480 ml/dia no decorrer do prazo, maior ou igual a 12 meses,
apresentaram niveis séricos mais baixos de CT, LDL-C, apo B e relacdo LDL/HDL; além de
melhora nos valores de folato na dieta, em relagdo aos ndo consumidores do produto.

Contrariamente, na revisao sistematica de ensaios clinicos randomizados, realizada por
Ashor et al. (2016), a suplementacdo de vitamina C (mediana de 1000 mg / dia), absorvidas
por adultos, no decorrer de > 2 semanas, ndo alterou significativamente a concentragdo de
lipidios no sangue. No entanto, analises de subgrupo mostraram que a suplementacdo de
vitamina C reduziu, significativamente, os lipidios sanguineos de individuos que apresentaram
dislipidemia ou baixo status basal de vitamina C.

Outro fitoquimico visto como sendo de alto potencial benéfico a saide é a vitamina E.
Figurando como a principal vitamina lipossolivel, presente no plasma e na particula da LDL-
C, ela pode se apresentar em quatro isoformas (alfa, beta, gama e delta), existente
principalmente em dois subgrupos: Tocoferol e Tocotrienol (HONARBAKHSH;
SCHACHTER, 2009). O o-Tocoferol (a-TC) € a forma biologicamente mais ativa,
predominante encontrada no sangue (AZZINI et al., 2011) e a mais estudada até 0 momento; €
encontrada em Oleos vegetais, azeitonas e nozes. Seu efeito anti-hipercolesterolémico,
antiobesidade, sua atividade antioxidante (WONG et al., 2017) e sua funcdo de protecdo da
toxicidade de células-B, ja foram evidenciados em pacientes com DMT2 (SUKSOMBOON;
POOLSUP; SINPRASERT, 2011).

Nesse sentido, no estudo de coorte, realizado por Peddinti et al. (2017), com
seguimento dos colaboradores na pesquisa durante 10 anos, foi considerado que a reducgéo do
a-tocoferol € um progressor da DMT2, cujo perfil metabdlico pode ser constatado anos antes
do desenvolvimento dessa patologia.

Stampfer, em 1993, observou que pessoas que consomem vitamina E apresentam menos
chance de adquirir DCV; desse modo, foi sugerido que o papel benéfico da vitamina E, na
dislipidemia e no ténus vascular, esta relacionado a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB),
cuja funcdo € promover a inibicdo da oxidacdo da LDL-C e da apoptose endotelial vascular;
exercendo, desse modo, uma acdo contra a vasodilatacdo prejudicada (KUWABARA et al.,
2014).

Também ja foi descrito que o consumo desta vitamina aumentou a atividade de
Arilesterase, ao diminuir a metilagdo do gene PON1 (paraoxonase-1) (de la IGLESIA et al.,
2013). Esta atividade estd ligada ao gene da PONL1 e é conhecida por proteger as lipoproteinas
da oxidacdo e fornecer defesa contraa SM e DCV (KIM et al.,, 2013; KUMAR; RIZVI, 2014).
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No estudo de Alcala et al. (2015), o uso da suplementacdo de a-TF na quantidade de
150 mg /kg, duas vezes por semana, em ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica,
reduziu o estresse oxidativo e a inflamacdo, melhorando a sensibilidade a insulina e a
hipertrigliceridemia. O consumo de a-TF também demonstrou reduzir a peroxidacdo lipidica e
regular negativamente TNF-a ¢ PCR, sugerindo um papel potencial na melhoria do estado
redox e na resposta inflamatdria em pacientes com SM (DEVARAJ et al., 2008). Além disso,
a vitamina E medeia a reducdo da expressao de Interleucina 6, por nivel de citocina pré-
inflamatoria, em pacientes com SM, exercendo um efeito benéfico na inflamagao crénica e suas
complicag6es relacionadas (WONG et al., 2017).

De forma suplementar, o estudo de Rashidi et al. (2017) apontou que a vitamina E
apresentou efeitos anti-aterogénicos e previniu a aterosclerose. No entanto, foi observado, em
uma meta-analise, que o consumo de vitamina E, suplementada em quantidades maiores que
400 U/dia, por pacientes adultos, acometidos por doencas crénicas, aumentou a mortalidade
por todas as causas (MILLER et al., 2005).

No que se refere a vitamina A, sabe-se que este € um termo genérico utilizado para
cobrir uma grande quantidade de compostos relacionados (THEODOSIOU; LAUDET,;
SCHUBERT, 2010). Esta vitamina ¢ seus derivados, como o ¢ B-caroteno, sao necessarios ao
longo da vida e regulam diversos processos incluindo reproducdo, embriogénese, Vviséo,
crescimento, diferenciacéo celular e proliferacdo, manutencédo da integridade celular epitelial e
funcdo imunoldgica (DUESTER, 2008). Além disso, o B ¢ a-caroteno protege contra fatores
genotoxicos ambientais que causam a producédo de EROs (BRAICU et al., 2017).

O B-caroteno figura como a principal fonte de vitamina A, na dieta humana; quando
ingerido, é envolvido em lipoproteinas, predominantemente na LDL-C, e transportado para
diferentes locais dentro do corpo; inclusive para o figado e tecidos em desenvolvimento. No
figado, pode ser armazenado ou metabolizado em retindides (vitamina A e seus derivados)
(SHETE et al., 2016).

O acido retindico, forma conhecida por afetar o fen6tipo do gene, é um agente potente,
capaz de induzir alteracbes e modificacGes epigenéticas, capazes de produzir varios efeitos
sobre o fendtipo; dentre eles, influenciar a metilacdo do DNA, de forma global e genética
(THEODOSIOU; LAUDET; SCHUBERT, 2010). A vitamina A, "In vitro", pode induzir a
diferenciacdo de ceélulas-tronco embrionarias humanas, em tipos de células especificas
(GUDAS; WAGNER, 2011). Um exemplo desse processo ocorre com o gene THY1, o qual

realiza um papel fundamental na manutengdo do estado indiferenciado das células estaminais
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embrionarias. Para tanto, ele € hipermetilado e baixo regulado, em resposta ao tratamento com
acido retindico (BAR-EL DADON; REIFEN, 2017).

Estudos em animais e humanos tém demonstrado o efeito da ingestao de alimentos ricos
em vitamina A no perfil lipidico. No estudo de Aquino et al. (2015), ratos saudaveis,
alimentados com dieta acrescida de dleo de buriti refinado - fonte importante das vitaminas
antioxidantes A e E - apresentaram reducdo do CT (até 60,27%), LDL (64,75%), TG (55,47%),
em relacdo aos alimentados com dieta adicionada de dleo cru (soja). Segundo o autor, esse
efeito foi atribuido a maiores quantidades de retinol sérico e hepatico e tocoferol; no caso, duas
a trés vezes superiores nos grupos, que receberam o 6leo de buriti bruto e refinado por 28 dias,
em comparagéo ao grupo controle.

Em humanos, no estudo de Petrogianni et al. (2014), no qual foram utilizados a
fortificacdo extra de leite com fitoesterol e com vitamina A, foi considerado que houve redugéo
nos niveis de CT, LDL-C e apo-B e, ao mesmo tempo, no nivel de betacaroteno plasmatico;
situacdo que geralmente ocorre apds ingestdo de esterOis vegetais ou de estanois.
Adicionalmente, o uso da astaxantina, um carotendide derivado de animais marinhos,
promoveu a reducdo da peroxidacdo da LDL-C; além da melhora dos perfis lipidicos no sangue
e da capacidade de fluxo sanguineo (EGGERSDORFER; WYSS, 2018).

O folato (vitamina B9) e a cobalamina (vitamina B12) sdo coenzimas importantes no
metabolismo da Hcy. Constatou-se que existe uma correlacéo negativa entre a ingestao de folato
e a concentracdo de Hcy (LEE; HONG; SHIN, 2018). Nessa circunstancia, a vitamina B9, além
de ser antioxidante, ¢ considerada essencial em muitas funcGes fisiologicas, tais como:
processos de proliferacéo e diferenciacdo celular; replicacdo de DNA; angiogénese e reacoes
de metilacdo, através do metabolismo de um carbono. A forma ativa do folato é tetrahidrofolato,
nessa forma colabora com a producéo de purinas, pirimidinas e também na remetilacéo de Hcy
em metionina (GLIER; GREEN; DEVLIN, 2014).

A deficiéncia da vitamina B12 mantéem o folato na forma de 5-metiltetrahidrofolato,
situacdo que o impede de participar de outras reacdes metabolicas (GLIER; GREEN; DEVLIN,
2014). Além do mais, um consumo alimentar deficiente em doadores de grupos metil e
cofatores, do ciclo da metionina-homocisteina, reduzem a metilacéo e a regulacéo da expressao
de genes envolvidos na absorcdo de AGL e na sintese dos TG, promovendo, desse modo,
doenca hepética gordurosa e, presumivelmente, DCV (POGRIBNY; BELAND, 2009).

Estudiosos demonstraram que niveis de folato e de vitamina B12 reduzidos conduzem
a um aumento da Hcy e estresse oxidativo (MEHENDALE et al., 2008; KULKARNI et al.,

2011). No estudo de Kemse, Kale e Joshi (2014) foi observado que a suplementacdo combinada
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de micronutrientes, a exemplo do folato e da vitamina B12, em modelo de rato hipertenso,
reduziu a PA, a inflamac&o e o estresse oxidativo. Em outro estudo realizado em camundongos,
0 &cido folico, a vitamina B12 e a vitamina E desempenharam um papel fundamental na
antagonizacao do estresse oxidativo, funcionando como um eliminador direto de radicais livres
toxicos, inducdo de enzimas antioxidantes, aumento da resposta inflamatdria / imune,
modulagéo dos sistemas de reparo do DNA, e das vias de transducéo de sinal (REMELY et al.,
2017).

No que diz respeito a vitamina B12, Koufakis et al. (2017) avaliaram o efeito geral do
jejum religioso — restricdo a alimentos de origem animal, produtos lacteos e ovos e, consumo
de peixe, frutos do mar e azeite - no perfil lipidico. Observaram que houve uma reducdo na
ingestéo dietética de vitamina D e B12 e de minerais como o célcio; entretanto, houve melhora
do perfil lipidico, apontando reducédo do CT e nos niveis de LDL-C.

Outro componente que pode contribuir para diminuir o risco cardiovascular e reduzir a
peroxidacédo lipidica - inibindo a inflamagdo e melhorando o perfil lipidico do sangue -, é 0
aumento da ingestdo de selénio (Se) (RAVN-HAREN et al., 2008). A diminuicdo da oxidacéo
da LDL-C no plasma, em sujeitos sob estresse oxidativo (HUSSEIN; ROSENBLAT; REFAEL,
1997), por meio da ingestdo do suplemento Se (200 mg / d por 3 meses) ja foi relatado. Uma
explicacdo para esse efeito, esta no fato do Se ativar o sistema da glutationa reduzida e diminuir
a oxidacdo lipidica, possivelmente reduzindo o risco de DCV (RAVN-HAREN et al., 2008).

No entanto, no estudo SU.VI.MAX onde os sujeitos foram suplementados com baixas
doses de antioxidantes, incluindo Se (100 mg/dia, por 7,5 anos), observou-se que ndo houve
melhora no perfil lipidico. Ao contréario, os resultados sugerem uma prevaléncia de
hipertrigliceridemia, em homens suplementados, e de hiperlipidemia em mulheres
suplementadas (HERCBERG et al., 2005).

2.6.2 Consumo de Gorduras

Atualmente, niveis lipidicos elevados, sdo comuns na populacdo dependente de fast
food, devido a adocdo de habitos alimentares pouco saudaveis, 0s quais compreendem alta
ingestdo de alimentos gordurosos e de baixo teor de fibra na dieta (GARG et al., 2018). Nesse
sentido, foi estabelecido que a reducdo dos niveis de lipidios aterogénicos, dentro da margem
aceitavel, diminuem a mortalidade e morbidade cardiovascular (MUNSHI; JOSHI; RANE,
2014).
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Nessa perspectiva, 0 consumo da dieta vegetariana, no estudo de Jin et al. (2018), foi
associado com menor IMC, gordura visceral, CT e LDL-C, glicose em jejum, resisténcia a
insulina, chance reduzida de acimulo de gordura no figado e calcificacdo da artéria coronéria,
independente das caracteristicas sociodemograficas e qualidade da dieta; indicando, portanto,
efeito protetor sobre a salde. Em contrapartida, a ingestdo dietética rica em gorduras, a longo
prazo, pode levar a disturbios na sintese e secrecdo de TG e CT. Este desequilibrio no
metabolismo lipidico resulta em aumento do TG, CT e LDL-C, promovendo o risco de doenca
vascular (LAMANTIA; SNIDERMAN; FARAJ, 2016; WU et al., 2018).

A anormal espessura da camada intima-media de carétidas foi encontrada em pacientes
com transplante hepético, que se apresentava, ao mesmo tempo, com sobrepeso e dinapemia.
Estes foram associados a niveis mais elevados de LDL-C, PCR e maior consumo de &cidos
graxos saturados (AGS) e de acidos graxos trans (AGT) (ALVES et al., 2018).

Nesse contexto, o principal mecanismo subjacente, relacionado ao aumento do risco de
DCV do consumo de AGT, é o aumento da LDL-C e lipoproteina (a), diminui¢cdo no HDL-C,
inflamacdo aumentada e efeitos adversos na funcdo vascular (NESTEL, 2014). Estudo
prospectivo como o de Mozaffarian; Aro e Willett (2009) sugerem uma tendéncia quase linear
na relagéo entre o consumo de AGT e a concentracdo da LDL-C. Nesse sentido, o limite inferior
a 1% ingestdo de gordura proveniente de AGT foi estabelecido para prevencdo da DCV
(ALLISON et al., 1999).

Quanto ao consumo de acidos graxos saturados, ha evidéncias consistentes que o seu
consumo na dieta aumenta as concentragdes de LDL-C (LOVEGROVE; HOBBS, 2016). Além
disso, estudos como o de Souza et al. (2015) e Kim; Keogh e Clifton (2018) confirmaram que
baixos niveis de AGS e altos niveis de acidos graxos insaturados, e compostos bioativos -
polifenois, carotendides, fitoesterois, fibras e minerais - podem contribuir para a protecao
cardiaca, através da melhora do controle glicémico, do perfil lipidico, do peso, da PA, da funcédo
endotelial, do estado oxidativo e antioxidante e, por fim, da acdo anti-inflamatoria.

Diante desse contexto, a Associacdo Americana do Coracdo recomenda a reducdo do
consumo das quantidades de AGS na dieta, e estimula 0 aumento da ingestéo de acidos graxos
monoinsaturados e poli-insaturados (SACKS et al., 2017). No entanto, existem evidéncias que
diferentes alimentos ricos em AGS demonstraram produzir efeitos diferenciais, no risco para
DCV, em virtude da sua composicao nutricional (LOVEGROVE, HOBBS, 2016). Umexemplo
desta situagdo sdo estudos prospectivos e metandlises que visaram examinar a relagdo entre o
consumo de leite e produtos lacteos e o risco de DCV. O consumo destes, desassociado da

ingestdo da manteiga, ndo esta relacionado a efeitos prejudiciais na mortalidade por DCV ou
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por biomarcadores de risco que incluem a LDL-C (LIVINGSTONE et al., 2013; BENATAR,;
SIDHU; STEWART, 2013; ENGEL; THOLSTRUP, 2015).

Sabendo-se disto, é importante destacar que nem todas as classes de AGS apresentam
0s mesmos efeitos nos lipidios sanguineos. A ingestdo alta na dieta de acido laurico (C12: 0),
miristico (C14: 0) e palmitico (C16: 0) demonstraram elevar LDL-C e CT no soro; enquanto o
acido estearico (C18: 0) tem impacto minimo; devido, em parte, a sua absor¢do mais limitada
(KRIS-ETHERTON et al., 2005).

Quanto as gorduras insaturadas, foi observado relagdo do seu consumo com a
diminuigéo do risco de SM, obesidade, DMT2, HAS e DCV (LOPEZ-MIRANDA et al., 2010;
WIDMER et al., 2015). Desse modo, em meta-analise de ensaios clinicos randomizados,
realizada recentemente, foi identificado que o consumo do 6leo de canola - rico em gordura
monoinsaturada - por mais de 30 dias, promoveu um efeito global significativo no TG e LDL-
C, comparado ao 6leo de girassol e gorduras saturadas (GHOBADI et al., 2019).

Em relacdo ao &cido graxo dmega-6, encontrado em Oleos vegetais, foi demonstrado que
0 mesmo possui caracteristicas passiveis de reduzir o risco de DAC, uma vez que apresenta
efeitos benéficos no CT sérico, LDL-C e na sensibilidade a insulina (PATTERSON et al.,
2012); por sua vez, em estudos realizados com o0 émega-3 poliinsaturado, derivado de peixe,
foi identificado que houve diminuiucdo dos TG, e aumento do HDL-C. Isto porque ele esta
associado ao transporte de colesterol reverso mais eficiente e por promover um risco reduzido
de DAC (ISO et al., 2006; WALL et al., 2010).

No estudo de Mortazavi et al. (2018) o uso da suplementacdo de acidos graxos 6mega-
3 - 4 g (Acido Eicosapentaenoico (EPA): 720 mg e Acido Docosahexaenoico (DHA): 480 mg)
por dois meses, em individuos do sexo masculino com DCV, diminuiu os niveis séricos de
LDL-C e de concentracBes de PCR-us. Nesse contexto, Wei; Jacobson (2011) hipotetizaram
que o DHA leva a uma maior ativacdo da LpL; possibilitando, desse modo, o aumento da
depuracédo de TG, através da conversdo da VLDL-C em LDL-C.

No entanto, em estudos de revisao recente, foi observado que a suplementa¢do com o
O6mega-3 de cadeia longa, aumentou os niveis de LDL-C; entretanto, esse aumento foi contatado
principalmente nas particulas de grande flutuabilidade, que sdo consideradas menos
aterogénicas do que as particulas de LDL-C, pequenas e densas. A referida suplementacéo,
pode, ainda, promover efeitos anti-inflamatorios, como a reducéo nas moléculas de adeséo -
molécula de adesdo intercelular e molécula de adesdo celular vascular 1-, e tambem de
leucotrienos (THOTA et al., 2018).
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Dentre os alimentos que possuem atributos composicionais, capazes de promover a
manutenc¢do de niveis saudaveis de lipidios no sangue, destacam-se as améndoas e as nozes. As
améndoas quando expressas numa base de 100 g, contém cerca de 45 a 54 g de gordura,
apresentam quantidades relativas de &cidos graxos poli-insaturados, monoinsaturados e AGS
de9al5,25a36e3abg, respectivamente (YADA; HUANG; LAPSLEY, 2013). Além disso,
pode conter pequenas quantidades de esterdis, vitaminas e minerais. Contudo, na literatura
consultada, resultados acerca do efeito da sua ingestdo em alteragcdes no perfil lipidico sdo
inconclusos. Na Meta-anélise baseada em cinco estudos controlados randomizados, observou-
se que o consumo de améndoas ndo afetou significativamente a LDL-C, HDL-C e TG ou a
relagdo LDL/ HDL (PHUNG et al., 2009). Pelo contrério, na revisdo sistematica realizada por
Musa-Veloso et al. (2016) a ingestdo de améndoas foi associada a reducdes significativas no
CT, LDL-C e triacilglicerois, todavia ndo apresentou efeito sobre o HDL-C.

Em relagio ao consumo de nozes — produto composto de acidos graxos
monoinsaturados, &cidos graxos poli-insaturados, fibra, arginina e magnesio além de compostos
bioativos - no estudo de revisdo realizado pelos pesquisadores Kim; Keogh e Clifton, (2018),
foi observado efeitos favoraveis sobre o CT (reducdo de 0,28 a 0,021 a mmol / L de 8
metanélises de intervencgdes), a LDL-C (reducéo de 0,26 a 0,017 a mmol / L de 8 meta-analises
de intervencdes) e a funcdo endotelial (0,79 a 1,03% de aumento na dilatacdo, mediada por
fluxo a partir de 4 metanalises de intervencdes). Além desses efeitos, em uma meta-analise,
contendo dose-resposta de 61 ensaios de intervencdo controlados, Del Gobbo et al. (2015)
apontaram efeitos favoraveis na apoB e nos triacilglicerois. Os mais significativos foram
observados com ingestdo de 60 g / dia de nozes em individuos com DMT2.

Quanto ao consumo de colesterol dietético, estudos tém sido realizados com o objetivo
de observar os efeitos do consumo de determinados alimentos nos valores séricos de colesterol.
Na pesquisa, realizada por Pearce, Clifton e Noakes (2011), foi investigado o efeito de uma
dieta hipoenergética, realizada com alto teor de colesterol, proveniente de duas fontes
diferentes: um grupo consumia dois ovos/ dia, enquanto 0s outros participantes substituiram os
ovos por 100 g de proteina animal magra. Apds 12 semanas, a LDL-C e a Hcy permaneceram
inalterados e houve aumento de folato, luteina e HDL-C de 1%, associado a reducdes de 3% de
DCV, no grupo que consumiu o ovo, de forma mais eficaz, do que uma dieta contendo fontes
animais alternativas isoenergéticas. Segundo o autor, no contexto de uma dieta com alto teor de
proteinas e pouca quantidade de AGS, dois ovos por dia ndo afetaram negativamente os perfis

lipidicos no sangue em individuos com DMT2.
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De forma suplementar, na intervencéo realizada por Kishimoto et al. (2016), com
catorze individuos saudaveis, do sexo masculino, que consumiram um ovo cozido no café da
manhd, durante 4 semanas, foi observado que, no final da intervencgdo, os niveis de lipidios
séricos dos individuos ndo foram alterados; apesar do aumento significativo na ingestdo de
colesterol dietético. Em contrapartida, os niveis de LDL-C modificada (MDA-LDL) e a
suscetibilidade oxidativa da LDL-C foram significativamente reduzidos; além disso, 0s niveis
séricos de &cido folico aumentaram consideravelmente ap0s a intervencao.

E importante destacar que estudiosos mostraram que dieta rica em colesterol, consumida
por animais, promoveu disfuncdo hepética, remetilacdo da Hcy e aberracfes em reacfes de
metiltransferase (DAHLHOFF et al., 2013; PACANA et al., 2015). Nesse sentido, os resultados
desses estudos sugerem a necessidade de uma dieta balanceada e diversificada em quantidades
adequadas de nutrientes, pois como ja foi descrito, a depender dos habitos alimentares dos
individuos, os constituintes dos alimentos podem prevenir ou predispor alteracbes nas
concentragdes de LDL-C.

Assim, tendo o entendimento que fatores como o consumo alimentar, estado
inflamatério e de estresse oxidativo, e o perfil de metilacdo de genes envolvidos no
metabolismo lipidico dentre outros fatores, podem influenciar e prever modificacbes nas
concentracdes de LDL-C, estudos nesse ambito sdo de suma importancia no entendimento da
patogénese de doencas cronicas, como a DCV. Para tanto, resultados de estudos analisados nao
se aplicam ao do presente estudo, inédito, quanto a interferéncia desses parametros, acima

citados, nas concentracdes de LDL-C calculadas por diferentes estimativas.


https://www.sinonimos.com.br/interferencia/
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3 ABORDAGEM METODOLOGICA

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal vinculado a uma pesquisa de base populacional
intitulada “II Ciclo de Diagnostico e Interven¢do da Situagdo Alimentar, Nutricional e das
Doencas ndo Transmissiveis mais Prevalentes da Populagdo do Municipio de Jodo Pessoa/PB”
(I DISANDNT/PB) (COSTA et al.,, 2014/2016), financiado pela FAPESQ/MS/CNPQ e
aprovado através do edital 001/2013, cuja coleta foi realizada no periodo de maio de 2015 a
maio de 2016, o qual gerou um banco de dados representativo da populagdo de Jodo Pessoa

para todas as faixas etarias e niveis socioecondémicos.

3.2 QUESTOES ETICAS

O protocolo de pesquisa ao qual estd vinculado o presente estudo, foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), sob o protocolo n°® 0559/2013, setor responsavel por regular as
normas éticas para pesquisa envolvendo seres humanos; constantes da Resolucao 466, de 12 de
dezembro de 2012, do Conselho Nacional da Satide/Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(ANEXO A).

Para o presente estudo, apdés a identificacdo do domicilio das quadras sorteadas
localizadas nas zonas leste e oeste do municipio de Jodo Pessoa, 0s pesquisadores apresentaram-
se aos moradores, informando o objetivo do estudo e solicitando a participacdo na pesquisa.
Para tanto, foram respeitadas as diretrizes éticas que regem as pesquisas com seres humanos,
sendo a validacdo da inclusdo dos individuos, residentes nos domicilios selecionados para a
pesquisa, formalizada mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) pelos referidos colaboradores. (APENDICE A).

3.3 PROTOCOLO AMOSTRAL

Para realizacdo desse estudo de base populacional, realizou-se o calculo de uma
amostragem representativa para o grupo etario de adultos, das zonas Leste e Oeste do municipio
de Jodo Pessoa, utilizando informagdes fornecidas pela prefeitura, como mapa do municipio,
namero de quadras por bairro (Figura 2) e dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2010).
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Para a realizacdo do célculo da casuistica, utilizou-se um procedimento amostral Unico,
composto em niveis. Em um primeiro nivel, utilizou-se uma amostragem estratificada
(COCHRAN, 1977) sobre as quadras, dada a heterogeneidade da variavel "renda" e a relacdo
existente entre renda, prevaléncia de doencas e nutricdo (KAC; SICHIERI; GIGANTE, 2007).
Neste, classificou-se 0s bairros das Zonas leste e Oeste do municipio por classe de renda em 4
estratos, segundo informagdes obtidos junto ao IBGE, (2010). Os critérios utilizados para a
estratificacdo encontram-se no quadro 1, e a estratificacdo dos bairros por renda com desvio
padréo e peso de cada estrato, observa-se no quadro 2.

Figura 2. Mapa utilizado no sorteio de quadras, Jodo Pessoa/PB

Fonte: Prefeitura Municipal de Jodo Pessoa-PB.

Quadro 1. Critérios para estratificacdo final da amostra

CRITERIOS PARA ESTRATIFICACAO ESTRATIFICACAO FINAL
(4 ESTRATOS) (4 ESTRATOS)
Até 2,5 salarios minimos* Estrato 1: bairros de até 2,5 salarios minimos
Até 5 salarios minimos Estrato 2: bairros de 2,5 até 5 salarios minimos
Até 10 salarios minimos Estrato 3: bairros de 5 até 10 salarios minimos
Maior que 10 salarios minimos Estrato 4: bairros com mais de 10 salarios minimos

Fonte: 1l DISANDNT/JP (COSTA et al., 2014/2016) *O valor do salario minimo foi de R$510,00, de
acordo com o Ministério do Trabalho e Emprego (2010).
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Apos a estratificacdo, calculou-se o tamanho da amostra, com base no célculo proposto
por COCHRAN (1977), para amostras estratificadas, ou seja, 0 n de quadras representativas

por zona utilizando a formula abaixo:

_ (Zg=1 WhUh)2
n= e—z

e H é 0 nimero de camadas que dividimos a amostra e h é um indice que se refere a um
estrato concreto.

e ¢ = B/z éamargem de erro aceita, sendo B 0 erro maximo desejado.

e Wh € 0 peso que o estrato tem na amostra (tamanho do estrato a respeito do total da
amostra). Se falamos sobre amostra estratificada proporcional, cada Wh ¢ igual a
proporcdo que esta camada representa na populagdo. Se tratamos da amostra
estratificada 6tima, cada Wh se calcula em funcéo da disperséo dentro de cada camada.

e 0, € 0 desvio padréo da variavel-objeto em cada estrato h.

Ap0s a obtencdo do tamanho da amostra, foi calculado o peso de cada estrato, denotado
pelo simbolo Wh, e distribuido a amostra proporcionalmente, conforme quadro 4, obtendo-se
assim, o n de quadras por zona, de acordo com seu estrato. Para obter 0 peso de cada estrato,
utilizou-se a seguinte formula (SILVA; MORAES; COSTA, 2009):

Wh_Nh
N

Desse modo, pode-se calcular a amostra por zona (quadro 3), a partir da formula
abaixo descrita:

nh=whn

Como observa-se no quadro 2, na zona leste, nenhum bairro se enquadrou no estrato 1
e na zona oeste nenhum bairro se enquadrou no estrato 4.

Desse modo, o total de bairros que foram visitados, correspondentes as zonas leste e
oeste do municipio de Jodo Pessoa foi de 24; totalizando 2961 quadras, com uma estimativa de
visitas realizadas em 105 quadras (Quadro 3). Depois de definido o nimero de quadras a serem
amostradas, para cada bairro (Quadro 4), realizou-se o0 sorteio das mesmas. Para tanto, fez-se

necessario 0 mapa do municipio, constando as quadras numeradas. Para o sorteio foi gerado



nameros aleatérios com distribuicdo uniforme,

pseudoaleatorios, no software Core R Development Team (2006).

Quadro 2. Estratificacdo dos bairros por renda com desvio padrao
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utilizando um gerador de ndmeros

Zona Estrato Quadras Totais* Bairros Sh Wh
LESTE 2 177 2 101.1163 0.0196165
LESTE 3 402 5 14.7309 0.0445528
LESTE 4 1083 9 83.1941 0.1200266
OESTE 1 569 4 92.3594 0.0630611
OESTE 2 577 3 145.5690 0.0639477
OESTE 3 153 1 0.0000 0.0169567

! De acordo com o IBGE (2010). Fonte: 11 DISANDNT/JP (COSTA et al., 2014/2016). Abreviages:
Sh: desvio — padrdo/ Wh: peso de cada estrato.

Quadro 3. Célculo da estimativa do tamanho da amostra, por zona

Zona Quadr'as Bairros sh Wh Numero de quadras
Totais por Zona
LESTE 177 2 101.1163 0.0196 7
LESTE 402 5 14.7309 0.0445 14
LESTE 1083 9 83.1941 0.1200 38
OESTE 569 4 92.3594 0.0630 20
OESTE 577 3 145.5690 0.0639 20
OESTE 153 1 0.0000 0.01695 6

Fonte: 11 DISANDNT/JP, (COSTA et al., 2014/2016). Abreviag6es: Sh: desvio — padrao/ Wh: peso de

cada estrato.

A quadra sorteada serviu de referéncia para a selecdo dos domicilios a serem visitados

na execucdo da pesquisa. O numero de quadras, observado no Quadro 3, foi arredondado, de

forma que a soma das quadras de cada estrato ndo fosse inferior ao obtido anteriormente (105

quadras), apresentando a significancia adotada de 0,05. Observou-se também que alguns bairros

estdo juntos, pois a divisdo tomou como referéncia a mesma utilizada nos mapas da prefeitura

do municipio de Jodo Pessoa. Apo6s conclusdo do procedimento de campo foram computados

0S nmeros de quadras visitadas e 0 namero de domicilios visitados, conforme figura 3 e 4
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Quadro 4. Amostra de quadras por bairro, nimero de quadras sorteadas por bairro e zonas
visitadas

NUMERO DE
BAIRRO ESTRATO QUADRAS ZONA

SORTEADAS
PONTA DO SEIXAS 4 1 LESTE
PENHA 2 1 LESTE
AEROCLUBE 4 4 LESTE
BESSA 3 6 LESTE
JD. OCEANIA 4 12 LESTE
PORTAL DO SOL 4 2 LESTE
TAMBAU 4 2 LESTE
TAMBAUZINHO 4 2 LESTE
CABO BRANCO 4 4 LESTE
ALTIPLANO 3 2 LESTE
MANAIRA 4 9 LESTE
MIRAMAR 4 4 LESTE

SAO JOSE + BRISAMAR+ JOAO

AGRIPINO 3 6 LESTE
CASTELO BRANCO 2 4 LESTE
TRINCHEIRAS 2 3 OESTE
ALTO DO MATHEUS 1 5 OESTE
OITIZEIRO 1 10 OESTE
VARJAO 1 2 OESTE
CRISTO REDENTOR 2 10 OESTE
CRUZ DAS ARMAS 2 7 OESTE
JAGUARIBE 3 6 OESTE
ILHA DO BISPO 1 3 OESTE

Fonte: 1l DISANDNT/JP (COSTA et al., 2014/2016).

3.4 POPULACAO E AMOSTRA

Visto que a populacdo de adultos, nas zonas leste e oeste da cidade de Jodo Pessoa é
superior a 10.000 - conforme dados do Censo Demografico do IBGE em 2010 - e a fracdo
amostral € menor que 5%, ndo € necessario o fator de correcao de populacéo finita. Dessa forma,
a definicdo da amostra minima necessaria para que 0s estimadores dos parametros
populacionais tenha um nivel de confiabilidade de 95% - equivalente a um valor critico
tabelado, Z,,, de 1,96) foi realizada utilizando o seguinte procedimento de calculo
(BOLFARINE; BUSSSAB, 2005):

. 6%Zy,
TR
Logo:
. 2.601,93% x 1,962

_ ~ 236
n 3322
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em que: n* é 0 menor tamanho que pode ter uma amostra, para que a estimativa apresente ao
nivel de 95% de confianca, resultando em um desvio igual ou inferior ao erro tolerado (E); o
erro maximo (E) admitido é de 15% do valor médio da renda dos adultos das zonas leste e oeste
obtidos pelo “Primeiro ciclo de diagndsticos e intervengdo da situagdo alimentar, nutricional e
das doencas ndo transmissiveis mais prevalentes da populagdo do municipio de Jodo Pessoa/PB
- I DISANDNT/JP”( 07/2008-01/2010); 6 = desvio-padréo do valor da renda dos adultos das
zonas leste e oeste da cidade obtido, no | DISANDNT/JP.

Considerando que a média da renda dos individuos adultos, moradores das zonas leste
e oeste - obtidas no banco de dados do | DISANDNT/JP (07/2008-01/2010) - foi de R$
2.213,26; observou-se que 0 desvio padrdo de R$ 2.601,93, e margem de erro de R$ 3320,00
na renda da amostra minima de adultos pessoenses, situados nas zonas leste e oeste -
estatisticamente representativa com o nivel de confianca de 95% - foi de no minimo 236
adultos.

Para o presente estudo, a amostra total foi composta por 266 individuos, sendo que,
respeitando o protocolo metodologico do presente estudo, 30 individuos foram excluidos,

restando um total de 236 individuos.

3.4.1 Critérios de inclusdo

e Individuos de ambos os sexos de faixas etarias entre 20 — 59 anos;
e Individuos de diferentes condigdes socioecondmicas;

e Individuos usudarios ou ndo de medicamentos.

3.4.2 Critérios de exclusdo

Individuos excluidos do banco original do 11 DISANDNT/PB:

e Individuos com disturbios neuropsiquitricos;

e Individuos usuarios de suplemento de polivitaminicos, minerais, anorexigenos e
anabolizantes;

e gestantes e lactentes ;

Para o presente estudo, foram excluidos também:

e Individuos com ingestdo de calorias menor que 700Kcal;

e Individuos com triglicerideos acima de 400mg/dL;

e Individuos com suplementacdo de 6mega-3.
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Figura 3. Diagrama dos calculos para defini¢cdo da amostra da Zona leste do municipio de

Jodo Pessoa.
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3.5 COLETA DE DADOS

As visitas domiciliares e a aplicacdo dos questionarios (ANEXO B) da pesquisa foram
realizadas por equipes de pesquisadores, graduandos dos Cursos de Nutricdo, mestrandos e
doutorandos do Programa de Pds Graduagdo em Ciéncias da Nutricdo (PPGCN) da UFPB.
Ambos foram treinados antes do inicio da coleta de dados e também participaram da realizacdo
do estudo piloto, conforme o protocolo descrito na figura 5.

As equipes treinadas, apds reconhecerem a quadra sorteada, foram instruidas a selecionar
todos os domicilios da quadra. As quadras que ndo apresentaram residéncias e as residéncias
em que 0S responsaveis ndo aceitaram participar da pesquisa foram computadas e resorteadas
aleatoriamente posteriormente, de modo a minimizar perdas.

Em cada residéncia sorteada, todos os individuos adultos, na faixa etaria entre 20 — 59
anos, foram convidados a participar da pesquisa, por meio de aplicacdo dos questionarios de
caracterizacdo socioecondémica e demografica (ANEXO C), caracterizacdo epidemiologica
(ANEXO D), avaliacdo do consumo alimentar (ANEXO E) e nutricional (ANEXO F),

avaliacdo bioquimica e niveis de metilacao.
3.6 AVALIACAO ANTROPOMETRICA

As medicdes de peso e altura foram realizadas em triplicado, e utilizou-se a média dos trés
valores. A Organizacdo Mundial da Satde recomenda os seguintes pontos de corte do IMC para
classificar o estado de peso em adultos de 20 a 59 anos de idade: <18,5 kg / m? (baixo peso);
18,5-24,9 kg / m? (peso normal); 25.0- 29,9 kg / m? (excesso de peso); 30.0-39.9 kg / m?
(obesidade); e >40 kg / m? (extremamente obesos) (WHO, 2000).

O indicador utilizado para determinar o estado de obesidade abdominal foia CC, segundo
a Associacdo Americana do Coracéo 0s pontos de corte para mulheres é de : >88 cm e para
homens: >102 cm (GRUNDY et al., 2005).

3.7 AVALIACAO DO CONSUMO ALIMENTAR

Um dos métodos de inquérito, utilizado para verificar o consumo alimentar, é o
Recordatério 24 horas (R24h) (ANEXO D). Este método foi utilizado pela primeira vez por
Wiehl, em 1960, e consiste em quantificar todo o consumo de alimentos nas 24 horas anteriores

a entrevista ou durante o dia anterior (FERRO-LUZZI, 2002). Por ser de um método que
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descreve uma grande variedade de alimentos, 0 R24h é utilizado quando se deseja comparar a

média de ingestdo de nutrientes de diferentes populacdes.

Figura 5. Fluxograma da coleta de dados
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O R24 foi aplicado trés vezes, no intervalo de quinze dias, contemplando um dia do final
de semana. Para preenchimento do R24h, os individuos referiram dados que incluiam a hora, a
identificacdo do alimento, bebidas consumidas, e as caracteristicas detalhadas dos alimentos,
tais como: o tipo e os ingredientes que compdem as preparacdes, além da marca, da forma de
preparo e da identificacdo da quantidade consumida, considerando o tamanho da porcéo e as
medidas caseiras.

Foi utilizado um album de desenhos de alimentos, contendo medidas caseiras nas trés
dimens@es: pequena, média, grande e extragrande; desenhados com base no peso real do
consumo médio de alimentos validados para esta populacdo, com o objetivo de quantificar de
forma mais eficaz o tamanho das porg¢Ges consumidas, minimizando, dessa forma, as provaveis
deficiéncias de memoria dos individuos entrevistados (LIMA et al., 2008; ASCIUTTI et al.,
2005).

Os alimentos do R24h, por sua vez, foram transcritos e padronizados em um documento
auxiliar, onde todos os alimentos foram convertidos em gramas com auxilio do album de
porcdes média, produzido em tamanho real, baseado no programa Dietsys para estudo de base
populacional (ASCIUTTI et al., 2005). Quanto a preparacGes dos alimentos, estes foram
desmembrados segundo seus ingredientes e quantidades. Os alimentos foram avaliados e
convertidos em quantidades de calorias e de nutrientes, pelo software de Nutri¢cdo, Dietwin.
Este software conta com aproximadamente 5230 alimentos e receitas cadastrados de acordo
com a tabela TACO, 42 versdo, e a tabela DIETWIN, considerada uma compilacdo de varias
tabelas, como IBGE, USDA, CENEXA, Alemd, Repertorio Geral dos Alimentos e Fichas
técnicas de receitas.

Para melhor entendimento acerca das relacdes entre as estimativas de LDL-C, com o0s
niveis de metilacdo dos genes MTHFR, ADRB3, LPL e consumo alimentar, foram analisados
alimentos contendo nutrientes relacionados ao metabolismo lipidico, a inflamacdo e ao estresse
oxidativo, como colesterol, dmega 6, 6mega 3, acidos graxos poli-insaturado, monoinsaturado,
saturados, trans, calorias, carboidratos, proteinas, lipidios; além de teores de vitaminas A, C, E,
B12, betacaroteno, folato e selénio.

Para estimar o consumo habitual e corrigir a variancia intrapessoal, varios métodos
estatisticos estdo disponiveis. Nesse estudo, foi utilizado, o Método de multiplas fontes
(Multiple Source Method - MSM), online, disponivel no site (https://msm.dife.de/tps/msm/). O
MSM é uma técnica estatistica proposta pela European Prospective Investigation Into Cancer
and Nutrition (EPIC) (MSM, 2012).
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3.8 ESTIMATIVAS PARA O CALCULO DA LDL-C

O célculo da LDL-C estimada pela Equagdo de Friedwald, foi realizado através da
formula: (colesterol total) - (lipoproteina de alta densidade colesterol [HDL-C]) - (triglicerideos
/5)emmg/dL (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). Quanto ao célculo estimado
pela Equacéo de Martin, este foi realizado através de um aplicativo para uso em smartphone?:
LDL Cholesterol Calculator. (SATHIYAKUMAR et al., 2018).

A Equacdo de Martin integra um fator individualizado, dependendo dos valores
lipidicos do individuo, o qual seré utilizado no denominador em substituicdo ao valor 5 utilizado
na formula de Friedwald, para explicar a heterogeneidade no triglicerideo para a elevacdo da
VLDL-C, onde o fator individualizado ¢ escolhido entre 180 possiveis diferentes fatores de
acordo com as concentracdes de triglicerideos e ndo-HDL-C do individuo.

3.9 AVALIACAO DO RISCO CARDIOVASCULAR

Para a amostra total estimou-se a classificacdo do score de risco cardiovascular,
utilizando o protocolo citado por Zaid e Hasnain (2018), que utilizou o score de Framingham
com base nas diretrizes do ATP-I111. O célculo foi realizado através de uma planilha no Excel,
adquirida no site do Estudo de Framingham, disponivel na Web?, que objetiva estimar o risco
do individuo sofrer uma doenca arterial coronariana, nos préximos 10 anos, cuja avaliacdo
desse score se baseia em trés categorias (< 10% Baixo Risco, entre 10 —20% Risco Moderado
e > 20% Risco Alto).

Para a realizacdo do calculo do score, foram utilizadas informacdes obtidas através dos
questionarios de caracterizacdo socioecondmica e demografica (ANEXO B), de caracterizacao
epidemiologica (ANEXO C), além de valores obtidos das analises bioguimicas realizadas na
populacdo do estudo. As variaveis utilizadas foram: sexo, idade, tabagismo, diabetes,
diagndstico de hipertensdo, tratamento para hipertenséo e valores de CT e HDL-C.

O score foi estimado com um limite referente aos valores de PA, pois no presente estudo
o diagnostico foi auto referido junto ao uso de medicacdo. Nesse sentido, para 0s nao

hipertensos, utilizou-se o valor de pressao sistolica normal (120 mmHg) e para os hipertensos,

2 LDL Cholesterol Calculator. Disponivel em: https://www.hopkinsmedicine.org/apps/all-
apps/ldicholesterolcalculator. Acesso em (2018);

% Disponivel em: https://www.framinghamheartstudy.org/fhs-risk-functions/cardiovascular-disease-10-year-risk/.
Acesso em (2018).


https://www.hopkinsmedicine.org/apps/all-apps/ldlcholesterolcalculator
https://www.hopkinsmedicine.org/apps/all-apps/ldlcholesterolcalculator
https://www.framinghamheartstudy.org/fhs-risk-functions/cardiovascular-disease-10-year-risk/
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o valor referente a hipertensdo sistélica leve (140 mmHg) e moderada (160 mmHgQ)
(MALACHIAS et al., 2016). E importante destacar que esse score foi calculado para auxiliar
na caracterizacdo da amostra, quanto ao risco cardiovascular; todavia, devido ao limite da

auséncia dos valores pressoricos, ndo foi incluido nos modelos de regressao.

3.10 ANALISES BIOQUIMICAS

A coleta de sangue foi realizada no terceiro dia de visita, no domicilio dos individuos.
Antes da coleta foram realizadas ligagdes para agendar o dia e horéario do exame e orientar
quanto a realizacdo de jejum de 12 horas. Uma segunda ligacéo foi realizada, um dia antes para
confirmé-la e reforcar as orientacdes necessarias (quanto ao uso de medicamentos, diagndstico
de alergias, do jejum de 12 horas e da pratica de atividade fisica vigorosa) a realizacdo do
exame. A coleta do sangue foi efetuada por enfermeira com plena experiéncia em coleta
sanguinea.

Para a realizacdo da coleta de sangue, foram utilizados tubos a vacuo (dois tubos de 4
ml cada); sendo um para analise de soro (tubo com ativador de coagulo), e outro tubo para
analise de plasma (com anticoagulante EDTA — Acido Etilenodiaminotetracético). O sangue e

foi coletado na veia braquial, e o garrote posicionado na linha média do braco.

3.10.1 Perfil Lipidico

Para a avaliacdo do perfil lipidico, foi utilizado os Kits para a dosagem de Colesterol
Total, da marca Labtest® do Brasil pelo método enzimatico - Trinder, Colesterol HDL, da
marca Labtest ®do Brasil pelo método de Precipitacdo, TG da marca Labtest® do Brasil pelo
método enzimatico —Trinder. Estas analises foram realizadas no Laboratério de Estudos do
Treinamento Fisico aplicado ao desempenho e a salde, do Departamento de Educacdo Fisica
da UFPB.

3.10.2 Malondealdeido

Sobre a atividade oxidante, esta foi quantificada por meio da reacdo do Acido
Tiobarbitdrico (TBARS), utilizando-se os produtos de decomposicdo dos hidroperdxidos,
conforme método descrito por Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979). Para isso, 250 ul do plasma foi

incubado em banho maria, a 37° C, por 60 minutos. Em seguida, a amostra foi precipitada com
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acido perclérico 35% e centrifugada a 14000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para novos microtubos, onde foi adicionado 400 pl de &cido tiobarbiturico a 0,6% e
incubado a 100° C por 60 minutos. Apos resfriamento, o material foi lido em espectrofotdmetro
ultravioleta (Bioespectro, modelo SP 22, Brasil) a um comprimento de onda de 532 nm. Sendo
estas analises também realizadas no Laboratério de Estudos do Treinamento Fisico aplicado ao
desempenho e a satde, do Departamento de Educacédo Fisica da UFPB.

3.10.3 Capacidade de Antioxidante Total

A avaliagdo da capacidade antioxidante total foi feita por meio de DPPH (1,25 mg
diluido em 100ml de etanol e mantido sob protecdo de luz). Para analise, 100 ul de plasma
foram adicionados a 3,9 ml de solu¢cdo DPPH; agitado em vortex, colocado em repouso por 30
minutos; em seguida, centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos, a 20° C. O sobrenadante foi
usado para leitura por espectrofotbmetro em 515 nm de comprimento de onda, usando agua
destilada como branco. O resultado é expresso em percentual de atividade antioxidante (LIMA;
SAMPAIO, 2007). As referidas analises foram tambeém realizadas no Laboratorio de Estudos
do Treinamento Fisico aplicado ao desempenho e a satde, do Departamento de Educacéo Fisica
da UFPB.

3.10.4 Alfa-1-glicoproteina Acida e Proteina C-Reativa

As concentragbes plasmaticas de PCR-us e AGP foram quantificadas por
imunoturbidimetria, em amostras de soro. Tais concentracdes foram determinadas por meio de
kits comerciais especificos (Labtest, Minas, Brasil) conforme instrucGes do fabricante. Para
calibracdo da PCR-us foi utilizado o calibrador Calibra Plus PCR-us (Labtest: Ref-345) e para
AGP utilizou-se o Calibra Plus Proteina (Labtest: Ref-346). Ambos foram submetidos a
absorbéncia, obtida no analisador automatico Labmax 240 premium (Labtest, Minas Gerais,
Brasil) no comprimento de onda 540 nm e 340nm, respectivamente (LIMA; SAMPAIQ, 2007).

Ambas as analises foram realizadas no Laboratério Clinico Roseane Dore.

3.10.5 Homocisteina

A dosagem da concentracdo de Hcy, também foi realizada no Laboratorio Clinico

Roseane Dore, a partir do método de Kuo, Cale e Mc Dowell (1997); para aplicacdo em
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cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC — high performance liquid chomatography)
com deteccéo fluorimétrica e eluigdo isocrética.

Esse método consiste na separacdo do plasma através do uso de anticoagulante EDTA,
na coleta de sangue, e posterior centrifugacdo. O plasma é tratado com agente redutor Tris-
carboxietilfosfina (TCEP) para separacao da Hcy, em duas moléculas de Hcy e daquelas ligadas
a proteinas plasmaticas, permitindo a quantificacdo da Hcy total. Apds a interrup¢do da reacéo
e precipitacdo das proteinas, com &cido Tri-cloro Acético (TCA), centrifuga-se novamente para
separacdo das proteinas. Em seguida, o sobrenadante é transferido para outro recipiente, com o
fim de reagir com o agente 7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazole-4-sulfonato, especifico para
marcacdo fluorescente do atomo de enxofre. Apds incubacdo, o produto é injetado em um
HPLC, utilizando coluna de fase reversa, ocorrendo a deteccdo em cerca de 7 minutos. A
deteccdo da florescéncia dos compostos separados € feita com detector ajustado para excitacdo
385 nm e emissdo 515 nm (KUO; CALE; Mc DOWELL, 1997).

3.10.6 Acido Folico e Cobalamina

A andlise do é&cido folico foi realizada pelo método de Quimioluminescéncia,
considerando o valor de referéncia > que 3.10 ng/mL e sensibilidade analitica de 0.5 ng/mL. Ja
0S niveis séricos de vitamina B12 foram avaliados através de imunoensaio de
electroquimioluminescéncia, o qual adotou o valor de referéncia entre 180,0 pg/mL e 914,0
pg/mL (LIMA et al., 2017). Ambas as analises foram realizadas no Laboratorio Clinico Roseane

Dore.

3.11 ANALISE DO NIVEL DE METILACAO

Para a andlise do nivel de metilacdo foi escolhido o sangue, pois é um tecido
metabolicamente ativo, com um papel importante nas consequéncias inflamatorias e vasculares

e € amplamente utilizado para fins de diagnostico clinico (WAHL et al., 2017).

3.11.1 Obtencdo da amostra e Extracdo de DNA a partir do sangue

Com o auxilio de um Vacutainer® com EDTA, 5mL de sangue total foi obtido por
individuo. As amostras foram diluidas em uma primeira solugéo de lise, contendo 10 mMTris-
HCI pH 8,5mM EDTA, 0,3 M sacarose, Triton-X-100 a 1% afim de lisar as hemacias deixando
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no entanto o contetdo dos leucocitos integros. Em seguida, foram centrifugadas a 3.200 rpm
para descarte do sobrenadante. Esse processo foi repetido diversas vezes, até ser obtido um
precipitado de leucdcitos, livre de resquicios de hemoglobina. Em seguida, o precipitado foi
suspendido novamente em solucdo de lise contendo 10 mM Tris-HC1 pH8,5 dodecil sulfato de
sodio (SDS), 5mM EDTA, 0,2 ug de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e incubado
a 55°C em banho—maria.

Apos 7 horas de incubacéo, adicionou-se 500 ul de uma solucéo aquosade 1 mM EDTA
e 7,5 M acetato de amdnio. A mistura foi centrifugada, por 10 min, a 14.000g a 4°C, sendo 700
pl do sobrenadante transferido para um novo tubo, no qual foi realizada precipitacdo do DNA
com 540 ul de isopropanol. Logo ap6s, o precipitado de DNA foi lavado com 70% etanol,
centrifugado (12.000g por 5 min), seco e ressuspenso em tampéo Tris-EDTA pH 8,0 (Descrito
e adaptado por Miller; Dykes e Polesky 1988), de acordo com a figura 6. O DNA gendmico foi
quantificado Qubit™ por fluorescéncia, cujo os dados de DNA foram quantificados com mais
precisdo e a analise da pureza (razdo entre 260/280) foi realizada por espectrofotdmetro

Nanodrop ® (Thermo Scientific, Califérnia, USA) e estocados a -20° até as analises.

Figura 6. Coleta e isolamento do DNA a partir dos leucocitos
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3.11.2 Desenho dos Primers

Para avaliar os niveis de metilacdo do DNA, na regido promotora, o desenho do primer
para 0s promotores dos genes MTHFR, ADRB3, LPL foram realizados pelo BLAST eo
Software MethPrimer o qual foi desenvolvido para a PCR baseada em conversao de bissulfito.
O MethPrimer aceita uma sequéncia de DNA como entrada, executa uma conversdo digital de
bissulfito da sequéncia de entrada e, em seguida, seleciona primers na sequéncia convertida. Os
resultados da selecdo de primers sdo entregues por meio de um navegador da Web em
visualizacdes de texto e gréaficos (LI; DAHIYA, 2002).

3.11.3 Conversao do DNA pelo Bisssulfito

As amostras foram submetidas a conversdo do DNA pelo bissulfito. As reacGes de
conversdo foram realizadas com o kit de converséo Cells-to-CpG ™ (Applied Biosystems, Life
Technologies, Califérnia), de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras de DNA
diluidas em RNAse-freewater (20pul), solugdo de bissulfito (85 ul) e DNA Protect Buffer (35
pl), foram mantidas em termociclador por aproximadamente 5 horas, alternando-se as
temperaturas entre 95°C (desnaturacdo) e 60°C (incubacdo). Apos este periodo, foi realizada a
purificacdo das amostras. Para tanto, foram adicionados aos tubos 560 pl de solugcéo recém —
preparada contendo Buffer BL e Carrier RNA, que foi transferida para uma coluna e, em
seguida, para um tubo coletor Cells-to-CpG ™ (Applied Biosystems, Life Technologies,
California) apds centrifugacdo. O filtrado foi descartado e a coluna foi adicionado 500 ul de
Buffer BW (wash buffer) para nova centrifugacéo.

Este processo foi repetido, alternando-se o tampdo, uma lavagem com 500pl de Buffer
BD (desulfonation buffer) e duas com 500ul de Buffer BW. A seguir, a coluna foi transferida
para um novo tubo coletor e, posteriormente, foram adicionados 20 pul de Buffer EB ao centro
da membrana. Para finalizar, a coluna foi centrifugada por 1 minuto a 12000 rpm para eluicéo
do DNA purificado.

3.11.4 Niveis de Metilacéo

A amplificacdo da PCR e as analises do HRM (High Resolution Melting), foram
realizadas sequencialmente no aparelho Appplied Biosystems 7500 Fast System. A PCR foi
realizada em um volume total de 20 ul, contendo: 1x Buffer, 4mM Mg + 2,200 uM de cada
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dNTPs (Qiagen), 250 nM de cada primer, 5uM SYTODye® (INVITROGEN), 1U HotstarTaq
DNA Polimerase (Qiagen) e 1pl de DNA modificado com bissulfito. O programa de PCR
consiste de uma ativacdo enzimatica inicial, a 95 ° C por 10 min; seguida por 50 ciclos de 45 s
a95°C,45s5a60°Ced5sa72°C,eumaextensdo final a 72 ° C, por 10 min. O DNA

gendmico com bissulfito foi amplificado com seqiiencias dos primers no (APENDICE B).

3.12 TRATAMENTO ESTATISTICO

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o software R, 3.3.2 (R CORE
TEAM, 2017) disponivel gratuitamente em https://ww.r-project.org/. Inicialmente, foi realizada
a caracterizagdo da amostra por meio da estatistica descritiva, por meio de frequéncia Unica,
usando medicdes de posicdo, como frequéncia simples e medida de dispersédo. Adicionalmente,
foi realizado o teste para propor¢des para verificar se havia diferenca entre a proporcao de
individuos com LDL-C <e>a 130 mg/dL e < e > que 70 mg/dL e a variavel sexo. As variaveis
foram testadas quanto a presenca de normalidade por meio do teste de Lilliefors, que é uma
derivacao do teste de Kolmogorov-Smirnov. Além disso, para verificar se havia diferenca, em
média, entre as variaveis CT, HDL, TG, Niveis de Metilacdo do Gene LPL, Niveis de Metilacao
do Gene ADRB3 e Niveis de Metilacdo do Gene MTHRF entre as classes “LDL < 130 mg/dL”,
“LDL > que 130 mg/dL”, “LDL < 70 mg/dL” e “LDL > que 70 mg/dL” tanto pela Equag&o de
Friedewald quanto pela Equacdo de Martin, aplicou-se o teste-t de comparacédo e o teste de
Man-Whitney.

Para identificar a existéncia de relagdes significativas entre as concentracdes de LDL-C
estimadas pela Equacao de Friedewald e pela Equacdo de Martin, e os niveis de metilacdo dos
genes LPL, MTHFR e ADRB3 e as demais variaveis deste estudo, foram propostos, 0s seguintes

modelos de regressdo linear:

Modelo 1: u(LDL Friedewald) = o+ B:Niveis de Metilacdo do Gene LPL + MDA + BsCAT
+ B4PCR + BsAGP + BsHCy + B7B12 + BgFolato.

Modelo 2: p(LDL Martin) = o+ p1 Niveis de Metilagdo do Gene LPL + MDA + BsCAT +
BsPCR + BsAGP + BsHCy + p7B12 + BgFolato.

Modelo 3: p(LDL Friedewald) = o+ B1 Niveis de Metilagcdo do Gene LPL + B.Carboidratos

+ BaProteinas + BsLipidios + PsVitamina A + Bs Gorduras Monoinsaturadas + 7B12 +BsAcido
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Oleico + PsOmega 3 + BoOmega 6 + BriGorduras Saturadas + Bi2Colesterol + BisGorduras
Poli-insaturadas + Bi4Gorduras Trans + BisVitamina C + PBisVitamina E + Pi7Betacaroneto +

B1sSelénio + ProFolato + BaoFolato.

Modelo 4:pu(LDL Martin) = Bo + B1 Niveis de Metilagdo do Gene LPL + B»Carboidratos +
BsProteinas +BsLipidios +psVitamina A + Ps Gorduras Monoinsaturadas + p7B12 +BsAcido
Oleico + psOmega 3 + B1oOmega 6+ P11Gorduras Saturadas + pi2Colesterol + BisGorduras Poli-
insaturadas + PisGorduras Trans + PisVitamina C + PisVitamina E + Pi7Betacaroneto

+B1sSelénio + PioFolato + PaoFolato.

Modelo 5: p(LDL Friedewald) = o+ 1 Niveis de Metilacdo do Gene LPL + B2Sexo + Bzldade
+ BsRenda + PsAtividade Fisica + BsTabagismo + pzConsumo de Alcool + BsCC + BeFarmacos

hipolipemiantes + p10Omega 6 + B11Morbidades Relacionadas a doencas cardiovasculares.

Modelo 6:u(LDL Martin) = o + B1 Niveis de Metilagdo do Gene LPL + B2Sexo + fBzldade+

BsRenda + PsAtividade Fisica + fgTabagismo + p7Consumo de Alcool + psCC + BoFarmacos

hipolipemiantes + Bi1oOmega 6 + Bi:Morbidades Relacionadas a doengas cardiovasculares.
Todos esses modelos foram repetidos para os genes ADRB3 e MTHFR, e quanto ao nivel

de significancia, adotou-se o valor de 5%.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade Federal da Paraiba

3¢ 13

FAId),PB

Centro de Ciéncias da Saude

Nucleo Interdisciplinar de Estudos em Saude e Nutricdo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Tendo em vista o desenvolvimento do estudo sob o titulo “ Segundo ciclo sobre o diagndstico e intervengdo da situa¢do alimentar, nutricional, servigos de
salde e de doencas ndo-transmissiveis mais prevalentes da populagdo do municipio de Jodo Pessoa/PB”, a ser realizado com a populagdo do municipio de
Jodo Pessoa/PB, vimos por meio deste, solicitar sua colaboracdo na participacgéo deste estudo.
Trata-se de um estudo populacional que ird analisar informagdes familiares sobre condi¢fes socioecondmicas, conumo alimentar, doencas mais prevalentes,
qualidade dos alimentos consumidos e higiene dentaria. Participardo do estudo, criangas menores de 2 anos de idade, criancas, adolescentes, adultos, mulheres
gestantes e idosos. Para obtencdo de dados e informagdes serdo aplicados, por uma visitadora devidamente capacitada, questionarios por meio de visitas
domiciliares, a serem agendadas conforme sua autorizagio e conveniéncia.
Nesse sentido, solicitamos sua participacao e/ou autorizacao a participagdo de criancas e idosos de sua familia, para a realizagéo de:
[ 1 Responder informagdes socioecondmicas e consumo alimentar;
[ ] Submeter-se, e a seus familiares (adulto) a tomada de medidas de peso,
altura, circunferéncia e dobras cutaneas, para avaliacéo nutricional
[ 1Coleta de sangue, de adultos para analise bioquimica de Hemograma Completo, Vitamina B12, Acido Félico, Perfil Lipidico.
Homocisteina, Malondialdeido, metilagdo do DNA.
Destacamos neste termo que:
»  Sua participagio se dara de forma voluntaria, sem prejuizo de qualquer natureza, seja para sua pessoa ou de seus familiares, que por

acaso venham a acessar 0s servicos de salde;

»  Poder4, a qualquer momento, ndo mais participar do estudo, seja durante o fornecimento dos dados ou mesmo depois de ja registrados
nos questionarios;

»  Receberé todas as informagdes necessarias ao total esclarecimento sobre a natureza e procedimentos desenvolvidos no estudo,

particularmente aqueles que dizem respeito a sua participacéo direta e/ou de seus familiares.

Esclarecemos ainda que, durante todo o desenvolvimento do estudo, seguiremos o que determina a Resolucéo 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho
Nacional de Saude que trata sobre ética em pesquisa envolvendo seres humanos. Por esta razdo, pedimos que, ap6s esclarecido e de livre vontade, assine este
termo, uma vez que concorda em colaborar voluntariamente neste estudo, e que ndo tem nenhuma ddvida sobre sua participagao.

Participante ou responsavel:

Profé. Dra. Maria José Carvalho Costa
Responsavel pela Pesquisa

Impressdo dactiloscopica (polegar direito)Contato:
UFPB/NIESN. Campus Universitario. Centro de Ciéncia da Salde.
Castelo Branco s/n. CEP: 58.059-900. Jodo Pessoa/PB. E-mail: mjc.costa@terra.com.br. Fone: (083) 3235-5333 — 3216-7417.
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Gene Primer (F/R) Ta (°C) Produto (bp) Sitios CpG
MTHFR F 5’- GGTCAGAAGCATATCAGTCATGAG -3’ 58° 213 bp 6
R 5’- CTGGGAAGAACTCAGCGAACTCA -3’
LPL F 5’- GATGTTGAATATTGAATTATTTTAGTAATA -3° 63° 235 bp 4
R 5’- AAAAATCACCATACCCAACTAATTTT-3
ADRB3 F 5 - TAGGTGATTTGGGAGATTTTTTTT -3° 60° 238 bp 4

R 5’ - CCCCTAACA ACCCACTAATATTAAC -3

F — Forward; R — Reverse; Ta— Temperature de Anelamento. Sequéncias dos primes utilizados

para amplificacdo dos genes MTHFR, LPL, ADRB3.
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ANEXO A — Certiddo do comité de ética

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIDAO

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Paraiba — CEP/CCS aprovou
por unanimidade na 122 Reunigo realizada no dia 10/12/2013, o Projeto de
pesquisa intitulado: “II CICLO DE DIAGNOSTICO E
INTERVENCAO DA SITUACAO ALIMENTAR, NUTRICIONAL E
DAS DOENCAS NAO TRANSMISSIVEIS MAIS PREVALENTES
DA POPULAGCAO DO MUNICIPIO DE JOAO PESSOA/PB” da
pesquisadora Maria José de Carvalho Costa. Prot. N° 0559/13. CAAE:
20883813.0.0000.5188.

Outrossim, informo que a autorizagdo para posterior
publicagdo fica condicionada a apresenta¢do do resumo do estudo proposto
a apreciagdo do Comité.

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federa da Paraiba
Campus 1 — Cidade Universitaria - 1° Andar - CEP 58051-900 — Jodo Pessoa — PB
& (83) 3216 7791 — E-mail: eticaccsufpb@hotmail.com
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SEGUNDO CICLO SOBRE DIAGNOSTICO E INTERVENCAO DA SITUACAO
ALIMENTAR, NUTRICIONAL, SERVICOS DE SAUDE E DE DOENCAS NAO
TRANSMISSIVEIS MAIS PREVALENTES DA POPULACAO DO MUNICIPIO DE JOAO
PESSOA/PB
INSTITUICOES EXECUTORAS:

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA NUTRICAO
NUCLEO INTERDISCIPLINAR DE ESTUDOS EM SAUDE E NUTRICAO
SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE - PB
PREFEITURA MUNICIPAL DE JOAO PESSOA — PB
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

COORDENACAO:

Profa. Dra. Maria José de Carvalho Costa
Prof. Dr. Roberto Teixeira Lima

EQUIPE DE PESQUISADORES:

Prof.2 Dr.2 Silvia Franchescinni

Prof2. Dr. Alcides da Silva Diniz

Prof.2 Dr® Darlene Camati Persuhn

Prof.2 Dr* Flavia Emilia Leite de Lima

Prof.2 Dr Alexandre Silva

Prof. Dr. Jodo Andrade da Silva

Prof2. Dr2, Luiza S6nia Rios Asciuti

Prof2. Dr2, Maria Amélia Amado Rivera
Prof.2 Dr.2 Maria Conceicdo Rodrigues Gongalves
Profé. Dr2. Monica Maria Osério de Cerqueira
Prof. Dr. Roberto Teixeira Lima

Prof. Dr. Ronei Marcos Morais

Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio

Prof2. Dr2, Rosalia Gouveia Filizola

Prof. Dr. Robson Cavalcante Veras

Prof. Msc. Aléssio Tony Cavalcanti de Almeida
Prof. Dr. Ignacio Tavares de Araujo Janior
Msc. Raquel Patricia Ataide Lima

INSTITUICOES FINANCIADORAS:
CONSELHO NACIONAL DE PESQUISA/CNPq
MINISTERIO DA SAUDEFUNDACAO DE

APOIO A PESQUISA DO ESTADO DA PARAIBA/FAPESQ-PB

Jodo Pess0a/2014-2015

Informacdes confidenciais. Garantido o sigilo pessoal.

Caso n° DS: USF:

Data da entrevista: / /

Nome do Agente Comunitario de Saude (ACS):

Responsavel pelas informacdes:

Endereco da familia: Rua:

nO

Bairro: _
EQUIPE RESPONSAVEL.:

Fone:

Res..( ) Apt:( ).
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(composigdo e caracterizacdo da familia ou grupo de convivéncia no momento da pesquisa)
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CasoN°:__
N° Nome Grau de Data Sexo Escolaridade Renda Quem recebe | Bens de consumo Observacdes
Parentesco de Idade 1-M (anos familiar renda da familia adicionais
*) nascimento 2-F completos) (em R$) |(marcar com X)
1 | Responsavel / Respondente [ ] Aparelho de somiradio Legenda da escolaridace:
[ 1 Aparelho de televisdo 1= Ensino bésico incompleto
[ ]Videocassete 2= Ensino béasico completo
[ 1DVD 3= Ensino fundamental incompleto
2 [ 1Microcomputador de mesa 4= Ensino fundamental completo
[ 1Microcomputador portétil 5= Ensino médio incompleto
[1] ovel 6= Ensino médio completo
8 [ ]Geladeira 7= Ensino superior incompleto
4 [ 1Freezer 8= Ensino superior completo
[ 1Méquina de lavar roupa
[ 1Méquina de lavar louga
5 [ 1 Aspirador de pé
[ 1Forno de microondas
6 [ ] Telefone celular
[ ] Telefone fixo
7 [ 1Méquina fotogréfica digital
[ 1Aparelho de ar-
8 condicionado
Qutros:
[1
9 [1
[1]
10
11
12

(*) Grau de parentesco dos membros da familia em relagdo ao responsavel/respondente.




ANEXO D - Caracterizacdo Epidemioldgica
(Composicéo e caracterizacdo da familia ampliada no momento da pesquisa)
Caso N°:
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N°

Situacédo ou
morbidade
referida

Consumo de Mortalidade por causa (*) Fuma N° de Atividade fisica (Sim/N&o) N° Vezes | Tempo Idade
medicamentos, Sim/N&o| Cigarros de ativ. |daativ. | Gestacional
suplementos ou p/dia p/semana | (min.) |(em semanas)

chas Pai| Mae Irméo

Tipo
de parto
C/N (* * *)

Peso ao
nascer

@™

Responsavel

10

Em situacéo de morbidade referida, descrever a principal, acrescentando AQUI as demais, por ordem de gravidade:

(*) Paraos

adultos da familia. (* *) Para as criangas < de 2 anos de idade. (* * *) C = cesério, N=normal. P.S.: Identificar com uma circunferéncia na numeragéo correspondente, o familiar encaminhado para intervencéo, e preencher o formulario especifico

(pag.13).
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ANEXO E - RECORDATORIO ALIMENTAR:

[ 1° [122 [ ¥

Caso Ne:
Nome: n°
Refei¢bes/Alimentos Medida | Tamanho| Valor em Observag0es
Caseira da gramas/ml
porcao

Café da Manha

Lanche

Almocgo

Lanche

Jantar

Lanche Noturno

Preferéncias
Alimentares:

Aversdes Alimentares:

Preencher as medidas mostrando o album
de medidas caseiras.

Para mensurar o valor de g/ml das
medidas caseiras, considerar o valor da
porcdo média do QFCA,

Se for pequena, / 2

Se for grande, + %

Se for extra-grande, X 2

(p25 — p50 — p75 — p100)

Descrever quantidades de alimentos
por preparacao: Papas, sopas,
macarronada, feijoada, etc. E colocar
neste recordatdrio, perguntado a
responsavel pela preparacdo, para
quantas pessoas sera dividida.

Descrever neste recordatorio se
consome

ch@, caso sim, que tipo de cha, como
também quantidade de &4gua e horério.

Descrever o tipo de coccéo: -
Fritura
-Grelhado

-Cozido
- Assado
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ANEXO F- AVALIACAO ANTROPOMETRICA

ADULTO (Maiores de 20 anos até 59 anos): (N°:__ )

Peso atual: (em kg) Altura atual: (emm)

Circunferéncia do brago: (emcm)  Dobra cutanea tricipital: (emcm)

Circunferéncia da cintura: (emcm) Circunferéncia do quadril: (emcm).




ARTIGO

Relacdo direta do estresse oxidativo com concentra¢es de LDL-C em adultos se mantém
pelas equacgdes de Friedewald e de Martin e os niveis de metilacdo nos genes MTHFR e
ADRB3 diferem.

TITULO DA REVISTA: Journal of Clinical Lipidology
AREA: Nutricdo

QUALIS: A1

INSS: 1933-2874

FATOR DE IMPACTO: 3.58
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RESUMO:

A concentragdo da Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL-C) é padrdo de cuidado na
prevencdo da doenca cardiovascular, sendo esta influenciada por diferentes fatores. Este estudo
objetivou comparar as concentracGes de LDL-C estimadas por duas diferentes equacdes e
avaliou a ocorréncia de associagdo com status inflamatorio, estresse oxidativo, antropométrico,
consumo alimentar e niveis de metilacdo do DNA nos genes LPL, ADRB3 e MTHFR. Estudo
transversal de base populacional, com 236 adultos (37,5 anos), de ambos 0s sexo0s, do Municipio
de Jodo Pessoa/PB/Brasil. As concentracGes de LDL-C foram calculadas segundo as equacoes
de Friedewald e de Martin. Realizou-se analises sobre Niveis de Metilagcdo dos genes LPL,
ADRB3 e MTHFR, malondealdeido, capacidade antioxidante total, proteina C reativa
ultrassensivel, alfa-1-glicoproteina acida, homocisteina, cobalamina, acido félico, consumo
alimentar habitual, e variaveis epidemioldgicas. Para cada unidade de incremento nas
concentracfes de malondealdeido ocasionou um acréscimo de 6,25 a 10,29 mg/dL nas
concentragdes de LDL-C (p < 0,000). Pela equacdo de Martin (> 70 mg/dL) houve diminuigao
dos niveis de metilacdo do DNA no gene ADRB3 e aumento dos niveis de metilacdo do DNA
no gene MTHFR (p < 0,05). Verificou-se influéncia positiva da homocisteina e consumo de
colesterol nas concentragdes de LDL-C segundo Friedewald e entre circunferéncia da cintura e
idade com base nas duas estimativas. Conclui-se que o malondealdeido foi a Unica variavel que
influenciou em todos os modelos, sendo 0 maior aumento de LDL-C observado no modelo
envolvendo o gene MTHFR, segundo Friedewald. Relagdes significativas foram observadas
com base nas duas estimativas, e ocorreram quanto a maioria das variaveis. Os niveis de
metilacdo dos genes ADRB3 e MTHFR foram diferentes segundo a equacdo de Martin, com
baixas concentracdes de LDL-C (70 mg/dL).

Palavras-Chave: LDL. Metilacio de DNA. Malondealdeido. Circunferéncia da Cintura.
Equacao de Friedewald. Equacéo de Martin.

INTRODUCAO

Diretrizes do mundo inteiro concentram-se nos pontos de referéncia do colesterol da
Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL-C), por ter sido evidenciado que sua utilizacdo auxilia
na prevencdo e no tratamento da Doenca Cardiovascular (DCV). Muitas dessas diretrizes
atribuem o mais alto nivel de evidéncia (classe 1%) para as metas de tratamento da LDL-C (1-
5).

Nesse contexto é importante salientar que a utilidade de metas de tratamento depende
da precisdo na estimativa utilizada para avaliar as concentracdes de LDL-C; neste sentido, a
capacidade de um novo calculo mais preciso - desenvolvido por pesquisadores norte-
americanos da Universidade Johns Hopkins em Baltimore - pode permitir a mudanga no
gerenciamento e melhora da acurécia das concentracfes de LDL-C (6).

Conforme resultados de pesquisas recentes, a LDL-C continua sendo rotineiramente
estimada pela equacdo de Friedewald (1-12), a qual, ha mais de 40 anos, subsidia diretrizes e

gerencia o tratamento da DCV; apesar de ja ter sido demostrado que essa equagdo tende a
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subestimar as concentracdes de LDL-C em pacientes com niveis elevados de triglicerideos, >
200 mg/dL, e LDL-C < que 70 mg / dL (13).

Devido ao elevado custo de avaliagao de forma direta (13), a LDL-C estimada com base
em Friedewald ainda é o método de célculo mais usualmente utilizado, na pratica clinica e em
estudos de base populacional. Quanto a equacao de Martin, esta ja foi aplicada em estudo com
populacdo adulta e observada eficiéncia a partir da sua comparacdo com método Direto (ensaio
enziméatico homogéneo) (14), como também aplicado em estudos com individuos que estdo em
tratamento por apresentar alto risco cardiovascular, tendo como meta terapéutica, a redugéo das
concentragdes de LDL-C para < 70mg/dL (6, 15, 16).

Em disturbios metabdlicos, como doenga vascular, inflamagéo, hipercolesterolemia e
aumento nas quantidades de LDL nativo, ocorrem modificagbes na geracdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs), responsaveis por causar alteracées no endotélio, desequilibrio
no metabolismo oxidativo e desacoplamento da L-arginina, provocando aumento na liberacéo
de Oxido Nitrico e na geracdo de EROs; além de disfuncéo endotelial e aterogénese (10).

Quanto as relagdes entre LDL-C, malondealdeido (MDA) e EROS, verificou-se que
estes sdo bastante estudados devido ao fato do MDA ser o principal produto de degradacdo da
peroxidacéo lipidica, refletindo indiretamente na gravidade de ataque dos radicais livres (17,
18). Observou-se também, em diversos estudos, influéncia do MDA na LDL-C em diferentes
morbidades (19-22).

No que se refere as relagdes entre Capacidade Antioxidante Total (CAT),
homocisteinemia (HCy), Proteina C Reativa (PCR), Alfa-1-Glicoproteina Acida (AGP),
Circunferéncia da Cintura (CC) e consumo de colesterol, constata-se que, a partir de protocolos
metodologicos compostos por diferentes morbidades, ocorreu associacdo entre estas variaveis
com concentrac@es de LDL-C (11, 23-27).

No que concerne a relacdo entre as concentracfes de LDL-C e niveis de metilacéo,
observa-se que modificacdes no perfil de metilacdo podem levar a alteracGes na expressao
enzimatica e também podem causar desregulacdo do metabolismo das gorduras (28), cuja
influéncia de fatores externos, podem regular a transcricdo de genes e promover alteracdo
diretamente no codigo epigenético causando ativacdo permanente de mediadores inflamatorios
chave com producdo sustentada de mediadores pro-inflamatérios (29).

Referente a metilagdo do DNA em genes especificos que estdo envolvidos na
dislipidemia, ou seja, no aumento ou reducdo das concentracbes de LDL-C (12, 30, 31),
destacam-se 0s genes LPL, que codifica a enzima Lipase Lipoproteica (LpL), envolvida na

conversao reduzida de VLDL em LDL-C no plasma (32); o gene do receptor beta-adrenérgico
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3 (ADRB3), que esta envolvido na regulacdo da lipdlise e termogénese em tecido adiposo
branco e marrom (33); e 0 gene que codifica a enzima metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR), envolvida na conversdo da homocisteina (Hcy) em metionina (34), precursora da
S-adenosil que atua como doador de grupo metil para a maioria das reacfes biologicas de
metilacéo (35).

Faz-se pertinente mencionar que ndo se encontrou, na literatura consultada, estudos que
comparem uma ou duas estimativas de calculo da LDL-C atuando como variaveis dependentes
e niveis de metilacdo dos genes LPL, ADRB3 e MTHFR, MDA, CAT e PCR, dentre outras
variaveis independentes, em modelos de regresséo linear.

Nesse sentido, considerando que as concentracGes de LDL-C e suas modificacdes
terapéuticas estdo associadas a prevencdo e tratamento de DCV, em maior grau do que 0s niveis
dos demais tipos de lipideos (26), e que a precisdo da estimativa do calculo podera contribuir
para um melhor direcionamento quanto ao gerenciamento da doenca acima referida, este estudo
teve como objetivo comparar as concentragdes de LDL-C estimadas com base nas equacoes
propostas por Friedewald, Levy e Friedrickson (36), e pelo novo método descrito por Martin et
al (13) e avaliar a ocorréncia de associacdo com status inflamatorio, estresse oxidativo,
antropometrico, consumo alimentar e niveis de metilagdo do DNA nos genes LPL, ADRB3 e

MTHFR em adultos de ambos 0s sexos.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo do estudo

Este é um estudo epidemioldgico transversal, de base populacional, que envolveu
adultos de ambos os sexos na faixa etaria de 20 a 59 anos, vinculado ao projeto intitulado: “II
Ciclo de Diagnéstico e Intervencdo da Situacdo Alimentar, Nutricional e das Doencas nédo
Transmissiveis mais Prevalentes da Populagdo do Municipio de Jodo Pessoa/PB” (Il
DISANDNT/PB) (37), cuja coleta de dados foi realizada entre maio de 2015 e maio de 2016.

Quanto aos critérios de exclusdo, foram retirados da amostra total, individuos com
ingestdo de calorias menor que 700 Kcal (38) e com trigliceridemia acima de 400 mg/dL, além
dos critérios referidos nos estudos abaixo referenciados. A amostragem, questdes éticas, coleta
de dados, CC, consumo alimentar e analises bioquimicas ja foram descritos em estudos
anteriores (39, 40); com excecdo dos niveis de metilacdo do gene LPL. Este estudo foi

conduzido de acordo com a Declaragdo de Helsinki.
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Utilizou-se para fins de melhor caracterizagcdo da populacdo estudada, o sexo, perfil
lipidico e os niveis de metilacdo dos genes, distribuidos segundo as concentragdes de LDL-C
estimados -com base na equacdo de Friedewald e de Martin- e classificados de acordo com o
Terceiro Relatério do Painel de Especialistas do National Cholesterol Education Program
(NCEP), que versa sobre Deteccéo, Avaliagdo e Tratamento do Colesterol Elevado em Adultos
(ATP I1I), sendo utilizados os pontos de corte como meta para as concentra¢des de LDL-C: <
130 mg/dL referente as concentracbes proximas ao 6timo, utilizada para individuos com baixo
risco cardiovascular e como meta de tratamento o valor de < 70 mg/dL, recomendado para

individuos com alto risco cardiovascular (41).

Estimativa da LDL-C calculada pelas equacdes de Friedewald e de Martin

O calculo das concentracbes de LDL-C estimado pela equacdo de Friedewald foi
realizado através da formula: (colesterol total) - (lipoproteina de alta densidade colesterol
[HDL-C]) - (triglicerideos / 5) em mg / dL (36). Ja o célculo das concentracdes estimadas pela
equacdo de Martin, foi realizado através de um aplicativo para uso em smartphone?* (6). Essa
nova abordagem integra um fator individualizado no denominador para explicar a
heterogeneidade no triglicerideo quanto a elevacdo da VLDL-C, onde o fator individualizado é
escolhido entre 180 possiveis diferentes fatores de acordo com as concentracdes de
triglicerideos e ndo-HDL-C (13).

Risco Cardiovascular

Para a amostra total estimou-se o0 score de risco de Framingham através de calculadora
online®, que objetiva estimar o risco de cada individuo sofrer uma doenca arterial coronariana
nos proximos 10 anos. A avaliacdo desse score se baseia na seguinte classificacdo (< 10% Baixo
Risco, entre 10 — 20% Risco Moderado e > 20% Risco Alto).

O diagndstico da Hipertensdo Arterial e 0 uso de medicamentos anti-hipertensivo foi
auto referido. Nesse sentido, para 0s ndo hipertensos, utilizou-se os valores de presséo sistdlica

normal (120 mmHg), e para os hipertensos o valor referente a hipertenséo sistolica leve (140

4 LDL Cholesterol Calculator. Disponivel em: https://www.hopkinsmedicine.org/apps/all-apps/Idl-cholesterol-
calculator. Acesso em: agosto de 2018

*Disponivel em: (https://www.framinghamheartstudy.org/fhs-riskfunctions/cardiovascular-disease-10-year-risk/).
Acesso em: maio de 2018


https://www.hopkinsmedicine.org/apps/all-apps/ldl-cholesterol-calculator
https://www.hopkinsmedicine.org/apps/all-apps/ldl-cholesterol-calculator
https://www.framinghamheartstudy.org/fhs-riskfunctions/cardiovascular-disease-10-year-risk/
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mmHg) e moderada (160 mmHg) (42); respeitando a heterogeneidade da populagéo, quanto as
variaveis estudadas (38, 39).

Esse score foi estimado para auxiliar na caracterizacdo da amostra quanto ao risco
cardiovascular, mas devido ao limite no que diz respeito a auséncia dos valores pressdricos ndo

foi incluido nos modelos de regressao.

Anélise do Nivel de Metilagdo nos Genes MTHFR, ADRB3 e LPL

Para realizacdo das analises, foram obtidas amostras de sangue as 08h 30min horas +
10 (min) em todos os individuos para evitar um efeito potencial de amostragem. Para fim de
isolar o DNA foi utilizando Trizol LS, de acordo com o protocolo descrito e adaptado por
Miller; Sal e Dykes (43). O DNA genomico foi modificado por bissulfito através do kit de
conversao Cells-to-CpG ™ (Applied Biosystems, Life Technologies, California) de acordo com
as instrucdes do fabricante. A amplificacdo por PCR e a andlise de High Resolution Melting
(HRM), foram realizados a partir de sequenciamento no software Appplied Biosystems 7500
Fast System.

A PCR foi realizada num volume total de 20 ul contendo: 1x tamp&o, 4 mM Mg + 2,
200 de cada dANTP (Qiagen), 250 nM de cada iniciador com as sequéncias dos primers para 0
genes (descritos no Quadro 1), 5 uM de SYTO®, 9Dye (INVITROGEN), 1U de polimerase de
DNA HotstarTaq (Qiagen) e 1 ul de DNA genémico convertido com bissulfito. As curvas de
fusdo, por sua vez, foram normalizadas pelo célculo da 'linha de melhor ajuste’ entre duas
regibes de normalizacdo, antes e apds a diminuicdo da fluorescéncia principal; desse modo,
representando a fusdo do produto de PCR a partir do uso do software fornecido com 0 HRM,
PCR em tempo real (39).

QUADRO 1. Desenho dos Primers

Ta | PRODUTO |SITIOS

GENE PRIMERS (F/R) Q) (BP) CPG

F 5’- GGTCAGAAGCATATCAGTCATGAG -3’
MTHFR 58° 213 bp 6
R 5’- CTGGGAAGAACTCAGCGAACTCA -3’

F5-GATGTTGAATATTGAATTATTTTAGTAATA -3’
LPL 63° 235 bp 4
R 5’- AAAAATCACCATACCCAACTAATTTT-3

F 5’- TAGGTGATTTGGGAGATTTTTTTT -3’
ADRB3 60° 238 bp 4
R 5’ -CCCCTAACA ACCCACTAATATTAAC -3

F — Forward; R — Reverse; T.— Temperatura de Anelamento.
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Andlise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o software R, 3.3.2 (42).
Inicialmente, a caracterizagdo da amostra foi realizada utilizando medidas como frequéncia
simples, percentual, medidas de tendéncia central e dispersdo. Em seguida, foi realizado o teste
de proporgdes para verificar se havia diferenca entre a propor¢do de individuos com LDL-C
menor e maior igual a 130 mg/dL, e menor e maior igual que 70 mg/dL e a variavel sexo.

Os dados foram testados quanto a presenca de normalidade por meio do teste de
Lilliefors, que é uma derivacdo do teste de Kolmogorov-Smirnov. Além disso, para verificar se
havia diferenca, em média, das varidveis Colesterol Total (CT), HDL, Triglicerideos, Niveis de
Metilacdo do Gene LPL, Niveis de Metilacdo do Gene ADRB3 e Niveis de Metilacdo do Gene
MTHREF, segundo as classes “LDL até 130 mg/dL”, “LDL igual ou maior que 130 mg/dL”,
“LDL até 70 mg/dL”, e “LDL igual ou maior que 70 mg/dL", tanto pela equacdo de Friedewald
quanto por Martin, utilizou-se o teste-t de comparacdo de médias, e o teste de Mann-Whitney
de comparacgéo de medianas, quando o tamanho da subamostra foi pequeno.

Para verificar se houve relacdes significativas entre as concentracbes de LDL-C,
estimados por Friedewald e por Martin, e os niveis de metilacdo dos genes LPL, MTHFR e
ADRB3 e as demais variaveis deste estudo, foram propostos 0s modelos de regressdo linear

abaixo descritos:

Modelo 1:p(LDL Friedewald) = Bo+ p1 Niveis de Metilacdo do Gene LPL + B,"MDA + B3 CAT
+ B4'PCR + Bs AGP + B HCy+ 7 B12 + Bs Folato;

Modelo 3: pu(LDL Friedewald) = Bo + B1"Niveis de Metilagdo do Gene LPL + B, Carboidratos
+ B3 Proteinas + Bs"Lipidios + Ps Vitamina A + Bs Gorduras Monoinsaturadas + p7'B12 +
Bs"Acido Oleico + Po"Omega 3 + P1o"Omega 6 + P11"Gorduras Saturadas + P12"Colesterol +
P13 Gorduras Poli-insaturadas + P14 Gorduras Trans + Pis Vitamina C + Pis Vitamina E +

B17 Betacaroneto + P1g Selénio + P1g Folato;

Modelo 5: p(LDL Friedewald) = Bo + B1" Niveis de Metilacdo do Gene LPL + B, Sexo +
B3"Idade + B2 Renda +Ps"Atividade Fisica + s Tabagismo + B7 ‘Consumo de Alcool +s"CC +
Bo Farmacos hipolipemiantes + Bi1o"Omega 6 + B11"Morbidades Relacionadas a doencas

cardiovasculares.
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Os mesmos modelos propostos para a equacéo de Friedewald foram também propostos
para equacdo de Martin (modelos 2,4,6) e para os genes ADRB3 e MTHRF. Para todas as
analises acima apresentadas, o nivel de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

O estudo foi composto por 236 individuos adultos, sendo 158 (67%) do sexo feminino
e 78 do sexo masculino (33%), com mediana da idade de 37,5 anos.

Houve diferenca significativa (p = 0,003) entre as concentracdes médias de LDL-C,
pelas equacOes de Friedewald e de Martin, na amostra total, com concentracGes de LDL-C de
107,24 mg/dL e 117,81mg/dL, respectivamente.

Dos 236 individuos do presente estudo, 83% e 92% apresentaram LDL-C > 70 mg/dL
e 25% e 33% apresentaram LDL-C > 130 mg/dL segundo Friedewald e Martin,

respectivamente.
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Figura 1. Curvas de densidades das concentracdes de LDL-C distinguidas por métodos de

calculo.

Observa-se na Figura 1 que a curva da densidade da LDL-C, calculada pela equacdo de
Friedewald, é um pouco mais dispersa que pelo método de Martin, isto também pode ser
verificado pelo desvio padrdo estimado, que foi de 39.31 para a LDL-C (Friedewald) e 36.49

para a LDL-C (Martin). De acordo com o teste ndo paramétrico Mann-Whitney, houve
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diferenca significativa entre as concentra¢cdes de LDL-C distinguidos por método de célculo,
isso & 1% de significancia (W = 23.062, p-valor = 0.001).

Tabela 1. Caracteristicas da amostra quanto ao sexo, perfil lipidico e niveis de metilacdo dos
genes LPL, ADRB3 e MTHFR, segundo diferentes estimativas e pontos de corte das

concentragdes de LDL-C.

LDL-CF LDL-CF LDL M LDL-C M
e - (mg/dL) (mg/dL) ; (mg/dL) (mg/dL) i
Perfil Lipidico Média DP <130 >130 P-valor <130 >130 P-valor
<70 >70 <70 >70
Sexo feminino | - - 117 (50%) 41(17%)  >0,000% 105 (45%) 53(22%)  0,000%2
24 (10%) 134(56,8)  >0,000% 13 (5%) 145(61%)  0,000%
Sexo - - 61 (26%) 17(7%)  >0,000% 55 (23%) 23 (10%)  >0,000%*
masculino
17 (7%) 61 (25,8%) >0,000% 6 (2 %) 72 (30%)  >0,000%
Colesterol 186,4 42,1 169,98+ 28,32 236,60 +37,30 >0,000%0 164,39 + 24,69 232,60 +32,40 >0,000%
Total (mg/dL)
139,20+ 2426 196,25+ 38,13 >0,000*® 121,84 + 13,49 192,00+ 38,86 >0,000*"
HDL (mg/dL) | 43,78 11  4345+11,19 4478+1043 0413°  4336+1162 44,67+959 0,360
4090 + 13,67 4438+10,29 0,129  4637+1371 4355+10,74 0,394
(T%'g/':j‘):e”deos 1388 73,7 132,12+69,19 159,38+8343 0,027* 129,33+70,12 158,80+ 77,47 0,124
14237+8515 138,07+71,29 0,764 11589 + 64,34 140,83+74,26 0,124°
Niveis de
g":rtlgafgﬁ 40 | 606 1006  36%+20%  36%+17%  0,901° 36%+19%  37%+18% 0,632
(%)
34%+18%  38%+19%  0,430" 37%+23%  36%+19%  0,919°
Niveis de
Metilacgodo | 100 1800 4206+18%  38% +17%  0,008° 43%+18%  39%+18%  0,151°
Gene ADRB3
(%)
43%+19%  41%+18%  0,452° 520 +19%  40%+18%  0,010%
Niveis de
Metilacgodo | a0 1800 3406418%  36% +17%  0.487° 34% + 18% 36%+18 0,381
Gene MTHRF
(%)
31%+16%  36%+18% 0,165" 26% + 10% 36% +18%  0,031*¢

Legenda : a: teste para proporcdes; b : teste t; *: resultados significativos; c: teste de Mann-Whitney;
- 0 célculo ndo se aplica ou ndo faz sentido; F: Friedewald; M: Martin; LDL-C: Colesterol de

Lipoproteina de Baixa Densidade.

Conforme observado na Tabela 1, individuos do sexo feminino apresentaram maior
propor¢do de concentragdes de LDL-C menor que 130mg/dL. Resultados similares foram
observados para as concentragdes médias de colesterol total e triglicerideos.

Houve diferenca das distribuicdes, entre os niveis de metilacdo do gene ADRB3 (p =

0,010), e entre os niveis de metilacdo do gene MTHFR (p = 0,031) segundo o teste de Mann-
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Whitney, para concentracgdes classificadas segundo ponto de corte de 70 mg/dL (Tabela 1).
Na amostra total, 14% dos individuos eram hipertensos e apds o calculo do score de
Framingham - utilizando o valor hipotético de 160 mmHg (hipertensdo moderada) - observou-
se que 82% apresentaram risco leve, 13% apresentaram risco moderado e 5% apresentaram
risco alto. Todavia, ao utilizar, para o célculo do score de Framingham, o valor de 140 mmHg
(hipertenséo leve), verificou-se que 89% apresentaram risco leve, 8% apresentaram risco
moderado e 3% apresentaram risco alto. E quando aplicou-se o valor correspondente da pressao
arterial normal de 120 mmHg, excluindo-se para o célculo os hipertensos auto referidos da
amostra total, 93% dos individuos apresentaram risco leve, 6% risco moderado e 0,5% risco

alto.

Tabela 2. Relagdo entre as concentracdes de LDL-C estimadas com base nas equacgdes de
Friedewald e de Martin com niveis de metilacdo dos genes LPL, ADRB3, MTHFR, estresse

oxidativo, valores plasmaticos de vitamina B12 e folato.

Modelo 1 - Variavel Resposta : LDL-C Equacdo de Friedewald

L Coeficiente Coeficiente Coeficiente

Variaveis do Estudo LPL p-Valor ADRB3 p-Valor MTHER p-Valor
Intercepto 75,13 >0,000 75,13 >(,000 72,99 >(,000
Gene (%) 11,10 0,408 11,10 0,426 19,17 0,201
MDA (hmol/L) 10,06 0,000 * 10,06 0,000* 10,29 0,000*
CAT (%) 10,17 0,566 10,17 0,55 7,02 0,693
PCR (mg/L) -1,10 0,143 -1,10 0,117 -1,18 0,115
AGP (mg/dL) 0,03 0,814 0,03 0,875 0,02 0,903
Hcy (mol/L) 0,55 0,040* 0,55 0,040* 0,56 0,038*
Vitamina B12 (pg/ml) -0,03 0,145 -0,03 0,152 -0,03 0,153
Acido Félico (ng/ml) -0,01 0,599 -0,01 0,531 -0,00 0,962
Modelo 2 - Varidvel Resposta : LDL- C Equacédo de Martin

Intercepto 100,20 >0,000 109,70 >0,000 96,48 >0,000
Gene (%) 6,61 0,604 -15,52 0,247 18,04 0,205
MDA (nmol/L) 6,37 0,020* 6,25 0,022* 6,57 0,016*
CAT (%) 1,14 0,946 2,4 0,887 -1,53 0,928
PCR (mg/L) -0,86 0,230 -0,924 0,195 -0,91 0,199
AGP(mg/dL) 0,09 0,487 0,09 0,508 0,08 0,535
Hcy (mol/L) -0,12 0,638 -0,11 0,663 -0,11 0,665
Vitamina B12 (pg/ml) -0,02 0,284 -0,02 0,278 -0,02 0,286
Acido Folico (ng/ml) 0,00 0,973 -0,00 0,899 0,01 0,637

Legenda: *: p < 0,005; LDL-C: Colesterol de Lipoproteina de Baixa Densidade; AGP: Alfa-1-glicoproteina cida;
Hcy : Homocisteina; MDA: Malondialdeido; PCR: Proteina C-reativa.
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Conforme descrito na tabela 2, considerando os niveis de metilacdo dos genes LPL e
ADRBS3, observa-se que as variaveis MDA e HCy influenciaram positivamente de forma similar
na varidvel LDL-C, estimada segundo Friedewald. A cada nmol/L de MDA, a LDL-C
Friedewald aumenta, em média, 10,06 mg/dL e a cada mol/L na varidvel HCy, a LDL
Friedewald aumenta, em média, 0,55 mg/dL. Em relacdo a equacdo de Martin com esses
mesmos genes, observa-se que a variavel MDA também influenciou positivamente na variavel
LDL-C, e a cada nmol/L de MDA, a LDL-C estimada pela equacdo de Martin aumenta, em
média, 6,37 mg/dL e 6,25 mg/dL, respectivamente.

Em adicdo ao exposto na tabela 2, com niveis de metilagdo do gene MTHFR como uma
das variaveis independentes, observa-se que a cada nmol/L de MDA, a LDL- C Friedewald
aumenta, em média, 10,29 mg/dL e a cada mol/L de HCy, a LDL- C Friedewald aumenta, em
média, 0,56 mg/dL. Ja de acordo com a equacdo de Martin, com esse mesmo gene, verifica-se
que a variavel MDA influenciou positivamente na variavel LDL- C e a cada nmol/L de MDA,
a LDL-C aumenta, em média 6,57 mg/dL.

TABELA 3. Relacdo entre as concentragdes de LDL-C estimadas com base na equacao de
Friedewald e de Martin com niveis de metilacdo do gene LPL, ADRB3, MTHFR e consumo
alimentar habitual.

Modelo 3 - Variavel Resposta : LDL- C Friedewald

Variaveis do Estudo Coeficiente Sl- SL (95%) Estatistica z p-Valor
Intercepto 109,10 98,16 + 120,04 9,97 >0,000
Gene LPL (%) 10,85 -2,83+24,53 0,79 0,428
Colesterol (mg) 0,03 0,02 £ 0,05 2,15 0,033*

Variavel Resposta - LDL- C Friedewald

Intercepto 116,50 104,97 £ 128,03 10,10 >0,000
Gene ADRB3 (%) -8,93 -23,73 £5,87 -0,60 0,547
Colesterol (mg) 0,03 0,02 £ 0,05 2,12 0,035*

Varidvel Resposta - LDL- C Friedewald

Intercepto 109,30 98,00 + 120,60 9,68 > 0,000
Gene MTHFR (%) 10,02 -5,42 + 25,46 0,65 0,517
Colesterol (mg) 0,03 0,02 £ 0,05 2,05 0,042*

Legenda: *: p < 0,005; LDL-C: Colesterol de Lipoproteina de Baixa Densidade; Sl: Limite Inferior; LS: Limite
Superior; Modelo ajustado para o consumo dos demais nutrientes que foram incluidos no modelo explicativo.

Houve influéncia positiva do consumo de colesterol nas concentracdes de LDL-C

calculados conforme Friedewald, a partir do Modelo 3, que tem como variavel independente os
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niveis de metilacéo dos genes LPL, ADRB3 e MTHFR (Tabela 3).

TABELA 4. Relacdo entre as concentragdes de LDL-C estimadas com base na equacdo de
Friedewald e de Martin com niveis de metilagdo do gene LPL, ADRB3, MTHFR, com variaveis

demograficas, epidemioldgicas, de estilo de vida e antropométrica.

Modelo 6 - Variavel Resposta - LDL-C Martin

Variaveis do Estudo Coeficiente SI- SL (95%) Estatisticaz p-Valor
Intercepto 26,70 7,63 45,77 1,40 0,163
Gene LPL 3,16 -8,61 * 14,93 0,27 0,789
Idade 0,80 0,59 +£1,01 3,86 0,000*
Circunferéncia da Cintura 0,51 0,35 +0,67 3,21 0,001*
Modelo 5 - Variavel Resposta : LDL-C Friedewald

Intercepto 42,35 19,96 + 64,74 1,89 0,060
Gene ADRB3 -1,42 -15,92 + 13,08 -0,10 0,922
Idade 0,50 0,26 £ 0,73 2,11 0,036*
Circunferéncia da Cintura 0,42 0,24 £ 0,60 2,33 0,020*
Modelo 6 - Variavel Resposta : LDL-C Martin

Intercepto 32,47 12,83 +52,11 1,65 0,100
Gene ADRB3 -9,42 -22,14 £ 3,30 -0,74 0,460
Idade 0,80 0,59+1,01 3,87 0,000*
Circunferéncia da Cintura 0,51 0,35+0,67 3,20 0,002*
Modelo 5 - Variavel Resposta : LDL-C Friedewald

Intercepto 36,87 15,15 + 58,59 1,70 0,091
Gene MTHFR 14,00 -0,39 £ 28,39 0,97 0,331
Idade 0,51 0,27 +£0,75 2,17 0,031*
Circunferéncia da Cintura 0,41 0,23+ 0,60 2,28 0,023*
Modelo 6 - Variavel Resposta - LDL-C Martin

Intercepto 24,20 5,11 £43,29 1,27 0,206
Gene MTHFR 10,58 -2,06 £ 23,22 0,84 0,404
Idade 0,81 0,60+1,02 3,90 0,000*
Circunferéncia da Cintura 0,51 0,35+ 0,67 3,18 0,002*

Legenda: *p<0,005; LDL-C: Colesterol de Lipoproteina de Baixa Densidade; Sl: Limite Inferior; LS: Limite
Superior; Modelo ajustado para variaveis demograficas, epidemioldgicas, de estilo de vida e antropométrica que
foram incluidas no modelo explicativo; LDL-C: Colesterol de Lipoproteina de Baixa Densidade.
Adicionalmente, observou-se uma relacdo positiva entre idade e CC com concentracfes
de LDL-C baseada nas duas estimativas de LDL-C nos Modelos 5 e 6, excetuando o Modelo 5,
que tem como uma das variaveis independentes os niveis de metilacdo do gene LPL e as

concentragdes de LDL-C, calculados com base em Friedewald (Tabela 4).

DISCUSSAO

As concentracGes de LDL-C variaram em funcdo das equacgdes que estimam seus
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valores, tanto para equacgéo de Friedewald quanto para a equacdo de Martin, sendo diferentes
estatisticamente. Nesse sentido, o presente estudo de base populacional, identificou que existe
distincdo da dimensdo do problema, pois as concentracdes de LDL-C variam em funcéo do
meétodo utilizado.

Desde o inicio, as imprecisdes da formula quanto aos niveis de triglicerideos > 400 mg
/ dL (niveis observados em 1% da populacdo do presente estudo), foram reconhecidas por
Friedewald; Levy e Fredrickson (36). No entanto, mesmo quando os niveis de triglicérides estdo
abaixo de 400 mg/dL, estudiosos sugeriram que a LDL-C, calculado pela férmula de
Friedewald, subestima as concentragdes de LDL-C, corroborando com os dados encontrados
no presente estudo, em que a média da LDL-C da amostra total foi de 107,24 e 117, 81 mg/dL
segundo Friedewald e Martin. Portanto, as concentragdes segundo Friedewald podem
classificar erroneamente o risco de DCV, particularmente em individuos com niveis elevados
de triglicerideos > 200 mg/dL (niveis observados em 18% da populagcdo do presente estudo,
que apresentaram risco cardiovascular leve) (6,13).

O Unico artigo encontrado na literatura consultada, comparando os niveis de LDL-C,
originados das duas estimativas utilizadas, em uma populagéo adulta, ndo péde ser comparado
com os resultados do presente estudo, pois 0s objetivos foram diferentes, considerando que ndo
foram realizadas comparac6es entre as duas equacfes, e sim entre os resultados destas, em
relacdo ao método direto (14). No entanto, é importante destacar que Lee et al. (14) observaram
que a equacdo de Martin exibiu uma concordancia geral significativamente maior na
classificagdo da diretriz NCEP-ATP Il em relacdo a equacdo de Friedewald com valores de
82,0% e 78,2%, respectivamente.

Na analise de regressao multivariada observou-se que o MDA foi a Unica variavel que
influenciou positivamente nas concentrac6es de LDL-C, calculados com base nas equacdes de
Friedewald (36), e de Martin et al. (13), em todos os modelos multivariados analisados e
compostos por variaveis independentes como niveis de metilacdo dos genes LPL, ADRB3 e
MTHFR, estresse oxidativo, inflamacdo, obesidade abdominal, consumo alimentar e variaveis
epidemiologicas. Ademas, constatou-se relacdo positiva entre consumo de HCy e colesterol nas
concentracdes de LDL-C, calculados de acordo com Friedewald em todos os modelos.

Verificou-se ainda relacdo entre idade e CC com as concentracfes de LDL-C, calculados
com base nas duas equacdes, com exce¢cdo do modelo que incluiu como variavel independente
0s niveis de metilagdo do gene LPL e variavel dependente a LDL-C, calculado com base na

equacéo de Friedewald (36).
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Logo, este estudo é inédito no tocante a identificacdo de relagdes e anélise da influéncia
de variaveis como a metilagdo dos genes LPL, ADRB3 e MTHFR, estresse oxidativo,
inflamacdo, obesidade abdominal, consumo alimentar e variaveis epidemiolégicas, nas
concentracdes de LDL-C, estimadas por diferentes equacgdes.

No presente estudo, 50% dos individuos ndo apresentavam morbidades, 17%
apresentavam mais de uma morbidade e 33% uma morbidade, e a maioria dos individuos
apresentaram niveis de metilacdo entre 35% a 41%. ldentificaram-se diferencas nos valores dos
niveis de metilacdo dos genes MTHFR e ADRB3, somente com as concentracfes de LDL-C
estimadas segundo Martin e no ponto de corte de 70 mg/dL. Neste sentido, provavelmente
menores concentracdes de LDL-C sejam consideradas mais sensiveis para apresentar diferencas
entre niveis de metilacdo, uma vez que essas diferencas ndo foram observadas no ponto de corte
de 130 mg/dL. Desse modo, necessitando que novos estudos, com diferentes pontos de corte,
sejam efetuados para fundamentar melhor esses resultados.

Quanto ao gene ADRB3, ndo foi encontrado estudos com individuos com as mesmas
caracteristicas da populacédo analisada, mas foram encontrados dois estudos em individuos com
hipercolesterolemia familiar e excesso de peso, cujos valores da metilacdo deste gene, no
sangue, foram relacionados as concentragdes de LDL-C (30,39). Na hipercolesterolemia, 0s
niveis de metilagdo médio do gene ADRB3, foram inversamente correlacionados com os niveis
de LDL-C (30); e em mulheres com excesso de peso, com maior ingestdo de gorduras
monoinsaturadas e poliinsaturadas proveniente do 6leo de aveld apresentaram 0s menores
niveis de metilacdo do gene ADRB3 e as maiores redugdes na CC e na LDL-C (39). Em
conseguinte, pdde-se afirmar, no presente estudo, que com concentragdes de LDL-C > a 70
mg/dL, os niveis de metilacdo deste gene diminuiram.

Ja em relacdo ao gene MTHFR, esse resultado foi inverso. Na literatura consultada, a
hipermetilacdo do gene MTHFR foi associada a um maior nivel de CT e LDL-C em individuos
diabéticos (31), e no estudo de dos Santos Nunes et al. (28) as relacGes entre 0 CT e LDL-C
com o perfil hipermetilado do gene MTHFR foram obtidas em pacientes que possuiam perfis
clinicos bem definidos, ndo sendo identificadas em pacientes sem Neuropatia Diabética e em
diabéticos sem complicacdes.

No que corresponde aos niveis de metilacdo do gene LPL, no presente estudo ndo foi
encontrado relacdo entre os niveis de metilacdo deste gene com as concentragcdes de LDL-C,
corroborando com estudos realizados a partir de analises no tecido adiposo visceral de

individuos com Sindrome Metabdlica (12), em leucocitos de individuos com
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hipercolesterolemia familiar (45), e na placenta de gestantes com diabetes mellitus gestacional
(46), logo também em individuos com diagnosticos clinicos definidos.

No que diz respeito ao MDA, frequentemente utilizado como um biomarcador do
estresse oxidativo (23), no presente estudo verificou-se que 12 % da populagdo total
apresentaram MDA elevado, e 25 % e 33% LDL-C elevado (> 130 mg/dL), segundo Friedewald
e Martin, respectivamente. Logo, mesmo com um percentual inferior a 15% da populacéo
apresentando valores de MDA elevados; esses valores provavelmente ja podem interferir no
perfil lipidico, elevando as concentra¢fes dae LDL-C nos modelos analisados na populagdo
estudada, com 75% a 67% das concentracfes de LDL-C adequadas, segundo as duas equagdes
utilizadas.

Em um ensaio clinico denominado Veterans Affairs Diabetes Trial, no qual investigou-
se associacdo entre MDA e diabetes mellitus, observou-se que 0s niveis de MDA e LDL, em
complexos imunes circulantes, podem prever a ocorréncia de infarto do miocéardio, além de
eventos cardiovasculares agudos em pacientes com diabetes tipo 2 (47). No entanto, 0
mecanismo preciso pelo qual o MDA pode estar causando essa citotoxicidade endotelial ndo é
conhecido (23).

Ainda quanto a relacdo entre MDA e LDL-C, varios estudiosos demonstraram gue 0S
valores de MDA e da LDL-C diminuem com intervengdes a partir do consumo de diferentes
alimentos, em modelos animais (21, 22, 27).

No que se refere as demais varidveis deste estudo, considerando que a inflamacao
vascular € um mecanismo fundamental na progressdo da aterosclerose e sindromes coronarianas
agudas (48), a PCR destaca-se como biomarcador de inflamacéo, sendo recomendada como
fator de avaliacdo de risco secundario na tomada de decisdo do tratamento (49, 50); em
particular no que se refere ao tratamento de colesterol no sangue (51,52). No entanto, devido
possivelmente aos valores médios de PCR se manterem nos valores de referéncia na maioria da
populacdo (81%), essa variavel ndo influenciou nas concentracdes de LDL-C.

Em relacdo a HCy, a inclusdo como variavel se deve ao fato do seu aumento ter como
principal alvo, o endotélio vascular, o qual promove a lesdo endotelial estrutural (53). Existem
varios mecanismos propostos para explicar a associacdo entre HCy e Doenca Arterial
Coronariana, que inclui a estimulacdo da oxidacdo da LDL-C (54, 55). No presente estudo, 14%
dos individuos apresentaram valores acima da faixa de referéncia, mas ja pode ter sido
suficiente para interferir no aumento das concentrac6es de LDL-C de forma significativa.

Quanto aos valores de Triglicerideos, Ference et al. (56) destacaram que o beneficio

clinico de reduzir os niveis de triglicerideos € diretamente semelhante ao beneficio clinico de
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reduzir os niveis de LDL-C por unidade de mudanca em ApoB e ambos sdo associados com
menor risco de doenga cardiovascular. No presente estudo, os valores de triglicerideos
aumentaram de forma significativa em fungdo da elevagdo nas concentragdes de LDL-C. Mais
estudos sdo necessarios para justificar porque s6 houve diferenca entre os valores de
triglicerideos quando distribuidos nos pontos de corte entre < 130 mg/dL e > 130 mg/dL da
LDL-C segundo Friedewald.

Acerca da relacdo entre as variaveis demogréaficas, antropométricas e epidemiolégicas,
verificou-se influéncia positiva da idade, consumo habitual de colesterol e CC. Na literatura,
observa-se que, ha bastante tempo, a idade avancada e sexo masculino sdo fatores de risco, bem
estabelecidos, para a DCV (57- 60).

No que diz respeito ao consumo de colesterol, no estudo de Retterstgl et al. (61),
observaram que o consumo da dieta rica em gordura (70,8 %) elevou as concentragdes de LDL-
C no grupo experimental; entretanto, ja no grupo controle (com 29 % de gordura) ndo houve
diferenca significativa. No presente estudo, mesmo o consumo de gordura total apresentando-
se na faixa de referéncia (29%) (58), e consumo habitual de colesterol de 243,51mg, identificou-
se influéncia desse consumo nas concentracfes de LDL-C. A explicacdo para esta alteragédo
pode levar em consideracao o tipo de gordura consumida.

A gordura saturada, que faz parte do consumo habitual dessa populacdo é boa fonte de
acidos graxos saturados aterogénicos; dentre esses citamos o 6leo de coco, que é rico em &cido
graxo laurico, e a manteiga, que é fonte de &cido graxo miristico e palmitico (42).

A CC tém associacdo com DCV (62), e a compreensdo quanto as mudancas na LDL-C
com o aumento da CC pode ajudar a antecipar a reducdo da LDL-C, resultado que pode ser
alcancado através da perda de peso. Quanto as justificativas para a relacdo LDL-C versos CC,
varias hipoteses foram discutidas; sendo diferentes para valores acima ou abaixo dos pontos de
inflexdo encontrado na populacdo quanto a CC segundo Laclaustra et al. (11).

No presente estudo, ndo se analisou a CC por pontos de inflexdo, como no estudo
anteriormente citado, inviabilizando dessa forma comparagdes com o mesmo. Nesse sentido,
s6 podemos inferir que de acordo com a variavel sexo, masculino e feminino, a populacéo do
presente estudo classificou-se entre 85 % e 59% abaixo e 14% e 39%, acima dos valores de
referéncia da CC, respectivamente.

Destaca-se, como limitagcdes deste estudo, a auséncia dos valores de pressdo arterial, se
fazendo pertinente mencionar que, dentre os cinco estudos mais importantes realizados na
Gltima década no Brasil, dois desses utilizaram para o calculo da prevaléncia de hipertensdo a

informacdo auto referida (42). Como pontos fortes, o aspecto inédito em relacdo a identificagdo
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e analise das relagdes entre as concentracGes de LDL-C estimadas com base em diferentes
equacdes e a inclusdo dos niveis de metilagdo dos genes LPL, ADRB3 e MTHFR, como variavel
independente.

CONCLUSAO

Fundamentados nas equacOes de Friedewald e de Martin, conclui-se que as
concentracdes de LDL-C calculados por essas duas estimativas de calculo, foram diferentes,
sendo os valores da equacao de Friedewald estatisticamente menores que o obtido pela equacao
de Martin.

O MDA foi a variavel que mais influenciou positivamente nas concentra¢6es de LDL-
C estimadas, em todos os modelos multivariados compostos por variaveis sobre niveis de
metilagdo dos genes LPL, ADRB3 e MTHFR, estresse oxidativo, inflamagdo, obesidade
abdominal, consumo alimentar e variaveis epidemiologicas.

Quanto a influéncia das variaveis idade e CC nas concentracfes de LDL-C, calculados
com base nas duas equacgdes, observou-se relacdo positiva em todos os modelos; com excecéao
do modelo que apresenta dentre as variaveis independentes, os niveis de metilagdo do gene LPL
e as concentracfes de LDL-C calculados com base em Friedewald. Verificou-se mais duas
influéncias positivas nas concentracbes de LDL-C, somente com base em Friedewald,
referentes a HCy e consumo de colesterol.

Os niveis de metilacdo dos genes ADRB3 e MTHFR foram diferentes quando originados
pela equacdo de Martin; utilizando como ponto de corte, menores concentracdes de LDL-C.

Mais estudos sdo necessarios para justificar porque algumas relacfes sé ocorreram com
base nas concentracBes de LDL-C estimado pela equacdo de Friedewald, como também para
os niveis de metilacdo, que s6 foram diferentes quando comparados as concentracdes de LDL-

C no menor ponto de corte com base na equacédo de Martin.
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RESULTADO SUPLEMENTAR

TABELA S1. Concentracbes de LDL-C dos individuos que apresentavam alto risco
cardiovascular com base no valor estimado da Pressdo Arterial Sistdlica de 160 mmHg (5%).

LDL-C Friedewald LDL- Martin Medicamento

107 104 Captopril

33 43 Hemax, Clopingel,
Domperidona

155 198 Valeriane, Tenadren

240 237 Sinvastatina, Captopril

82 118 Colchicina, Atenolol, Captopril

94 110 Losartana, Diclofenaco

60 87 Losartana, Hidroclorotiazida

145 160 Maleato de Enalapril

72 85 Omeprazol, Sinvastatina,
Metformina

212 209 Losartana

*p<0,005; Legenda: LDL-C: Colesterol de Lipoproteina de Baixa Densidade; Média de LDL-C F = 120 mg/dL;
Média de LDL-C Martin = 135 mg/dL.

TABELA S2. Concentracdes de LDL-C dos individuos que apresentavam alto risco

cardiovascular com base no valor estimado da Pressdo Arterial Sistélica de 140 mmHg (3%).

LDL-C F mg/dL LDL- Martin mg/dL Medicamento
107 104 Captopril
131 136 Rivotril, Metformina, Afranil
56 94 Metformina, Omeprazol
240 237 Sinvastatina, Captopril
82 118 Colchicina, Atenolol, Captopril
94 110 Losartana, Diclofenaco

*p<0,005; Legenda: LDL-C: Colesterol de Lipoproteina de Baixa Densidade; F- Friedwald; M- Martin; Média
de LDL-C F =118 mg/dL; Média de LDL-C Martin = 133 mg/dL



