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RESUMO
Introdugdo: Xantelasma palpebral (XP) é o tipo mais comum de xantoma
caracterizado por placas amareladas em regido superior, inferior ou bilateral de
palpebras, de diferentes formas e tamanhos, assintomaticas e revela depdsito
de derivados do colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDLc).
Objetivo: Caracterizar pacientes com XP considerando aspectos clinicos e
demograficos, perfil lipidico e polimorfismos genéticos de apolipoproteina E
(apo E), apolipoproteina B (apo B) e receptor de LDL (RLDL). Casuistica e
Método: Foram estudados 200 individuos caucasoides, nao aparentados,
distribuidos em dois grupos pareados em relagdo a sexo e idade: G1- 100
pacientes com XP e G2- 100 individuos sem XP. Todos os individuos foram
avaliados clinicamente considerando-se sexo, idade, sinais e sintomas,
localizacao, lateralidade, coloracéo, tempo de aparecimento e evolugao do XP.
Foi realizada coleta de sangue periférico para analise dos polimorfismos
genéticos de apo E-Hha |, apo B-Xba | e receptor de LDL RLDL-Ava Il e RLDL-
Hinc 1l e do perfil lipidico (colesterol total - CT, e fracbes de colesterol de
lipoproteina de densidade baixa - LDL, lipoproteina de densidade alta - HDL,
lipoproteina de densidade muito baixa - VLDL e de triglicérides - TG).
Resultados: Houve predominio do sexo feminino em ambos os grupos. XP foi
mais frequente em pacientes com 50 a 59 anos tanto no sexo masculino
(29,7%) como no feminino (30,2%). Houve predominio do tipo placa (> 1 cm)

(57%), coloracdo amarelo claro (90%), acometimento de ambos os lados



Xiil
(67%), localizagao bilateral superior (60%) e da extensao palpebral proximal
superior (76%). O tempo médio de aparecimento do XP foi 54,7 + 35,9 meses.
O perfil lipidico apresentou valores desejaveis, exceto para VLDLc e TG nos
controles (32mg/dL e 160mg/dL, respectivamente), sendo significantemente
elevados comparado a pacientes (30mg/dL, P=0,0086 e 148mg/dL, P=0,0082;
respectivamente). Quanto a apo E-Hha |, o alelo €3 prevaleceu em pacientes e
controles (0,84 e 0,82; respectivamente), 0 mesmo ocorreu para o0 genotipo
€3/e3 (68% - pacientes e 71% - controles). A analise do perfil lipidico em
associagao com o polimorfismo apo E-Hha | mostrou aumento significante de
niveis séricos de VLDLc e TG em portadores do gendtipo €3/¢3 (mediana= 31;
155mg/dL; respectivamente). Pacientes com gendtipo X+X- apresentaram
niveis aumentados de LDLc (mediana = 124mg/dL) e reduzidos de VLDLc
(mediana = 28 mg/dL) e TG (mediana = 140mg/dL). Conclusdes: XP destaca-
se no sexo feminino e sexta década de vida, sendo o tipo placa, coloragcao
amarelo claro, acometimento bilateral, localizagao bilateral superior e extensao
palpebral proximal superior o mais frequente. O tempo médio de aparecimento
DE XP foi aproximadamente 5 anos, sendo assintomatico para maioria dos
pacientes. Aproximadamente metade dos pacientes com XP apresentou alteragéo
nos niveis de CT, VLDL-c e TG. A distribuicdo de polimorfismos de apo E, apo B,
RLDL e os niveis de CT, HDL-c e VLDL-c foi semelhante em ambos os grupos.

Polimorfismos apo E, apo B e RLDL n&o estao associados ao perfil lipidico.
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ABSTRACT

Introduction: Eyelid xanthelasma (EX) is the most common type of xanthoma
characterized by yellowish plaques in upper, lower or bilateral eyelid, of different
shapes and sizes, asymptomatic and reveals deposit of cholesterol derivatives
of low-density lipoprotein (LDLc). Objective: To characterize patients with EX
considering clinical and demographic aspects, lipid profile and genetic
polymorphisms of apolipoprotein E (apo E), apolipoprotein B (apo B), and LDL
receptor (RLDL). Patients and Methods: 200 Caucasian subjects were
studied, unrelated, divided into two groups matched by sex and age: G1 - 100
patients with EX and G2 - 100 individuals without EX. All subjects were clinically
evaluated considering gender, age, signs, symptoms, location, laterality, color,
time of appearance and evolution. A peripheral blood sample for analysis of
genetic polymorphism of apo E-Hha |, apo B-Xba | and LDL receptor RLDL-Ava
II, and lipid profile (total cholesterol - TC, and cholesterol fractions of low density
lipoprotein - LDL, high density lipoprotein - HDL, very low density lipoprotein -
VLDL and triglycerides - TG) was taken. Results: There was predominance of
females in both groups. XP was more frequent in patients 50 to 59 years both in
males (29.7%) as in females (30.2%). As the clinical predominance of type plate
(>1 cm) (57%), light yellow color (90%), involvement of both sides (67%),
bilateral upper location (60%) and eyelid extension upper proximal (76%). Mean
time of appearance of XP was 54.7+35.9 months. Lipid profile showed desirable
values for all variables except for serum TG and VLDL-C in controls (32mg/dL
and 160mg/dL respectively), being significantly higher compared to patients

(30mg/dL, P =0.0086 and 148mg/dL, P =0.0082, respectively). As the allelic
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and genotypic frequencies for apo E Hha |, the €3 allele prevailed in patients
(0.84) and controls (0.82). The same occurred with €3/e3 genotype (68%
patients and 71% controls). The lipid profile in association with the apo E
polymorphism- Hha | showed a significant increase in the serum levels of TG
and VLDL-C in patients with €3/e3 genotype (median = 31; 155mg/dL;
respectively). Patients with genotype X+X had increased levels of LDLc
(median = 124mg/dL) and reduced levels of VLDL-c (median = 28 mg/dL) and
TG (median = 140mg/dl). Conclusions: EX was predominant in female and
sixth decade of life, being plate type, yellow color course, bilateral involvement,
bilateral upper and location proximal upper eyelid extension the most frequent.
The average time of onset of EX was approximately 5 years, with asymptomatic
for most of them. Serum levels of TC, VLDL-cholesterol and triglycerides
showed abnormalities in approximately half of patients with EX. The distribution
of polymorphisms of apo E, apo B and RLDL and levels of TC, HDL-cholesterol
and VLDL-cholesterol was similar in subjects with EX and controls.

Polymorphisms apo E, apo B and RLDL are not associated with lipid profile.
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1. INTRODUGAO

1.1 Consideragoes Gerais

Xantomas sdo lesbes caracterizadas pelo acumulo de derivados do
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDLc) na pele ou nos
tenddes.!"? Xantelasma palpebral (XP) é o tipo mais comum de xantoma,®
sendo caracterizado por placas amareladas, em regido superior, inferior ou
bilateral de palpebras, de diferentes formas e tamanhos, e assintomatica.®
Esse depdsito de lipidios ocorre em macrofagos denominados células
espumosas ou xantomatosas. Quando o depdsito lipidico € recente, ha
numerosos vacuolos intracitoplasmaticos com lisossomos com fibras
mielinicas. Em depdsitos antigos os lipidios sé&o localizados entre o colageno,
células de Schawann e endotélio de vasos palpebrais.?

Aproximadamente metade dos pacientes com XP é hiperlipidémica,
sendo considerado marcador para risco aumentado de aterosclerose.® Em
hiperlipidémicos com XP, o risco para aterosclerose pode ser inferido a partir
de alteracdes nas concentracdes de lipoproteinas e apolipoproteinas.® Dentre
algumas manifestagbes cutaneas, o XP representa sinal de perigo para doenga
arterial coronaria (DAC) precoce.®®

Na clinica médica, a hipercolesterolemia familial (HF) & diagnosticada
por diversos critérios como alto nivel plasmatico de colesterol, presenca de
xantomas e XP) e coronariopatia precoce. Porém, apenas por essas

caracteristicas pode haver dificuldade entre distincdo de HF e outras doencas



associadas a hipercolesterolemia, sendo indicado nesses casos estudos
genéticos moleculares para se estabelecer um diagnéstico mais adequado.

Estudos foram realizados considerando prevencdes primaria e
secundaria da doencga arterial coronariana (DAC) e, em particular, da propria
aterosclerose. Confirmaram, de forma consistente, que elevacdes séricas
crbnicas de lipides constituem fator de risco para complicagdes
cardiovasculares de natureza aterosclerdtica, fatais e nao-fatais.®'" A
correlacdo estabelecida entre aterosclerose e alteragbes plasmaticas de
lipidios e de lipoproteinas originou a teoria lipidica, que propde a
hipercolesterolemia como uma das principais causas da aterosclerose.!'*"?
Resultados de estudo realizado na década de 40 demonstraram que valores de
colesterol total (CT) e fragdo de colesterol das lipoproteinas de baixa (LDLc) e
alta densidade (HDLc) sao indicadores de risco para ocorréncia futura de
eventos clinicos da doencga aterosclerética.®

Estudos confirmaram que tanto o colesterol livre quanto o esterificado,
em excesso, acumulam-se na aorta, nas artérias coronarias e no cérebro, com
variagdes entre os individuos. Além disso, a génese da aterosclerose parece
associada a mecanismos celulares e moleculares com influéncias genéticas e
estresse moderado crénico, fato que poderia elucidar medidas terapéuticas e
minimizar a vulnerabilidade arterial.("*

O avango da biologia molecular tem favorecido o desenvolvimento da
tecnologia dos acidos nucléicos e consolidagcdo de novos conhecimentos a
respeito do metabolismo lipidico, permitindo maior compreensao da influéncia

de fatores genéticos sobre a concentracdo de lipides plasmaticos. Dentre



esses, destacam-se polimorfismos e mutacdes que podem alterar a estrutura e,
consequentemente, a funcdo de proteinas envolvidas na sintese, homeostase
e metabolismo do colesterol, como apolipoproteinas, receptores e
enzimas."""1®

Polimorfismos sdo mutagdes frequentes nas quais o alelo mutado se
apresenta na populacdo com uma frequéncia superior a 1%. E reconhecido
que a aterosclerose raramente provém de uma unica mutagdo genética, mas
da interagcdo poligénica. Nesse caso, mutagbes ou inumeros polimorfismos
contribuem para o seu surgimento, expondo o individuo a maior ou menor
suscetibilidade a doencgas cardiovasculares. Assim, sdo denominados genes

e.l9"®) Desse modo, a

predisponentes ao desenvolvimento de ateroscleros
analise precoce de marcadores genéticos envolvidos no metabolismo lipidico a
partir de técnicas de biologia molecular pode contribuir para prevencao de
doencas cardiovasculares em pacientes hiperlipidémicos e portadores de XP.
Varios estudos confirmam, por exemplo, a influéncia de marcadores
genéticos para DAC, incluindo apo B, apo E e receptor de LDL (RLDL), entre
outros. Nesse caso, variantes genéticas sao associadas a concentragdes

elevadas de colesterol plasmatico ou com DAC em varias populagdes.'®2%

1.2 Polimorfismos Genéticos e Metabolismo de Lipidios

O metabolismo lipidico tem como fatores determinantes, além de
enzimas, as apolipoproteinas que desempenham fungbes no transporte de
lipoproteinas, em atividades proteoliticas, como fatores de coagulacdo e

imunolégico, além dos mecanismos de regeneragao celular. As



apolipoproteinas A-l, B e apo(a) sdao mensuradas rotineiramente em
laboratorios de analises clinicas.

A identificacdo de genes envolvidos nos diferentes fendtipos de
dislipidemias e vias metabdlicas podera esclarecer a evolugado clinica da
doenca. A deteccdo de combinagdes genéticas predisponentes ou
determinantes das dislipidemias permitira calcular o risco de doencas
esporadicas ou familiais. Estudos moleculares incluindo clonagem,
sequenciamento e localizagdo cromossémica dos genes que codificam para
proteinas com envolvimento direto no metabolismo das lipoproteinas, revelam
mutacdes e ou polimorfismos associados a alteragdes em seus niveis, além de
lipoproteinas, colesterol e triglicérides (TG).?® Nesse sentido, a genotipagem
de polimorfismos pode ser util na avaliagdo de risco para doencas

cardiovasculares em ambos os sexos.?®

1.2.1 Apolipoproteina E

A apo E € o principal constituinte protéico das lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL) e possui papel importante no metabolismo das
lipoproteinas®” e no transporte de lipidios nos tecidos.®® Esta presente
também nos quilomicrons e em seus remanescentes, assim como nas

@9 A apo E tem como fungao

lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL).
principal a interacdo das lipoproteinas com os receptores celulares

responsaveis por sua captacgo.®?

A apo E é estudada principalmente por sua fungdo no metabolismo de

lipidios e envolvimento no transporte de colesterol em varios tecidos. Atua



como ligante para no minimo dois receptores especificos de lipoproteinas, o
receptor de LDL ou apoB/E e o receptor hepatico para apo E, a proteina de
ligagdo ao receptor LDL (LRP = LDL receptor related protein), permitindo a

0.(29.31

remogao dessas particulas pelo figad ) Além disso, ha evidéncias de sua

associacdo com doencas cerebrovascular,®® renal® e neurodegenerativa

como Alzheimer do tipo tardio.®***

O polimorfismo apo E-Hha |, localizado no exon 4, é identificado sob a
forma de trés alelos principais APOE*2, APOE*3 e APOE*4 que codificam,
respectivamente, para as isoformas apo E2, E3 e E4, distintas entre si pelo
conteudo de cisteina e arginina nas posi¢coes dos cédons 112 e 158 do exon
4.%530  Assim, as isoformas de apo E mostram diferentes propriedades
funcionais e bioldgicas, sendo E3 e E4 facilmente reconhecidas pelo receptor
de LDL, enquanto E2 se liga fracamente a ele, associando-se a hiperlipidemia
do tipo Ill. Em contrapartida, tanto LRP quanto o receptor de VLDL reconhecem
todas as isoformas de apo E. Além disso, o receptor de VLDL mostra-se capaz
de estabelecer ligagdo também com apo E-livre, ndo necessitando de sua

associacao a lipidios para seu reconhecimento.®®

Corbo & Scacchi®® analisaram a distribuicdo mundial de polimorfismos
da apo E, mostrando maior frequéncia do alelo APOE*3 em todos os grupos
humanos. Diante da grande variabilidade na frequéncia dos alelos para apo E
em diferentes populacdes, os alelos APOE*2 e APOE*4 podem ter influéncia
variavel no sentido de predizer o risco de eventos vasculares em populacdes

distintas. Desse modo, Kolovou et al.®® mostraram concentracdo plasmatica de



LDLc significantemente elevada em homens portadores do gendtipo APOE*3/4

quando comparado aqueles com gendétipo APOE*3/3.14%)

Ribera et al.*" detectaram frequéncia aumentada do fenétipo apo E3/E4
em pacientes com XP e associaram o0s niveis plasmaticos elevados de
colesterol, LDLc e apo B a prevaléncia de E4. Entretanto, individuos
normolipémicos com XP n&o apresentaram alteragdo na distribuicdo dos
fendtipos para apo E. Concluiram que o XP parece associado com alteracdes
quantitativas e qualitativas do metabolismo lipidico e sua relacdo com depdsito
na pele e vasos. Esses resultados sugerem que o XP seja um marcador de
dislipidemias, sendo necessaria a determinacao do perfil lipidico para avaliar
risco de doenga cardiovascular. Por outro lado, em estudo de casuistica
brasileira a presenga de tais manifestagbes dermatoldgicas ndo se associou ao
perfil lipidico, mostrando-se semelhante nos pacientes, controles e respectivos
familiares. Além disso, a variabilidade da apo E nao diferenciou familias com

portadores de xantomatoses.“#*?)

Outros estudos também associaram historia clinica para DAC, medidas
antropomeétricas, perfil lipidico, dosagem de Lp(a), variantes genéticas incluindo
apo E e apo B-mutacdo 3500 e presenca de xantomas.“** Diante da
prevaléncia de 11% de xantomas, 12% de XP com arco corneano e 16% de
casos com doenga isquémica cardiaca, o gendétipo APOE*3/4 foi detectado em
16% dos pacientes, cuja concentragéo de CT e LDLc mostrou-se mais elevada
comparado a APOE*3/3. Entretanto, em pacientes com XP pareados com um

grupo controle por idade, sexo, graus de obesidade e fendtipo hiperlipémico, a



distribuicdo dos alelos para apo E foi semelhante nos grupos normolipémico e

hiperlipémico.*®

A apo E tem sido estudada n&o apenas em associagao com perfil lipidico
e doencgas cardiovasculares e neurodegenerativas, mas visando sua possivel

aplicacgao clinica.

1.2.2 Apolipoproteina B

A apo B tem quatro funcdes estabelecidas: proteina estrutural de VLDL,
IDL, LDL e Lp(a), participa da biossintese, montagem e secrecao hepatica das
lipoproteinas ricas em TG, interage com a heparina e com varios
proteoglicanos da parede arterial envolvidos na ligagdo de LDL com as placas
aterosclerdticas e € ligante a receptores de LDL, mediando a remog¢ao de LDL

do plasma.®

Em 1980 foram demonstradas duas formas de apo B no plasma
humano, a apo B-100 e a apo B-48. A apo B-100 é sintetizada no figado e
secretada no plasma incorporada as VLDLs, sendo a unica apolipoproteina de
LDL. Cada particula de VLDL contém apenas uma molécula de apo B-100. Ao
contrario de outras apolipoproteinas, a apo B-100 n&do é transferida de uma
lipoproteina para outra e, por isso, a apo B-100 permanece nas VLDL até que
esta seja catabolizada a LDL. A apo B-48 ¢é sintetizada nos enterdcitos, sendo

a principal apolipoproteina dos quiloml'crons.“o)

A interagao de LDL com o receptor de LDL (RLDL), mediada pela apo B-

100, é critica para a manutengcdo da homeostase extra e intracelular do



colesterol,*") pois cerca de dois tercos do colesterol circulante sao
transportados pelas particulas de LDL.“® Assim, uma das regides funcionais

mais importantes da apo B-100 é o dominio de ligagdo com o RLDL.

Fatores de risco para DAC, incluindo niveis séricos de CT, LDLc,

colesterol ndo-HDL e apo B-100 tém sido analisados conjuntamente, visando

identificar o grau de concordancia/discordancia entre eles e seu significado

como risco cardiovascular para individuos sem a doenca. Nesse contexto,

Sniderman et al.*®) observaram correlacio significativa entre eles, mas apenas

em 50% dos individuos que mostraram associacdo entre niveis de apo B e

LDLc. Nesse caso, apo B pareceu ser mais concordante com colesterol ndo-

HDLc que para LDLc.

Alteragdes no metabolismo de LDL podem ocorrer devido a defeitos no
RLDL, ou ainda, em seu ligante, a apo B-100. Muta¢des no gene para apo B-
100 podem comprometer a afinidade da apolipoproteina ao receptor de LDL,
retardando a remocdo de LDL da circulagdo sanguinea e resultando em

(50

hipercolesterolemia. ) A doenca causada por mutagbes em apo B-100 é

51)

denominada defeito da apo B-100 familial (FDB). Kaiser et al.*" postularam ser

essa doenca clinicamente indistinguivel da HF.

Nesse caso, o defeito na estrutura da apo B impede sua ligacao
adequada ao receptor de LDL. Assim, ocorre retardo na remocdo da LDL
circulante, embora menos acentuado em relagao a HF. Seus portadores podem

apresentar arco corneano, xantelasma e ou xantomas.®?

O efeito das mutagdes no gene para apo B resulta na elevagdo das

concentragdes plasmaticas de LDLc que atinge valores de aproximadamente



250mg/dL. Nesse contexto, a apo B tem sido considerada fator para lesdes
relacionadas com acumulo de colesterol local dependente da idade.® Aos 60
anos, cerca de 70% de homens e mulheres com FDB apresentam DAC, 40%

tém xantomas tendineos e 35% arco corneo.®¥

A apo B é representada por uma unica molécula, com fungao estrutural,
em lipoproteinas aterogénicas. Desse modo, sua concentracdo reflete

%) Tal fato justifica

diretamente o numero de particulas aterogénicas no sangue.
a preocupacao no estudo de apo B e sua influéncia na aterosclerose, que
apesar de ser uma doenca de carater multifatorial, ha evidéncias de que o
conceito de retencdo endotelial de lipoproteinas contendo apo B-100 pode
fazer parte do inicio desse processo.®®*") Assim, a apo B influenciando niveis
de CT e LDLc, poderia tornar-se marcador precoce para doencgas
cardiovasculares.®®

A crescente preocupacao pela prevencdo da aterosclerose € evidente
em estudos de individuos cada vez mais jovens e com aparente risco para
doencas cardiovasculares. Nesse caso, a identificacdo de fator genético
relacionado com uma possivel desordem metabdlica aumentaria o risco da
ocorréncia de doencgas associadas ao perfil lipidico.

Estudos conferem associagao entre polimorfismos genéticos de apo B e

2459 incluindo aumento no nivel sérico de

risco para doencas coronarianas,'
VLDLc®” e LDLc.®” Sao reconhecidos varios polimorfismos de apo B
detectados pelo método RFLP (polimorfismo de tamanho dos fragmentos de

restricdo), com o uso de enzimas de restricdo que identificam regides

polimorficas. Destacam-se os polimorfismos para Xba | (genétipos X+X+; X+X-;



X-X-), EcoRI (exon 29 - gendtipos E+E+; E+E-; E-E-), Msp | (exon 26 — M+M+;
M+M-; M-M-), além dos polimorfismos na extremidade 3° (3'HVR e

Insergao/Delegao - Ins/Del- gendtipos D/D; I/D; 1/1).

1.2.2.1 Polimorfismo apoB-Xba |

A regiao polimorfica Xba |, localiza-se no exon 26 do gene APOB, resulta
da substituicdo de A para T na posicao 7.673, no cdédon 2.488 da treonina, o
que causa uma mutacgdo silenciosa na apo B.®%®) Estudo de metanalise
apresentado por Chiodini et al.®¥ reforca auséncia de associagdo entre
polimorfismo apo B-Xba | e aumento de risco para DAC e ou infarto agudo do
miocardio. Além disso, outra metanalise sistematica também nao evidenciou
associacdo entre aumento de isquemia cardiaca e presenca do alelo X+,
apesar de individuos portadores desse alelo possuirem niveis mais elevados
de LDLc.®® Por outro lado, Han et al.,®® em analise do polimorfismo apo B-
Xba | encontraram, em pacientes portadores do gendtipo X+X-, niveis séricos
de CT, LDLc e apo B significantemente aumentados quando comparados a
individuos com gendtipo X-X-. Nesse sentido, correlacionaram o alelo X+ com
valores elevados de CT e LCLc, sugerindo-o como possivel marcador de risco

para alteracdes do perfil lipidico.

1.2.2.2 Polimorfismo apo B-Ins/Del

A regido polimérfica Ins/Del esta localizada no peptideo sinalizador do
gene para apo B e decorre da inser¢cao ou delecdo de 9 pares de bases no

exon 1. Estas 9 bases, quando presentes no DNA, codificam 3 aminoacidos,



que sao leucina-alanina-leucina, localizados entre os cédons —26 e —14 do

gene para apo B.©%67)

Na tentativa de estabelecer relacdo entre obesidade exdgena
constitucional e polimorfismos de apo B, latsyshina et al.®® evidenciaram que
pacientes nao diferiram de controles quanto a constituicdo genotipica e que
nao houve associacdo com obesidade nessa populagdo para individuos com
genotipo Ins/Ins. A influéncia do polimorfismo apoB-/ns/Del sobre os indices de
risco e niveis de TG e VLDLc em individuos obesos também foi mostrada por
Jemaa et al..®® Concluiram que nesses pacientes alteracdes estruturais de apo
B podem exercer efeito no metabolismo de lipidios, causando variagdes em

suas concentracoes séricas.

1.2.3 Receptor de LDL

O RLDL é uma glicoproteina localizada em regides definidas da
membrana plasmatica, onde as particulas de LDL ligam-se por intermédio da
apo B-100 a membrana das células. O gene para RLDL esta localizado no
bragco curto do cromossomo 19 humano (19p13.1-19p13.3) e consiste de 18

éxons e 17 introns."%72

Esse receptor permite a entrada de LDL na célula, suprindo suas
necessidades de colesterol. A transcricdo do gene, nesse caso, é regulada por
retroalimentacdo negativa, determinada pelo conteudo de colesterol
intracelular. Desse modo, RLDL remove a LDL da circulagdo sanguinea, sendo

responsavel pela manutencdo da homeostase dos lipidios e das lipoproteinas



no plasma e nos tecidos. Larsson et al."* demonstraram que o receptor de
LDL também tem fungdo coadjuvante na sintese e secrecdo de VLDL,
prevenindo dessa maneira a liberagdo pelo figado de lipoproteinas contendo

apo B-100.

Defeitos na expressao do receptor da LDL elevam os niveis plasmaticos
de LDLc e colesterol. Nesse caso, os pacientes podem apresentar HF
associada a presenca de xantomas tendineos, arcos corneanos, XP e estenose
aodrtica, com risco elevado para doengas coronarianas. Isso sugere que essas
manifestacbes da doenca sado parcialmente determinadas por mutagdes no
gene RLDL."™ Nesse contexto, Garcia-Alvarez et al’®, comparando
geneticamente individuos com HF devido ao defeito no RLDL e portadores de
hipercolesterolemia com alteracdo na apo B-100, mostraram diferencgas
significativas quanto ao periodo de evolugdo para eventos vasculares.

Concluiram que o defeito no receptor de LDL é clinicamente mais agressivo, na

medida em que permite manifestacées mais precoces da doenca.

Ha referéncia de diferentes respostas a hipolipemiantes em portadores
de hipercolesterolemia autossGmica recessiva, decorrente de mutagdes no
gene RLDL, associado ao desenvolvimento mais raro ou tardio de

complicacdes cardiovasculares devido & aterosclerose prematura.””

Em relacdo a aterogénese, Hu et al.”® demonstraram também a
capacidade da LDL oxidada em modular a expressao de RLDL, possivelmente
a partir da geracado de radicais livres, em células endoteliais de artérias
coronarias humanas. Além disso, maior velocidade de transporte transvascular

de LDL foi detectada em pacientes diabéticos, sugerindo maior fluxo de



lipoproteinas nas paredes arteriais, possivelmente sustentando o rapido

desenvolvimento da aterosclerose ao qual estéo sujeitos.

Polimorfismos, além de mutagdes, identificados no gene para o receptor
de LDL, caracterizados como Stu | (éxon 8), Hinc Il (éxon 12), Ava Il (éxon 13),
Pvu 1l (intron 15), Msp | e Nco | (éxon 18), entre outros associam-se a niveis

1,989 contribuindo para lesdo aterosclerética.®"

plasmaticos de colestero
Essas lesdes aterosclerdticas nos vasos sanguineos seriam decorrentes de
defeito no transporte do colesterol, ou mesmo devido a modificacdo da
molécula lipidica. Fato, portanto, ndo necessariamente associado ao nivel
sérico de colesterol e suas fracées no organismo.(sz) Desse modo, o estudo de
lipoproteinas e seus receptores tém identificado variagdes genéticas que

evidenciam fatores determinantes do perfil lipidico em populacdes e seu efeito

na homeostase do colesterol.

1.2.3.1 Polimorfismo RLDL-Ava Il

Descrito pela primeira vez por Hobbs et al.,®® o sitio polimérfico Ava |I
esta localizado no exon 13 do gene para receptor LDL. Nesse caso, sao
caracterizados dois alelos identificados como A+ e A-, correspondentes a
presenca e auséncia do sitio polimorfico, respectivamente. Diversos estudos
mostram associagdo entre polimorfismo RLDL-Ava Il e variagdes no perfil

5, (81:84-86)

lipidico em pacientes com hipercolesterolemi e individuos da

populacdo geral.®” Alguns autores detectaram a influéncia do gendtipo A+A+



no aumento do nivel sérico de LDLc, além da tendéncia na elevacao dos niveis

de CT e TG e diminuicéo de HDLc.®®

1.2.3.2 Polimorfismo RLDL-Hinc Il

A regidao polimérfica Hinc Il esta localizada no exon 12 do gene que
codifica para RLDL. Esse polimorfismo € associado a variagdo dos niveis
plasmaticos de lipidios. Salazar et al.'® analisaram o polimorfismo RLDL-Hinc
Il em casuistica brasileira com perfil lipidico de alto risco para doencas
cardiovasculares, encontrando maior frequéncia do alelo H+ (0,63) nos
pacientes em relagdo aos controles (0,44). Houve maior prevaléncia de H+H-
nos pacientes (49%) e principalmente nos controles (72%), com relagdo aos

demais gendtipos (H+H+ = 38%, 8%; H-H- = 13%, 20%; respectivamente).

Considerando a importancia de pesquisas sobre xantelasma palpebral,
justifica-se o presente estudo, pois na literatura ndo foram encontrados
trabalhos relacionados a aspectos clinicos, fatores bioquimicos e genéticos em
pacientes com essa lesdo. Essa associagao pode contribuir para esclarecer a
relacdo entre xantelasma palpebral e alteracbes no metabolismo de
lipoproteinas plasmaticas mediadas por fatores genéticos. Além disso, o
conhecimento gerado a partir desta pesquisa podera ampliar o arsenal
terapéutico com enfoque multidisciplinar e também sinalizar possiveis

indicadores de fatores de risco cardiovascular nesses pacientes.



1.3 Objetivo
1.3.1 Objetivo geral

Caracterizar pacientes com xantelasma palpebral considerando aspectos

clinicos e demograficos, perfil lipidico e polimorfismos genéticos.

1.3.2 Objetivos especificos
1- Caracterizar o perfil demografico quanto a sexo e faixa etaria;

2- Identificar perfil clinico, incluindo sinais e sintomas, localizagao,
lateralidade, coloragdo, tempo de aparecimento e evolugdao do xantelasma

palpebral;
3- Determinar perfil lipidico de individuos com e sem xantelasma palpebral;

4- Analisar prevaléncia dos polimorfismos apo E-Hha |, apo B-Xba |, RLDL-

Ava Il e RLDL-Hinc II;

5- Avaliar associacado entre os referidos polimorfismos genéticos e perfil

lipidico em individuos com e sem xantelasma palpebral.
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2. CASUISTICA E METODO

2.1 Casuistica

Foram estudados 200 individuos caucasobides, nao aparentados,
distribuidos em dois grupos pareados em relacdo a sexo e idade: G1- 100
pacientes com diagndstico clinico de xantelasma palpebral e G2- 100 individuos

sem diagnéstico clinico de xantelasma palpebral.

Os individuos foram atendidos por médico dermatologista em clinica
particular situada no municipio de Tupa, SP. Foram critérios de exclusdo em
ambos o0s grupos tabagismo, hipertensao arterial sistémica, doengas renais e ou

hepaticas e tratamento com hipolipemiantes.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP) (Anexo 1). Antes do inicio
deste estudo, todos os individuos foram informados sobre a importancia e o
objetivo desta pesquisa, tendo liberdade de participar ou ndo da mesma mediante

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

2.2 Método

Todos os individuos foram avaliados clinicamente considerando-se dados
como sexo, idade, sinais e sintomas, localizagao, lateralidade, coloragéo, tempo

de aparecimento e evolugdo do XP (Apéndice 1).



A coleta de amostra de sangue periférico para analise dos polimorfismos
genéticos de apo E, apo B e receptor de LDL, além do perfil lipidico de todos os
individuos foi realizada no Laboratério de Analises Clinicas da Santa Casa de
Misericordia de Tupa, e as anadlises dos polimorfismos genéticos no Nucleo de

Pesquisa em Bioquimica e Biologia Molecular da FAMERP (NPBIM/FAMERRP).

2.2.1 Analise do perfil lipidico

As concentragdes séricas de TG, CT e HDLc foram determinadas por
métodos colorimétricos enzimaticos.®°" Os niveis séricos da fracdo de colesterol
da lipoproteina de alta densidade (HDLc - high density lipoprotein cholesterol) foram
dosados pelo sistema enzimatico oxidase/peroxidase com colorimetria.®*°". Os
niveis da fragao de colesterol da lipoproteina de baixa (LDLc = low density lipoprotein
cholesterol) e muito baixa densidade (VLDLc = very low density lipoprotein cholesterol)
foram calculados pela formula de Friedwald [LDLc = CT — (HDLc + TG/5)], para
valores de TG abaixo de 400 mg/dL.

Foram considerados valores de referéncia para TG, CT, HDLc e LDLc
niveis registrados pela lll Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e Diretriz de
Prevencao da Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade

Brasileira de Cardiologia®® (Quadro 1).



Quadro 1. Valores de referéncia dos lipides para individuos acima de 20 anos.

Lipides Valores (mg/dL) Categoria
<200 6timo
Colesterol total o
200 - 239 limitrofe
(CT)
> 240 alto
<100 otimo
100 - 129 desejavel
LDL — colesterol .,
130 - 159 limitrofe
(LDLc)
160 — 189 alto
>190 muito alto
HDL — colesterol <40 baixo
(HDLc) >60 alto
<150 6timo
Triglicérides 150 — 200 limitrofe
(TG) 201 — 499 alto
> 500 muito alto

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia™”’

LDL = lipoproteina de densidade baixa; HDL = lipoproteina de densidade alta.

2.2.2 Polimorfismos genéticos
Essa analise incluiu as seguintes etapas: extracdo e amplificagdo do DNA
e restricdo do produto amplificado com enzimas de restricdo Hha | (apo E), Xba |
(apo B), Ava Il e Hinc Il (RLDL), seguida de analise do DNA por eletroforese em
gel de agarose ou poliacrilamida, de acordo com o polimorfismo estudado,

seguido de coloragdo com brometo de etideo.



Extracao de DNA

O DNA genbmico foi extraido de leucdcitos de sangue periférico (5 mL)
coletados com EDTA. A extragado foi realizada em trés etapas de acordo com a
técnica descrita por Gustincich et al.,®® compreendendo: 1) lise das células
sanguineas e desnaturacdo com solugéo de brometo dodeciltrimetilaménio (DTAB);
2) desproteinizagdo com cloroférmio; 3) precipitacdo do DNA e ressuspensédo via

brometo cetiltrimetilaménio (CTAB) (Apéndices 2 e 3).

Integridade das amostras de DNA e quantificagao do DNA

gendomico

As amostras de DNA foram submetidas a avaliagédo de sua integridade
por eletroforese em gel de agarose. Utilizou-se gel de agarose a 1% em
solugdo tampao TBE (Tris-HCI 0,45 mM, acido bérico 0,45 mM e EDTA 2,5
mM) em uma cuba eletroforética. As amostras continham 5uL do DNA e 3uL do
tampao da amostra (azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol FF 0,25% e
glicerol 30%) e foram aplicadas no gel imerso no TBE. Aplicou-se também um
marcador de tamanho do DNA de 1kb. As condicbes de eletroforese para
analise da integridade do DNA foram 100V e 60mA por 45 minutos. Apos este
processo, o gel foi corado com brometo de etideo, cuja técnica de coloragcédo
encontra-se descrita neste texto na analise do polimorfismo da apo E, logo a

seguir, com leitura realizada em luz ultravioleta (UV).

A quantificagdo e analise quanto ao grau de pureza das amostras de

DNA foram realizadas em espectrofotdbmetro apds diluicdo das amostras em



tampao TE, avaliando-se a concentragcao de DNA e proteinas em 260 e 280nm,

respectivamente.

2.2.2.1 Amplificagao das regioes polimorficas
Cada reagcao de PCR (polymerase chain reaction) foi realizada em
termociclador (Eppendorf - Mastercycler), com o0s componentes e suas

respectivas quantificacoes.

Preparo da solucao reagente — por tubo de reacao

Agua Milli Q estéril 7,05uL
Buffer da Taq polimerase (10 X — Gibco BRL) 2,5uL
dNTP (solugao de trabalho -1,21mM) 2,0uL
Primer P12,5mM 2,5uL
Primer P2 2,5mM 2,5uL
DMSO (10%) 2,5uL
Taq polimerase (5U/uL - Invitrogen) 0,2uL
Cloreto de Magnésio (50mM — Gibco BRL) 0,75uL
DNA (solugao de trabalho-0,1ug/uL) 5,0uL

Preparo do dNTP (solugao de trabalho)

Agua Milli Q estéril 760uL

dNTP 10pL de cada dNTP (A, T, C, G)

Obtendo-se uma solugéo de 1,21mM ou 1.210 uM.



Primers utilizados

PCR - apo E (Hha 1)

Primer 1: 5—-ACAGAATTCGCCGGCCTGGTACAC-3’

Primer 2: 5~TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAGCA-3’

O processo de amplificacdo por PCR foi realizado de acordo com o
protocolo a seguir:

(1) desnaturacao inicial a 90°C por 5 minutos;

(2) amplificagao: 35 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturacao),

65°C por dois minutos (hibridizagao e extensao);
(3) extensao final: 72°C por 7 minutos .

Ao final dos ciclos, a reagao foi interrompida por esfriamento a 4°C.

PCR - apo B (Xba 1)®

Primer 1: 5-GGAGACTATTCAGAAGCTAA-3’

Primer 2: 5-GAAGAGCCTGAAGACTGACT-3’

O processo de amplificagao por PCR foi realizado de acordo com o

protocolo a seguir:

(1) desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos;

(2) amplificagdo: 35 ciclos de 92°C por 1 minuto (desnaturagéo), 60°C
por 3 minutos (hibridizagédo) e 72°C por 5 minutos (extenséo);

(3) extenséo final: 72°C por 7 minutos .

Ao final dos ciclos, a reacédo foi interrompida por esfriamento a 4°C.



PCR - apo B (Ins/Del)®®

Primer 1: 5—~CAGCTGGCGATGGACCCGCCGA-3

Primer 2: 5-ACCGGCCCTGGCGCCCGCCAGCA-3’

Foi seguindo o seguinte protocolo de amplificagao:

(1) desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos;

(2) amplificagao: 35 ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturagao), 68°C por
1 minuto (hibridizagao) e 72°C por 5 minutos (extensao);

(3) extenséao final: 72°C por 7 minutos.

Ao final dos ciclos, a reacao foi interrompida por esfriamento a 4°C.

PCR — RLDL (Ava I1)®

Primer 1: 5-GTC ATC TTC CTT GCT GCC TGT TTA G-3’

Primer 2: 5-GTT TCC ACA AGG AGG TTT CAA GGT T-3

O procedimento aplicado seguiu o seguinte protocolo:

(1) desnaturacao inicial: 94°C por 5 minutos;

(2) amplificagao: 35 ciclos de 94°C 1 minuto (desnaturagao), 63°C 2
minutos (hibridizagao) e 72°C 1 minuto (extensé&o);

(3) extensao final: 72°C por 10 minutos.

Ao final dos ciclos, a reacao foi interrompida por esfriamento a 4°C.

PCR - RLDL (Hinc 11)®
Primer 1: 5~GCACGTGACCTCTCCTTATCCACTT-3’
Primer 2: 5—CACCTAAGTGCTTCGATCTCGTACG-3'

Este procedimento seguiu o seguinte protocolo de amplificagao:



(1) desnaturacao inicial: 95°C por 5 minutos;

(2) amplificagao: 28 ciclos de 95°C por 1 minuto (desnaturagao), 55°C por
2 minutos (hibridizagao) e 72°C por 1 minuto (extenséo);

(3) extenséao final: 72°C por 10 minutos.

Ao final dos ciclos, a reacao foi interrompida por esfriamento a 4°C.

2.2.2.2 Analise do produto de PCR em gel de agarose

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1% (300mg de
agarose, 30mL de TBE 1 X), para conferir a amplificagdo do DNA. O gel foi
preparado com agarose em tampao TBE (Tris-HCI 0,45mM, acido bérico 0,45mM
e EDTA 2,5mM pH 8,0). Para solubilizagdo a agarose foi aquecida em forno
microondas por 20 segundos. Apds resfriamento (em torno de 45°C) a solugao foi
colocada em sistema eletroforético horizontal. Apds a solidificacdo do gel, foram
pipetados 4uL do produto de PCR diluidos em 2,5uL de bromofenol e 4uL de
ladder 100 pb (Gibco) diluido também no tampao da amostra em 1:9. O tempo de
corrida eletroforética foi de 1 hora a 100V. Apds esse processo, o gel foi corado

com brometo de etideo e as bandas visibilizadas sob luz UV em transiluminador.

2.2.2.3 Restricdo enzimatica e analise eletroforética em gel de
poliacrilamida 6%
Apo E — Hha |

O produto de amplificacdo do PCR foi submetido a enzima de restricao
Hha | (5U por tubo de reagcdo) em banho-maria a 37°C, overnight, para clivagem
das sequéncias amplificadas dos alelos APOE*2, APOE*3 e APOE*4 em regides

especificas (GCGC), separando fragmentos com 91 e 83 pb (APOE*2), 91 e 48



pb (APOE*3) e 72 e 48 pb (APOE*4). A apo E3 contém cisteina na posi¢cao 112 e
arginina na posicao 158. Na apo E2, residuo de cisteina substitui a arginina na
posicao 158, enquanto a apo E4 contém arginina em ambas as posicoes.
Fragmentos de DNA, referentes aos alelos APOE*2, APOE*3 e APOE™4,
obtidos pela acdo da enzima de restricdo Hha | foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% n&o desnaturado, sob corrente
constante de 200V. Como controle foi utilizada amostra de DNA padréao (pBR
322-Gibco), digerido pela enzima de restricado Msp | que gera fragmentos de
até 110, 90, 76 e 67 pb. Apos eletroforese, o gel foi corado com brometo de
etideo (0,2mg/L) por 5 minutos e fragmentos de DNA visibilizados sob

iluminacdo UV, seguido de andlise do material por fotodocumentagao (Figura

1).
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Figura 1 - Esquema apresentando perfil de bandas eletroforéticas em gel de

poliacrilamida para o polimorfismo apolipoproteina E-Hha |, mostrando

0s gendtipos correspondentes a fragmentos de DNA em pares de base

(pb), sob restricao enzimatica com Hha l.

Apo B — Ins/Del

Os produtos de amplificagao do polimorfismo Ins/Del foram analisados por

eletroforese em gel de poliacrilamida 6%. O perfil eletroforético evidenciou dois

fragmentos de tamanhos distintos, 84 e 93 pb (Figura 2). A migracao das

amostras foi comparada ao padrao ladder 10 pb (Gibco). A presenca de um unico

fragmento de 93 pb caracterizou individuos homozigotos para o genotipo Ins/Ins

(I1), enquanto que um unico fragmento de 84 pb identificou homozigotos para o

gendtipo Del/Del (DD) e dois fragmentos de tamanhos de 93 e 84 pb revelaram a

presenca de heterozigose Ins/Del (ID).
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Figura 2 - Fotografia de gel de poliacrilamida submetido a eletroforese para
analise do polimorfismo apolipoproteina B-Ins/Del. Notam-se
gendtipos Il nas colunas 1, 3, 8, 9, 14, 15 e 16; DD nas colunas 4, 5,
7, 18, 19 e 20 e ID nas colunas 2, 6, 10, 12, 13 e 17. Coluna 11

apresenta amostra de DNA padréo (10 bp). pb = pares de base.

RLDL — Ava ll

Os produtos da amplificagdo por PCR foram submetidos overnight a
enzima de restricdo Ava Il a 37°C em banho-maria, seguido de eletroforese em
gel de poliacrilamida 6% e coloragdo com brometo de etideo para identificagéo
dos fragmentos de restricdo. Individuos homozigotos para o gendtipo A-A-
apresentam apenas um fragmento de 228 pb, indicando auséncia de sitios de
restricdo para Ava |l. Homozigotos para gendtipo A+A+ mostram dois
fragmentos, um de 141 pb e outro de 87 pb, indicando presencga de um sitio de
restricdo. Os individuos heterozigotos A+A- apresentam 3 fragmentos, 228 pb,

141 pb e 87 pb (Figura 3).
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Figura 3 - Fotografia de gel de poliacrilamida submetido a eletroforese para
analise do polimorfismo de receptor LDL-Ava II. Notam-se gendétipos
A+A+ nas colunas 1 e 16; A+A- nas colunas 3, 12, 13, 14, 15, 18 e
20 e A-A- nas colunas 4, 8, 11, 17 e 19. Coluna 10 apresenta uma

amostra de ladder 100 pares de base (pb).

RLDL — Hinc Il

Os produtos da amplificacdo por PCR (210 pb) foram submetidos
overnight a enzima de restricdo Hinc Il a 37°C em banho-maria, seguido de
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e coloragdo com brometo de etideo
para identificagdo dos fragmentos de restricdo. Considerando que o fragmento
amplificado pode apresentar um ou dois sitios de restricdo para a enzima Hinc
I, apés a eletroforese observa-se a presenca de quatro fragmentos de
tamanhos moleculares diferentes, determinando dois gendétipos homozigotos:

H+H+ e H-H- e o heterozigoto H+H-. O gendtipo H-H- mostra dois fragmentos



de 148 pb e 62 pb; o gendtipo H+H+ trés fragmentos de 110 pb, 62 pb e 38 pb

e H+H- quatro fragmentos (148 pb, 110 pb, 62 pb e 38 pb) (Figura 4).
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Figura 4 - Fotografia de gel de poliacrilamida submetido a eletroforese para
analise do polimorfismo receptor LDL-Hinc Il. Notam-se genétipos
H+H+ nas colunas 2, 3, 9, 18 e 19; H+H- nas colunas 1, 4, 6, 7, 10,

13, 14, 16 e 17 e H-H- nas colunas 5 e 15. Coluna 11 apresenta
amostra de ladder 100 pares de base (bp).

2.2.2.4 Restricao enzimatica e eletroforese em gel de agarose

Apo B — Xba |

Os produtos da amplificagdo por PCR (710 pb) foram submetidos

overnight a enzima de restricdo Xba | a 37°C em banho-maria, seguido de

eletroforese em gel de agarose 1,5% (450mg de agarose, 30mL de TBE 1X).©”



O gel foi preparado com agarose em tampao TBE (Tris-HCI 0,45mM, &acido
borico 0,45mM e EDTA 2,5mM pH 8,0). Para solubilizagdo a agarose foi
aquecida em forno microondas por 20 segundos. Apds seu resfriamento (em
torno de 45°C) a solugédo foi colocada em sistema eletroforético horizontal.
Apos a solidificacdo do gel, foram pipetados os produtos de restricao
enzimatica diluidos em 4,0uL de bromofenol e 4uL de ladder 100pb (Gibco)
diluidos também no tampé&o da amostra em 1:9. A condigao de eletroforese foi
de 45 minutos a 110V. Apds esse processo, corou-se 0 gel com brometo de
etideo e as bandas foram visibilizadas sob luz UV em transiluminador. O gel foi
fotodocumentado com sistema polaroid (filme polaroid 667). A migragao das
amostras foi comparada com amostra padrao /ladder de 100 pb. A analise
eletroforética mostrou trés fragmentos de diferentes tamanhos (Figura 5),
sendo que um fragmento de 710 pb foi caracterizado como homozigoto com o
gendtipoX-X-, indicando a auséncia do sitio de restricdo para Xba |. As
amostras de individuos homozigotos com o genoétipo X+X+, que indica a
presencga do sitio de restricdo, revelaram fragmentos de restricdo de 433 pb e
277 pb. Os heterozigotos X+X- mostraram 3 fragmentos: 710 pb, 433 pb e 277

pb.
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Figura 5 - Fotografia de gel de agarose submetido a eletroforese para analise de
polimorfismo apolipoproteina B-Xba |. Notam-se gendtipos X+X+ nas
colunas 2 e 7; X+X- nas colunas 1, 3, 6, 9, 11, 12, 14 e 16; X-X- nas
colunas 4, 8, 10 e 15. Colunas 5 e 13 apresentam amostra de ladder

100 pares de base (bp).



2.3 Analise Estatistica

Variaveis categoricas foram comparadas por meio dos testes qui-quadrado
e exato de Fisher. Variaveis continuas foram comparadas utilizando-se teste de
Mann-Whitney. Diferengas na distribuicdo de frequéncia genotipica a partir do
equilibrio de Hardy-Weinberg foram verificadas por meio do teste qui-quadrado.
Frequéncias de gendtipos foram estimadas por meio de algoritmo EM
(Expectation-Maximization) usando-se programa Arlequin. Associacdes entre
xantelasma palpebral, gendtipos e outras variaveis foram avaliadas por meio de
analise de regressao logistica univariada e multivariada com critério stepwise. Foi
utilizado o programa computacional SAS System 6.12 for Windows (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA). Significancia foi definida como p< 0,05, apds aplicagdo da

correcao de Bonferroni.



RESULTADOS



3. RESULTADOS

Os grupos G1 (pacientes) e G2 (controles) estdo caracterizados nas
Tabelas 1 a 9, considerando dados demograficos, caracteristicas clinicas, perfil
lipidico e genotipagem para apo E (polimorfismo Hha |), RLDL (polimorfismos

Ava Il eHinc Il) e apo B (polimorfismos Xba | e Ins/Del).

3.1 Dados Demograficos

Considerando-se dados referentes a sexo e faixa etaria, notou-se
predominio do sexo feminino em ambos os grupos. Comparando-se a média de
idade entre os grupos, ndo houve diferenga significante (Tabela 1). O xantelasma
palpebral prevaleceu em pacientes com 50 a 59 anos tanto no sexo masculino

como no feminino (Tabela 2).

Tabela 1 - Dados demograficos de pacientes com xantelasma palpebral (G1) e

controles (G2).

Variaveis G1 (N =100) G2 (N =100)
P*
n % n %

Sexo
feminino 63 63 64 64

1,0000
masculino 37 37 36 36
Idade (anos)
Média = DP 46,2 + 13,6 440+ 12,6

0,2253
Min - Max 30-82 22 - 82

DP = desvio padréo; Min = valor minimo; Max = valor maximo; * = teste de Fisher



Tabela 2 - Distribuicdo dos pacientes com xantelasma palpebral conforme faixa

etaria e sexo.

Faixa etaria M F
(anos)
30-39 5(13,5) 9(14,3)
40-49 6(16,2) 13(20,6)
50-59 11(29,7) 19(30,2)
60-69 10 (27,0) 13(20,6)
70-79 4 (10,8) 6 (9,5)
80-89 1(2,7) 3(4,8)
Total 37 63

valores entre parénteses correspondem a porcentagem

3.2 Caracteristicas Clinicas

Dentre os pacientes com XP avaliados, houve predominio do tipo placa
(> 1 cm) (57%), da coloragao amarelo claro (90%), do acometimento de ambos
os lados (67%), da localizagao bilateral superior (60%) e da extensao palpebral
proximal superior (76%) (Tabela 3, Figuras 6 a 9).

O tempo de aparecimento do XP conforme referido pelos individuos
variou de 6 a 180 meses (54,7+£35,9 meses) (Tabela 4). Os sintomas referidos
pelos pacientes incluiram irritagdo (7%), prurido (2%), dor no olho (2%) e

auséncia de sintomas (89%).



Tabela 3 - Distribuicdo percentual de variaveis clinicas em pacientes com
xantelasma palpebral (n = 100).

Variaveis N %
Tipo

papulosa (< 1 cm) 5 5
placa (> 1 cm) 57 57
placa linear (> 1 cm) 38 38
Coloracao

amarelo claro 90 90
amarelo escuro 10 10

Lateralidade

direito 14 14
esquerdo 19 19
ambos 67 67
Localizagao

superior direito
superior esquerdo 13 13
inferior direito 5 5
inferior esquerdo

bilateral superior 60 60
bilateral inferior

bilateral superior com inferior esquerdo 5 5
bilateral superior e inferior

Extensdo palpebral

proximal superior 76 76
proximal inferior 20 20
proximal-médio superior

proximal-médio inferior

proximal-médio-distal inferior

- 01 o0 N O

6
2
proximal-médio-distal superior 5
5
1

médio inferior




Tabela 4 - Distribuicao dos pacientes com xantelasma palpebral conforme faixa

etaria e média do tempo de aparecimento (meses) referido pelos

pacientes.
Faixa etaria N Média =+ DP Min-Max
(anos)
30-39 14 24,4148 6-48
40-49 19 36,4+ 23,5 6-84
50-59 30 60,7+ 29,4 6-120
60-69 23 52,8+35,2 10-120
70-79 10 87,6+ 32,5 36-144
80-89 4 132,0 +43,2 72-180

DP = desvio padrao; Min = minimo; Max = maximo



Figura 6 - Fotografia mostrando paciente (32 anos, sexo feminino) portador de
xantelasma palpebral do tipo papulosa (< 1 cm) de coloragéo
amarelo claro, a direita, localizagdo superior e inferior, e extensao
palpebral proximal-médio-distal superior e proximal-médio inferior.



Figura 7 - Fotografia mostrando paciente (67 anos, sexo feminino) portador de
xantelasma palpebral do tipo papulosa (> 1 cm) e placa (< 1 cm) de
coloragao amarelo claro, a direita, localizagao superior e inferior, e

extensao palpebral proximal superior e inferior.



Figura 8 - Fotografia mostrando paciente (62 anos, sexo feminino) portador de
xantelasma palpebral do tipo placa linear (> 1 cm) de coloragao
amarelo escuro, a direita, localizagao superior e inferior, e extensao

palpebral proximal superior e médio inferior.



Figura 9 - Fotografia mostrando paciente (62 anos, sexo feminino) portador de
xantelasma palpebral do tipo placa linear (> 1 cm) bilateral superior,
localizag&o bilateral superior e inferior, e extenséo palpebral proximal

superior e médio inferior em ambas as palpebras.



3.3 Perfil Lipidico

A Tabela 5 apresenta medianas e faixas de variacdo das concentracdes
séricas dos parametros lipidicos avaliados em individuos com xantelasma
palpebral (G1) e controles (G2). Notaram-se valores desejaveis para todas as
variaveis, exceto para niveis séricos de VLDLc e TG nos controles (32mg/dL e
160mg/dL, respectivamente), sendo significantemente elevados comparado a

pacientes (30mg/dL, P=0,0086 e 148mg/dL, P=0,0082; respectivamente).

Tabela 5 - Distribuicdo das medianas e valores minimos e maximos para perfil

lipidico em pacientes com xantelasma palpebral (G1) e controles (G2).

Perfil lipidico G1 G2 .
(mg/dL) (N =100) (N =100) i
CT
mediana 199 197 0,4650
min- max 131 -294 149 - 307
HDLc
mediana 46 45 0,8421
min— max 31-65 30 -63
LDLc
mediana 123 118 0,2716
min— max 69 - 225 40 - 218
VLDLc
mediana 30 32 0,0086
min— max 12 - 56 16 - 70
TG
mediana 148 160 0,0082
min — max 60 - 278 78 - 348

*Teste de Mann-Whitney, CT= colesterol total, HDLc= fragdo de colesterol de lipoproteina de alta
densidade, LDLc= fragcdo de colesterol de lipoproteina de baixa densidade, VLDLc= fragdo de
colesterol de lipoproteina de densidade muito baixa, TG= triglicérides, N= nimero de individuos.



A Tabela 6 apresenta a frequéncia de pacientes e controles com valores
desejaveis e alterados para o perfil lipidico. Notaram-se niveis
significantemente alterados de TG (>150 mg/dL) e VLDLc (>30 mg/dL) nos
controles (68 e 69%, respectivamente), comparado a pacientes (48%,

P=0,0063 e 51%, P=0,0139; respectivamente.

Tabela 6 - Distribuicao de pacientes e controles considerando sua frequéncia

para valores lipidicos desejaveis e alterados.

Perfil Lipidico Pacientes (N=100) Controles (N=100)
(mg/dL) desejavel alterado desejavel alterado pP*
N % N % N % N %

CT 54 54 46 46 65 65 35 35 0,1495
HDLc 75 75 25 25 80 80 20 20 10,4985
LDLc 65 65 35 35 70 70 30 30 0,5461

VLDLc 49 49 51 51 31 31 69 69 0,0139

TG 52 52 48 48 32 32 68 68 0,0063

*Teste exato de Fisher. CT= colesterol total, HDLc= fragdo de colesterol de lipoproteina de alta
densidade, LDLc= fragdo de colesterol de lipoproteina de baixa densidade, VLDLc= fragdo de
colesterol de lipoproteina de densidade muito baixa, TG= triglicérides, N= nimero de individuos.

3.4 Frequéncias Alélicas e Genotipicas e Perfil Lipidico

3.4.1 Apo E-Hhall

Foram analisadas as frequéncias alélicas e genotipicas para apo E —
Hha | em 50 pacientes com XP e 89 controles. O alelo APOE*3 mostrou-se
mais frequente em pacientes e controles (0,84 e 0,82; respectivamente),

seguido do alelo APOE*4 (0,09 e 0,14; respectivamente), sem diferenca



estatistica entre os grupos (Tabela 7). A distribuicdo genotipica também foi
semelhante nos individuos, com prevaléncia do genétipo APOE*3/3 (68% nos
pacientes e 71% nos controles), seguido dos gendtipos APOE*3/4 (18% em
ambos os grupos) e APOE*2/3 (14% e 5%, respectivamente; P = 0,0564).

A analise do perfil lipidico em associagao com o polimorfismo apo E-Hha
| revelou aumento significante nos niveis de VLDLc e TG em pacientes
portadores do gendtipo APOE*3/3 (mediana = 31; 155mg/dL; respectivamente)
comparado aqueles com pelo menos um alelo APOE*2 (mediana = 27,
P=0,0208; 136mg/dL, P=0,0187; respectivamente). O estudo comparativo
entre os grupos mostrou aumento significante nos niveis de VLDLc e TG nos
controles (mediana = 34; 168mg/dL) comparado a pacientes (mediana = 27;
136mg/dL; P = 0,0061 para ambas variaveis) portadores do gendtipo

APOE*2/3.

3.4.2 ApoB - Xbal

Foram analisadas as frequéncias alélicas e genotipicas para apo B —
Xba | em 99 pacientes, sendo 62 (62,5%) do sexo feminino e 37 (37,5%) do
masculino, e 100 controles sendo 64 (64%) do sexo feminino e 36 (36%) do
masculino. O alelo X- prevaleceu em pacientes e controles (60% para ambos
0s grupos; Tabela 7). O gendtipo X+X- destacou-se em pacientes (58%) e
controles (56%), seguido de X-X- (31; 32%, respectivamente).

Pacientes com gendtipo X+X- apresentaram niveis significantemente
aumentados de LDLc (mediana = 124mg/dL) e reduzidos de VLDLc (mediana =
28 mg/dL) e TG (mediana = 140mg/dL) comparado a controles (mediana =

112mg/dL, P=0,0427; 32, P= 0,0073; 160mg/dL, P = 0,0061; respectivamente).



3.4.3 Apo B - Ins/Del
Foram analisadas as frequéncias alélicas e genotipicas para apo B —
Ins/Del em 99 pacientes, sendo 62 (62,5%) do sexo feminino e 37 (37,5%) do
masculino, e 100 controles sendo 64 (64%) do sexo feminino e 36 (36%) do
masculino. Destacaram-se o alelo | (63% e 58%) e o gendtipo ID (51% e 56%)
em pacientes e controles, respectivamente, sem diferenga entre os grupos

(Tabela 7).

3.4.4 RLDL - Avall
Foram analisadas as frequéncias alélicas e genotipicas para RLDL - Ava
Il em 50 pacientes, sendo 35 (70%) do sexo feminino e 15 (30%) do masculino,
e 50 controles sendo 38 (76%) do sexo feminino e 12 (24%) do masculino. O
alelo A- prevaleceu em pacientes e controles (68% e 57%; respectivamente). O
mesmo ocorreu para o genotipo A+A- (52% e 50%; respectivamente) (Tabela

7).

3.4.5 RLDL - Hinc Il
Foram analisadas as frequéncias alélicas e genotipicas para RLDL -
Hinc 1l em 86 pacientes, e 100 controles. O alelo H+ prevaleceu em pacientes
(66%) e controles (60%) (Tabela 7). O gendtipo H+H+ destacou-se nos
pacientes (50%) e controles (55%), seguido de H+H- (41; 32%,

respectivamente).

Individuos controles com gendtipo H-H- apresentaram niveis

significantemente aumentados de CT (mediana = 216mg/dL) e LDLc (mediana



= 134mg/dL) comparado aos portadores do gendtipo H+H+ (mediana =
193mg/dL, P=0,0354; mediana = 114mg/dL; P = 0,0206; respectivamente). Por
outro lado, aqueles com genétipo H+H+ mostraram niveis séricos reduzidos de
HDLc (mediana = 44mg/dL) em relacdo ao gendtipo H+H- (mediana =

47mg/dL; P = 0,0394).

Dados genotipicos de individuos com xantelasma palpebral e controles
estdo na Tabela 7. Variaveis testadas ndo mostraram diferenca entre
individuos com xantelasma palpebral e controles. Frequéncias alélicas para
polimorfismos de apo E, apo B and RLDL foram similares em ambos os grupos
e todos os 5 polimorfismos apresentaram padrdes de distribuigao previstos pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto apo B-Xbal para pacientes (x2(1) = 3,97,

0,02 < p < 0,05).



Tabela 7 - Dados genotipicos de individuos com xantelasma palpebral e

controles.
Variaveis Pacientes Controles Pc
apo E Hhal (N =50) (N =89)
APOE*2 7,0 4,0 1,000
APOE*3 84,0 82,0
APOE*4 9,0 14,0
apo B Xbal (N =99) (N =100)
X+ 40,0 40,0 1,000
X- 60,0 60,0
apo B Ins/Del (N =99) (N =100)
I 63,0 58,0 0,800
D 37,0 42,0
RLDL Avall (N =50) (N =50)
A+ 32,0 43,0 0,288
A- 68,0 57,0
RLDL Hinc Il (N = 86) (N =100)
H+ 66,0 60,0 0,522
H- 34,0 40,0

N = ndmero de individuos. Ins/Del indicam insergdo/delegéo. Variaveis
categoricas foram comparadas por meio dos testes qui-quadro e exato
de Fisher. Pc = valor da probabilidade conforme corre¢do de Bonferroni



3.5 Associagao entre Perfil Lipidico e Polimorfismos

Os resultados da associacéo entre perfil lipidico e polimorfismos de apo
E, apo B e RLDL em pacientes com xantelasma palpebral e controles
encontram-se nas Tabelas 8 e 9. Nao houve associacido entre perfil lipidico e

polimorfismos em nenhum dos dois grupos.



Tabela 8 - Resultados da associacéo entre perfil lipidico e polimorfismos apo E,
apo B e RLDL em pacientes com xantelasma palpebral.

Polimorfismos Lipidios (mg/dL)

CT HDLc LDLc VLDLc TG
apo E Hhal E2E3 (7) 204,9+40,2 46,316,1 131,7442,4 26,9t4,0 134,3+19,5
apo B Xbal E3E3 (34) 204,8+23,6 46,5t8,0 125,6+26,9 32,946,9 162,5+34,4
apo B Ins/Del E3E4 (9) 204,1+14,0 47,7+10,1 122,9+13,6 33,617,2 167,4+36,2
RLDL Avall P 0,422 0,893 0,801 0,073 0,069
RLDL Hinc Il Pc 1,000 1,000 1,000 0,219 0,207
apo B Xbal X+X+(11) 208,0+22,4 49,147,8 126,4+22,0 32,546,4 162,6+32,2

X+X-(57) 203,0£25,4 47,5+7,5 126,3+24,5 28,9+8,7 144,1+43.3
X-X-(31) 203,8+31,6 45449,5 126,6+31,4 31,2484 155,5t41,9

P 0,759 0,343 0,915 0,079 0,071
Pc 1,000 1,000 1,000 0,237 0,213
apo B Ins/Del Il (37) 206,1+32,2 47,3t9,7 128,1+30,8 28,7+7,8 143,1+38,8

ID (50) 202,3t23,4 46,1+7,2 125,7+23,5 31,249,1 155,4+45,5
DD (12) 203,3+24,6 49,747,5 124,3+24,9 29,346,9 146,3135,1

P 0,702 0,461 0,820 0,398 0,432
Pc 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
RLDL Avall A+A+ (3) 230,7454,9 41,7457 156,3t60,1 32,7450 163,0+24,6

A+A- (26) 203,0+21,9 45,7+8,5 1255+24,0 31,7+7,9 158,0+39,2

A-A-(21)  203,1£21,7 48,7+7,5 122,2423,9 32,2459 160,8+29,4
P 0,409 0,169 0,403 0,906 0,893
Pc 1,000 0,507 1,000 1,000 1,000

RLDL Hinc Il H+H+ (35) 198,3+21,2 47,9+8,1 118,9420,2 31,5t8,4 157,4+41,9
H+H- (43) 208,2+27,5 46,5+8,9 131,5427,3 29,1+7,6 145,3+38,1
H-H-(8) 207,9+45,7 47,0+7,6 133,6443,7 27,3t13,5 136,0+67,6

P 0,276 0,687 0,191 0,713 0,683

Pc 0,828 1,000 0,573 1,000 1,000

valores entre parénteses correspondem a numero de individuos; CT = colesterol total; HDLc =
colesterol de alta densidade; LDLc = colesterol de baixa densidade; VLDLc = colesterol de
muita baixa densidade; TG = triglicérides. +/- indica presenca/auséncia de um local de
restricdo. Ins/Del indicam insercdo/delecao. Dados estdo representados como média tdesvio
padrao e foram comparados por meio do teste de Mann-Whitney. Valores para genotipos de
APOE foram comparados por meio do teste de Kruskal-Wallis. Pc = valor da probabilidade
conforme correcao de Bonferroni



Tabela 9 - Resultados da associacéo entre perfil lipidico e polimorfismos apo E,
apo B e RLDL em pacientes sem xantelasma palpebral (grupo

controle).

Polimorfismos Lipidios (mg/dL)

CT HDLc LDLc VLDLc TG

apo E Hhal 186,519,8 44,3+4,6 108,3:16,4  34,0£2,7 16,3£13,3
E3E3 (63) 206,5+32,7 47,3t7,5 126,2+354  33,046,6  164,7+33,1
E3E4 (16) 213,3+36,3 45,848,0 132,3+39,5 35,1455 175,4+27,4

0,261 0628 0,543 0,142 0,160

0,783 1,000 1,000 0,426 0,480
apo B Xbal X+X+(12) 206,3+36,1 48,446,8 122,8+27,5 35,0+11,4 174,2+56,6
X+X-(56) 201,9£30,1 47,2+7,7 121,3£35,1 32,2458  160,6+29,1
213,4£35,6 44,274 136,3+38,1 32,9456  163,1+£28,1

0,226 0,152 0,159 0,897 0,924

Pc 0,678 0,456 0,477 1,000 1,000
apo B Ins/Del 11 (30) 210,0£39,6 45,1+7,6 130,3+45,4  32,1+7,1 160,3+36,0
ID (56)  206,8+31,9 47,0+7,5 126,1+33,2 33,746,6  167,9+32,7
DD (14) 195,1+13,7 46,6+8,3 118,1+17,3  30,4+4,9 151,9+25,2

P 0,769 0,614 0,851 0,260 0,300

Pc 1,000 1,000 1,000 0,780 0,900
RLDL Avall A+A+(9) 209,9+29,2 46,616,2 131,2+36,0 32,134  159,9+17,4
A+A-(25) 211,2438,6 48,0£7,5 129,2+40,0 34,04+8,9  169,8+44,0
A-A- (16) 203,3+22,6 45,746,9 122,9+256 34,6156 173,11284

P 0,960 0,499 0,943 0,556 0,540

Pc 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
RLDL Hinc Il H+H+ (32) 200,9+27,5 44,3t7,2 120,3+33,8 33,8159 168,8+29,8
H+H(55) 203,6+31,3 47,9+7,8 124,0+31,9 32,1+7,3 160,2+36,2
H+H(13) 229,4+42,4 452+7,1 150,3+47,0 32,745,1 163,6+26,2

P 0,095 0,102 0,119 0,265 0,259

Pc 0,285 0,306 0,357 0,795 0,777

valores entre parénteses correspondem a numero de individuos; CT = colesterol total; HDLc = colesterol
de alta densidade; LDLc = colesterol de baixa densidade; VLDLc = colesterol de muita baixa densidade;
TG = triglicérides. +/- indica presenca/auséncia de um local de restricdo. Ins/Del indicam
insercao/delegdo. Dados estéo representados como média + desvio padrdo e foram comparados por meio
do teste de Mann-Whitney. Valores para gendtipos de APOE foram comparados por meio do teste de
Kruskal-Wallis. Pc = valor da probabilidade conforme corregdo de Bonferroni
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4. DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa mostram que o xantelasma palpebral foi
mais frequente em pacientes do sexo feminino, sendo a sexta década de vida a
mais acometida. As caracteristicas clinicas mais frequentes incluem tipo placa,
coloragao amarelo claro, acometimento bilateral, localizagéo bilateral superior e
extensao palpebral proximal superior. O tempo médio de aparecimento do XP
referido pelos pacientes foi 4,6 anos, sendo assintomatico para maioria deles. A
analise do perfil lipidico mostrou que niveis séricos de CT, VLDL-c e TG
apresentam alteragdo em aproximadamente metade dos pacientes com XP. A
distribuicao de polimorfismos de apo E, apo B e RLDL e os niveis séricos de CT,
HDL-c e VLDL-c foi semelhante em individuos com XP e controles. Ndo houve
associacao entre polimorfismos apo E-Hha |, apo B-Xba |, apo B-Ins/Del, RLDL-
Ava Il e e RLDL-Hinc Il e perfil lipidico de pacientes com XP.

Com relacédo ao sexo, o predominio de XP em pacientes do sexo

a.69%81%) A media de idade dos pacientes

feminino é concordante com a literatur.
ora estudados foi 46,2 anos, estando de acordo com Jonsson & Sigfusson(gs)
(1976) e Rohrich et al.."®" Por outro lado, Jain et al.""? verificaram que a idade
de 66 pacientes com XP variou de 15 a 73 anos, sendo que a maioria tinha
entre 31 e 50 anos.

A caracterizacao clinica apresentada neste estudo pode contribuir para
elucidacdo de aspectos relacionados a etiologia e fisiopatologia dessa
dermatose. Na literatura ndo foram encontrados trabalhos sobre caracteristicas

clinicas do XP como tipo, coloragao, lateralidade, localizagdo e extensao

palpebral.



Dentre os poucos casos descritos na literatura,'%? Jénsson &

©8) afirmam que XP corresponde a placas amareladas na porcéo

Sigfusson
medial das palpebras. Nesta série, apenas 1 paciente apresentou XP nessa
regido. Quanto a localizacéo, Depot et al.'%® relataram caso de 1 paciente com
XP bilateral, enquanto no presente estudo foram encontrados 73 pacientes
portadores de XP bilateral.

Portanto, pesquisas clinicas sdo necessarias visando a confirmagao dos
achados aqui obtidos e, a partir disso, contribuir para melhorar a qualidade do
tratamento dessas lesdes inestéticas que podem causar baixa autoestima do
paciente e privagdo social.'® Além disso, esse conhecimento pode
fundamentar a necessidade de integragao entre especialidades médicas como
dermatologia, oftalmologia e cardiologia.

Na analise do perfil lipidico aproximadamente metade dos pacientes com
XP apresentou alteracdo em niveis séricos de CT, VLDL-c e TG. Segundo
Bergman(3) cerca de metade dos pacientes com XP €& hiperlipidémica, sendo
considerado marcador para risco aumentado de aterosclerose. Portanto, esse
resultado pode ser usado para identificar individuos com maior risco de DAC
devido a dislipidemia. A presenca de XP possibilita identificagdo e tratamento
visando prevenir aterosclerose que, em nosso pais, atinge proporgdes
epidémicas.(%)

Neste estudo, os polimorfismos de apo E, apoB e LDLR e os niveis

séricos de CT, HDL-c e LDL-c foram distribuidos de forma semelhante em

individuos com xantelasma e controles. Isso reforgca a possibilidade de



alteracdes locais de perfil lipidico com um depdsito de lipidios somente em
locais dermatoldgicos.®1%)

Em nossa série, as distribuicées alélicas e genotipicas do polimorfismo
apo E Hhal foram similares em individuos com xantelasma e controles, nao
tendo associagao com o perfil lipidico em cada grupo. Esses resultados sao
similares aos encontrados por Gomez et al..*® Por outro lado, eles diferem

daqueles obtidos por Ribera et al.“?

que detectaram aumento significativo da
frequéncia do gendtipo APOE*3/4 em pacientes com xantomatose e perfil
lipidico alterado. Além disso, a presencga do alelo APOE*2 mostrou ser um fator
relacionado a niveis significativamente mais elevados de TG e mais baixos de

s.19 |sso

CT e LDLc em individuos controles quando comparado com paciente
intensifica controvérsia sobre o efeito protetor contra manifestacbes
cardiovasculares conferidos por esse alelo.!'%®

Este estudo mostrou semelhangas entre os grupos quando se considera
frequéncias alélicas e combinacdes genotipicas de polimorfismos apoB Xbal e
Ins/del. Houve leve diferenca na distribuicdo genotipica observada para apoB
Xbal (p=0,02-0,05) em relagcao ao esperado na hipotese do equilibrio de Hardy-
Weinberg no grupo de pacientes.

A andlise de regressédo logistica multivariada com critério stepwise
revelou associagao entre presenca do alelo apo Bx+ e menos chance de
aumento de CT e LDLc no grupo controle, contrariando resultados obtidos por
Series et al..1%?

Individuos brasileiros com xantelasma, que eram portadores do alelo

apoB-D, apresentaram menos chance de sofrer aumento nos niveis de LDLc,



sugerindo sua associagdo com o perfil lipidico como ja relatado por Hansen et
al.""% na Dinamarca. No entanto, associacdes nao foram detectadas em outros
estudos. 11

Polimorfismos RLDL Ava Il e Hinc Il ndo discriminaram grupos por sua
distribuicdo alélica ou genotipica e nao influenciaram no perfil lipidico.
Resultados controversos foram verificados em individuos tailandeses por
Pongrapeeporn et al.®) quanto a presenca de gendtipo A+A+ associado a
niveis mais elevados de CT e TG, e mais baixos de HDLc. Além disso, Salazar
et al" constataram aumento de CT e LDLc em portadores brasileiros de
gendtipo H+H+.

Em conclusdo, nossos dados mostram que polimorfismos apo E, apoB e
RLDL nao estdo associados a uma predisposi¢cao para xantelasma palpebral.
No entanto, polimorfismos apo B distintos s&do apontados como fatores de risco
para alteragdes do perfil lipidico em individuos com xantelasma (apoB d) e
controles (apoB x+).

Pesquisas sobre a biologia celular e histologia da palpebra sao
necessarias, pois o0 conhecimento sobre alteragbes locais no endotélio de
pacientes com xantelasma palpebral pode contribuir para melhor compreenséao
da etiologia e fisiopatologia dessa lesdao dermatolégica. Essas informagoes
associadas a fatores bioquimicos e ou genéticos podem ampliar o arsenal
terapéutico com enfoque multidisciplinar e também sinalizar possiveis

indicadores de fatores de risco cardiovascular.



CONCLUSOES



5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

1- Xantelasma palpebral prevalece em individuos do sexo feminino, sendo

a sexta década de vida a mais acometida;

2- Xantelasma palpebral do tipo placa, de coloracdo amarelo claro,
acometimento bilateral, localizagdo bilateral superior e extensdo palpebral

proximal superior € mais frequente;

3- O tempo médio de aparecimento do xantelasma palpebral relatado é
aproximadamente 5 anos, sendo assintomatico para maioria deles;
4- Niveis séricos de CT, VLDL-c e TG podem mostrar-se alterados em

pacientes com xantelasma palpebral,

5- A distribuicdo de polimorfismos de apo E, apo B e RLDL e os niveis
séricos de CT, HDL-c e VLDL-c foi semelhante em individuos com xantelasma

palpebral e controles;

6- Polimorfismos apo E, apo B e RLDL nado estdo associados ao perfil

lipidico de pacientes com xantelasma palpebral.
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APENDICE 1

Identificacéo

Nome: Nasc.: /
Estado Civil: Profisséo: Idade:
Endereco (Rua ou Av.): n.’
Bairro: Cidade: Estado:

Telefone Casa:

Celular:

Data: / / CAT:

Queixas principais/HMA

Antecedentes pessoais e familiares




Exame Dermato e Geral

PA:

FC:

SATO2:

Diagnéstico — Conduta = Retorno




APENDICE 2

Solugdes e reagentes utilizados na extragdo de DNA e seu procedimento

Solugao de lise - DTAB a 12%

DTAB 12g
NaCl 13,159
*Tris HCI 2M pH 8,6 7,5mL
*EDTA 0,4M 18,75mL
Agua deionizada gsp 100mL

Observacgao: A dissolucao do DTAB é facilitada por aquecimento em banho-
mariae agitagdo magnética (40°C) por cerca de 40 minutos. Em seguida, é
filtrada e completada até 100mL com agua deionizada e armazenada em

temperatura ambiente.

*Solucdes previamente preparadas, mantidas em estoque.

Solugao de precipitagao protéica - CTAB a 5%
CTAB 59
NaCl 0,4M gsp 100mL

Observacgao: A dissolugao de CTAB é facilitada por aquecimento e agitagao
magneética. A solugao € armazenada em temperatura ambiente.
EDTA 0,4M
EDTA 148,89¢g
Agua deionizada gsp ------------- 1000mL

Armazenar a 4°C.

Etanol 70%

Etanol absoluto 70mL

Agua deionizada gsp -------------- 100mL

Armazenar em temperatura ambiente.



NacCl 0,4M

NaCl 23,379
Agua deionizada 1000mL
NaCl 1,2M
NaCl 70g
Agua deionizada 1000mL

TRIS HCI 2M pH 8,6
TRIS 242,28g
Agua deionizada gsp 1000mL

Ajustar o pH com HCI fumegante.



b)

APENDICE 3

Procedimento para extragcao do DNA de sangue periférico
Centrifugar o material a 2.500 rpm por 10 minutos, no mesmo tubo de vacutainer
com anticoagulante EDTA usado para a coleta de sangue, ou transferir da
seringa para o tubo de centrifuga de 15 mL estéril.

Descartar o sobrenadante (plasma), deixando cerca de 1mL sobre a camada de
leucdcitos que permanece entre o plasma (fase superior) e as hemacias (fase
inferior).

Aspirar a camada de leucdcitos, juntamente com plasma restante e cerca de 0,5
mL de hemacias, totalizando 500uL ja programados na micropipeta P 1000, e
transferi-la para tubo de Eppendorf de 2mL estéril.

Adicionar 500uL de DTAB a 12% e homogeneizar a mistura por inversdo do
tubo por cerca de 15 segundos.

Incubar a mistura em banho-maria a 70°C por 5 minutos.

Adicionar 900uL de cloroférmio e homogeneizar imediatamente o tubo por
inversao durante 15 segundos.

Centrifugar a solugao a 5.000 rpm por 5 minutos, sendo formadas 3 camadas.
Transferir 0 sobrenadante para o tubo de Eppendorf novo ao qual sao
acrescentados 100uL de CTAB a 5% e 900 uL de agua Milli Q estéril.
Homogeneizar o material por inversao vagarosa do tubo até a formagédo do
precipitado. Em caso de auséncia do precipitado, distribuir a solucdo em 2 tubos
de Eppendorf e acrescentar 300uL de agua. Em seguida homogeneizar o
material por inversao do tubo.

Centrifugar a mistura a 5.000 rpm por 5 minutos e desprezar o sobrenadante.
Dissolver o precipitado em 300uL de NaCl 1,2M gelado.

Adicionar 750uL de etanol 90% ou absoluto a temperatura ambiente.

m) Homogeneizar o material para precipitacdo do DNA e a centrifugagao a 5.000

n)

rpm por 5 minutos.
Desprezar o sobrenadante invertendo-se o tubo de Eppendorf diretamente no

recipiente com hipoclorito de sodio.



Lavar o DNA precipitado com 750uL de etanol 70% e centrifugar a 5.000 rpm

por 5 minutos.

Descartar o etanol e manter o DNA a temperatura ambiente overnight para
secagem.
Hidratar o DNA em 200uL de agua Milli Q estéril, usando o Vortex por 20

segundos ou apenas batendo delicadamente no fundo do tubo.
Determinar a concentracdo de DNA em espectrofotdbmetro com leitura a 260nm,

e a 280nm para concentragao de proteinas.
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