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"No man is an island, entire of itself

Every man is a piece of the continent, a part of the main...

Any man’s death diminishes me, because I am involved in mankind
And therefore never send to know for whom the bell tolls

1t tolls for thee. "

John Donne (1572-1631) — Meditation XVII.
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RESUMO

A apolipoproteina E (apoE) ¢ um gene polimérfico, cujo produto protéico tem
multiplas fungdes no organismo humano, sobretudo no metabolismo lipidico. Tem sido
investigado no contexto do envelhecimento, mas existem poucos estudos em populagdes
bem definidas de idosos em paises em desenvolvimento. Os objetivos deste trabalho foram
(1) descrever a distribui¢do dos alelos comuns da apoE (g2, €3, €4) e seus gendtipos, numa
populagdo de 1.408 idosos (80,8% de todos os idosos com idade > 60 anos) da linha de base
da coorte de Bambui, MG, Brasil, e estudar sua associacdo com variaveis demograficas
(idade, sexo e cor da pele), (2) analisar a associacdo do polimorfismo da apoE com
hipertensdo arterial prevalente e varidveis bioldgicas (pressdo arterial sistdlica, diastolica,
HDL colesterol, LDL colesterol e triglicérides), considerando potenciais fatores de confusio
como idade, sexo, fatores de risco cardiovascular, acido urico e creatinina séricos. As
amostras de DNA foram amplificadas pela reacdo em cadeia da polimerase e posteriormente
digeridas com a enzima de restri¢do Hhal. O alelo €3 predominou (80,0%), seguido pelo &4
(13,5%) e €2 (6,5%). Todos os seis genotipos possiveis foram observados, sendo o genotipo
€3e3 o mais freqliente (63,4%). Esta distribui¢do ¢ semelhante a descrita em populagdes
ocidentais. A andlise de associacdo com variaveis demograficas foi feita por regressio
logistica multinomial, usando como variaveis dependentes os trés alelos, seis genotipos e o
nimero de alelos &4 por individuo. O sexo ndo se mostrou associado ao nimero de alelos €4,
mas a cor de pele negra apresentou forte associacdo com a presenga de dois alelos ¢4 (OR
ajustado para idade e sexo = 7,38; IC 95% = 1,93-28,25), mostrando que Afro-brasileiros
tém alta prevaléncia do alelo €4, como observado em populacdes negras Africanas.
Nenhuma associagdo foi encontrada entre idade e o polimorfismo da apoE, sugerindo
auséncia de associacdo entre os genotipos e mortalidade nesta populag@o. Hipertensio
arterial, definida como pressdo arterial sistolica > 140 mmHg ¢ / ou diastélica > 90 mmHg,
ou uso de medicacdo anti-hipertensiva, apresentou prevaléncia de 61,3%. Nas analises de
associacdo com a pressdo arterial e varidveis bioldgicas, a varidvel exploratoria foi o
genotipo da apoE, classificada em portadores de €2 (g2€2 ¢ €2¢€3) e portadores de €4 (e4e4 ¢
€3e4), tendo como grupo de referéncia os €3¢3. Foram usados modelos de regressdo linear
multipla para avaliar a associagdo com as varidveis bioldgicas e modelos de regressdo de
Poisson para estimar as razdes de prevaléncia da hipertensdo. Comparados aos homozigotos

€3€3, os portadores de €2 tinham niveis séricos mais baixos de LDL colesterol (p < 0,001) e

xiii



mais altos de triglicérides (p = 0,022), enquanto os portadores de €4 tinham niveis séricos
mais altos de LDL colesterol (p = 0,036). Os portadores de €2 e de €4 ndo mostraram
associacdo com a hipertensdo arterial prevalente (razdes de prevaléncia ajustados = 0,94, IC
95% = 0,83-1,07 e 0,98; IC 95% = 0,89-1,07, respectivamente), fornecendo evidéncia
epidemioldgica para a auséncia de associag@o entre os genotipos da apoE com a hipertensao

arterial prevalente entre idosos.
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ABSTRACT

Apolipoprotein E (apoE) is a polymorphic gene, whose protein product is involved in
several key roles in the human body, especially in lipid metabolism. It has been investigated
in the context of aging, but there are few studies in well defined populations from
developing countries. The objectives of this study were (1) to describe the allelic and
genotypic distribution of the common apoE polymorphism (€2, €3, €4) in a population of
1,408 elderly members (80.8% of all residents > 60 years of age) from the baseline of a
cohort from Bambui city, Brazil, and to evaluate its association with demographic variables
such as age, gender and skin color and (2) to analyze the association of the apoE
polymorphism with prevalent arterial hypertension and biological variables (systolic blood
pressure, diastolic blood pressure, HDL cholesterol, LDL cholesterol and triglycerides) in
this population, considering potential confounding factors such as age, gender,
cardiovascular risk factors, serum uric acid and creatinine. DNA samples were amplified by
polymerase chain reaction and then digested with Hhal restriction enzyme. The €3 allele was
predominant (80.0%), followed by €4 (13.5%) and €2 (6.5%). All six possible genotypes
were observed, with €3€3 being the most frequent (63.4%). This distribution is similar to that
described in other western populations. Analysis of association with demographic variables
was done by multinomial logistic regression, using as dependent variables the three alleles,
six genotypes and the number of €4 alleles per individual. Gender was not associated with
the number of €4 alleles, but black skin color was strongly and independently associated
with the presence of two €4 alleles (OR adjusted for age and gender = 7.38, 95% CI = 1.93-
28.25), showing that African-Brazilians have a high prevalence of the €4 allele, as described
in black African populations. No association was found between age and apoE
polymorphism, suggesting an absence of association between apoE genotypes and mortality
in this population. Arterial hypertension defined as systolic blood pressure > 140 mmHg and
/ or diastolic blood pressure > 90 mmHg, or use of antihypertensive medication, was present
in 61.3% of participants. For the analysis of association with prevalent arterial hypertension
and biological variables the exposure variable was the apoE genotype, divided as €2 carriers
(e2€2 and €2¢€3) and &4 carriers (e4e4 and €3e4), having €3 homozygotes as the reference
group. Multiple linear regression models were used to study association with biological
variables and Poisson regression models to estimate prevalence ratios for hypertension.
Compared to the €3 homozygotes, €2 carriers had lower levels of LDL cholesterol (p <

0.001) and higher levels of triglycerides (p = 0.022), while €4 carriers had higher levels of
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LDL cholesterol (p = 0.036). Neither the €2 or &4 carrier status was associated with
hypertension (adjusted prevalence ratios = 0.94, 95% CI = 0.83-1.07 and 0.98, 95% CI =
0.89-1.07, respectively), providing epidemiologic evidence for the lack of association of

apoE genotype with prevalent hypertension in old age.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento de um organismo pode ser definido operacionalmente como a
perda funcional ligada ao passar do tempo, que se manifesta apds o organismo ter atingido
sua maxima capacidade reprodutiva. O envelhecimento nido ¢ considerado adaptativo, ou
seja, ndo ¢ controlado por um programa genético direcionado como €, por exemplo, o
desenvolvimento, e ndo traz vantagens especificas ao organismo. Possivelmente se origina
da tendéncia da selecdo natural de postergar as reacdes adversas dos genes até a idade

avancada (Vijg J, Suh Y 2005).

J4 o envelhecimento populacional diz respeito ao aumento proporcional progressivo
dos individuos de faixas etarias mais avangadas. Este fenomeno observado mundialmente
tem implicagdes para o individuo e para as sociedades. Traz consigo uma série de desafios a
serem enfrentados, como, por exemplo, uma sobrecarga do sistema de saude decorrente do
aumento de patologias cronico-degenerativas de prevencdo e diagnostico onerosos,
tratamento prolongado e morbi-mortalidade acentuada. Preocupagdes surgem também do
ponto de vista judicial e tributario no que diz respeito a necessidade de uma legislagdo
especifica para um segmento da populacido que necessita de cuidados e cuidadores especiais
e da precariedade do equilibrio financeiro de um sistema previdenciario que corre sérios

riscos de se tornar inviavel (Camarano AA 2002).

Estas dificuldades presentes e futuras justificam a vasta literatura observacional e
experimental que se acumula ao longo das ultimas décadas, se debrugando sobre as questdes

ligadas ao envelhecer e ao seu retardamento, e a busca dos fatores ligados a longevidade.

Do ponto de vista da Biologia, hoje se busca de forma acelerada a compreensdo de
processos moleculares que possam explicar o envelhecimento e iluminar caminhos para
estratégias que auxiliem no seu retardamento, "prevencdo", ou que levem a formas mais
"suaves" de se envelhecer e que, em contrapartida, possam levar a identificacdo de fatores

genéticos associados a longevidade (Vijg J, Suh Y 2005).
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1.1 O ENVELHECIMENTO POPULACIONAL NO BRASIL

O envelhecimento populacional é um fendmeno que foi inicialmente observado em
paises desenvolvidos. Nos paises em desenvolvimento também tem ocorrido a transi¢cdo
demografica, que ¢ uma das explicagdes para o processo do envelhecimento populacional. O
Brasil, em particular, tem observado um aumento progressivo da expectativa de vida da sua
populagdo, associada a uma drastica reducdo nas taxas de fecundidade, ocasionando assim
um deslocamento progressivo do quantitativo populacional das faixas etarias mais jovens

para as mais idosas (Carvalho JAM, Garcia RA 2003; Ramos LR 2002).

No Brasil, este processo de transicdo demografica levou cerca de metade do tempo
para a sua concretizagcdo, quando comparado ao que ocorreu em paises europeus. Em 2000 a
populagdo idosa do Brasil (com idade > 60 anos) era de 14,5 milhdes de pessoas de um total
de aproximadamente 169.800.000 (11,7%), sendo cerca da metade dos idosos residente na
regido Sudeste (Ministério da Satide — DATASUS 2007). Estima-se ainda que em 2025 o
Brasil seja o pais com a sexta maior populacdo idosa do mundo — algo em torno de 32

milhdes de pessoas (Ramos LR 2002).

Paralelamente a transicdo demografica ocorre a transi¢do epidemioldgica, que se
caracteriza pela redugdo da incidéncia das doencas infecto-contagiosas € o aumento das
doengas cronico-degenerativas. Como mencionado acima, estas doencas, tais como as
patologias cardiovasculares (sendo a mais freqiiente a hipertensdo arterial — HA) e as
doengas neurodegenerativas (por exemplo, deméncias como Doenca de Alzheimer — DA)
estdo listadas entre as principais causas de morbi-mortalidade entre os idosos. Sua preveng¢ao
e diagnoéstico requerem a utilizagdo de instrumentos diagndsticos muitas vezes sofisticados e
onerosos, além de exigir do individuo disciplina no seguimento de um programa dietético e /
ou medicamentoso ¢ de habitos de vida saudavel. Seu tratamento ¢ vitalicio a partir do
momento do seu diagnostico, e ainda assim sem a garantia absoluta de evitar as temidas
complicacdes a elas associadas. E por fim, as complicagdes, quando ocorrem, implicam
muitas vezes em Obito ou significativa perda funcional, requerendo pesados investimentos

pessoais e sociais para a reabilitacdo individual (Ramos LR 2002).

No Brasil as doengas cardiovasculares sdo as principais causas de mortalidade entre

os idosos, somando mais mortes que a segunda e terceira causas de morte associadas
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(respectivamente as neoplasias e doengas respiratorias) (Ministério da Saude - DATASUS

2007).

1.2 A HIPERTENSAO ARTERIAL

As doengas cardiovasculares sdo patologias altamente prevalentes e de
fisiopatogénese complexa. Seu desenvolvimento depende da interagdo entre genética e meio
ambiente. Delas, a mais freqiiente € a hipertensdo arterial, definida no 7° relatdério do Joint
National Committee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood
Pressure (JNC 7) de 2003, como sendo a presenca de pressdo arterial (PA) sistolica igual ou
maior a 140 mmHg e / ou PA diastdlica igual ou maior a 90 mmHg (Chobanian AV, et
2003). A prevaléncia da HA aumenta paralelamente ao aumento da idade, afetando mais da
metade dos individuos com 60 a 69 anos ¢ cerca de trés - quartos daqueles com mais de 70
anos de idade (Chobanian AV, et al 2003). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima
que um em cada oito individuos do mundo seja hipertenso, totalizando cerca de um bilhao de
pessoas, ¢ que cerca de 7,1 milhdes de mortes por ano sejam atribuiveis aos efeitos da HA

(World Health Report 2002).

A hipertensdo arterial é um dos principais determinantes de risco cardiovascular.
Dados de estudos observacionais envolvendo mais de um milhio de individuos mostram que
o risco de morte devido a doenga isquémica do coragdo ou acidente vascular cerebral (AVC)
aumenta de forma continua e linear a partir de niveis de PA sistolica e diastdlica tdo baixos
quanto 115/75 mmHg. Este risco afeta todas as faixas etarias dos 40 aos 89 anos. Para cada
incremento de 20 mmHg na PA sistdlica ou de 10 mmHg na PA diastoélica a mortalidade por
doenca cardiaca isquémica e AVC aumenta em 100% (Chobanian AV, et al 2003).

A hipertensdo arterial faz parte de uma lista de fatores de risco cardiovascular que
inclui sexo, idade, alteragdes lipidicas (dislipidemia e baixos niveis de HDL colesterol),
nivel sérico de acido urico, diabetes mellitus, historia familiar de doenca cardiovascular,

tabagismo e sedentarismo.

O interesse em relagdo ao componente genético individual que predisporia,
contribuiria ou determinaria o surgimento das patologias cardiovasculares, dentre elas a HA,

vem de longa data. Entretanto, foi o desenvolvimento das técnicas de Biologia Molecular
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que ocorreu ao longo das ultimas trés décadas que permitiu decisivamente a identificagdo de
varios genes candidatos associados ao desenvolvimento fenotipico das doencas
cardiovasculares e da hipertensdo arterial em suas varias formas. Dentre estes genes um dos
mais estudados é o da apolipoproteina E (apoE) (Song Y, et al 2004; Wilson PWF, et al
1996).

A apoE possui multiplas fungdes metabdlicas que podem explicar sua associagdo
tanto com a longevidade quanto com o desenvolvimento de doencas ligadas ao
envelhecimento (Mahley RW 1988). Descreveremos a seguir, em maior detalhe, a estrutura

molecular da apoE e sua participagdo metabdlica.

1.3 A APOLIPOPROTEINA E

O gene da apolipoproteina E contém 3,6 kilobases e se encontra localizado no brago
longo do cromossomo 19, proximo aos genes das apolipoproteinas C I, C Il e C IV. O gene
da apoE contém quatro exons e trés introns que codificam uma proteina que € secretada para
o meio extracelular. O produto protéico primério possui 317 aminoacidos e contém um
peptideo sinalizador de 18 aminoacidos na sua extremidade amino-terminal, que direciona a
proteina nascente para o reticulo endoplasmatico. A proteina madura, de 299 aminodcidos ¢é
entdo transportada para o complexo de Golgi, onde sofre glicosilagdo, com a adig¢do de
cadeias glicidicas contendo acido sidlico (Das HK, et al 1985; Greenow K, et al 2005; Paik
Y-K, et al 1985).

Andlises fisicas e bioquimicas mostraram que a apoE se constitui por duas regides
funcionais interligadas por uma regido de estrutura ndo ordenada. A regido amino-terminal,
contendo os residuos 1 a 191, contém as regides que mediam a ligacdo aos receptores das
membranas celulares e a heparina (proteoglicanos). J4 a regido carboxi-terminal, englobando
os residuos 216 a 299, parece ser um dominio funcionalmente independente, contendo o
principal sitio de ligagcdo aos lipideos (Greenow K, et al 2005; Mahley RW, Rall Jr. SC
2000).

A regido amino-terminal se ordena formando quatro a-hélices anfipaticas (residuos

24-42, 54-81, 87-122, 130-164, respectivamente) em arranjo antiparalelo, com as faces
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hidrofdbicas voltadas para o interior do arranjo. Uma curta hélice adicional (residuos 44-53)
conecta as a-hélices 1 e 2. Esta regio amino-terminal contém os sitios de reconhecimento
para dois receptores celulares distintos, o receptor para a lipoproteina de baixa densidade
("low-density lipoprotein receptor” - LDL-R) e o receptor de proteoglicanos heparan-sulfato
/ proteina relacionada ao receptor de LDL ("heparan-sulphate proteoglycan / LDL receptor
related protein" — HSPG /LRP). Um segmento da a-hélice 4 (residuos 136-150), que € rico
em aminodcidos bdsicos (arginina e lisina) ¢ essencial para a interagdo com os residuos
acidicos dos receptores de membrana celular. A importancia destes residuos de arginina e
lisina foi demonstrada por mutagénese sitio-especifica e modifica¢do quimica. Experimentos
que removeram parcial ou totalmente estes residuos basicos levaram a reducdo ou abolicao
da interagdo da apoE com seus receptores de membrana celular (Greenow K, et al 2005;

Mahley RW, Rall Jr. SC 2000; Weisgraber KH 1994).

O segmento contendo a a-hélice 4 também contém um sitio de alta afinidade para a
ligacdo aos proteoglicanos heparan-sulfato, com os residuos de arginina e lisina interagindo

com as cargas negativas dos grupos carboxilato e sulfato dos proteoglicanos.

A estrutura da regido carboxi-terminal ¢ menos compreendida, mas se acredita que
ela adote uma conformacdo de a-hélice anfipatica. Os residuos 243-272 provavelmente

contém um sitio de ligagdo a heparina.

O l6cus génico da apoE é polimorfico, tendo sido identificados 22 loci variaveis no
l6cus da apoE e nas regides flanqueadoras 5" e 3. Vinte e um destes polimorfismos sdo
polimorfismos dialélicos de nucleotideo isolado ("single-nucleotide polymorphism" — SNP)
e um ¢ um polimorfismo de insercdo / delecdo multialélico. Dois destes SNPs em regido
codificadora do exon 4 (posi¢do 3937 e 4075 da seqiiéncia génica) determinam a existéncia
de trés alelos comuns que sdo aqueles tradicionalmente investigados na vasta maioria dos
estudos publicados. Estes alelos sdo denominados €2, €3 ¢ €4 e codificam trés isoformas da
proteina — apoE 2, apoE 3 e apoE 4. Estes alelos determinam a existéncia de seis gendtipos
possiveis, sendo trés homozigotos (2 €2, €3 €3 e €4 €4) e trés heterozigotos (€2 €3, €2 ¢4 ¢

€3 e4), com seis fenotipos resultantes (Fullerton SM, et al 2000).

Outra fonte de polimorfismo, determinado nio-geneticamente, foi identificada pela
focalizagdo isoelétrica, que era o método inicial de diferenciagdo das isoformas da apo E,

antes do advento das técnicas de Biologia Molecular. Este polimorfismo ocorre pela
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sialilag@o pos-tradugdo (adi¢do de residuos de 4cido sidlico, com carga negativa, a proteina
apo E madura), gerando isoformas mais raras (Mahley RW, et al 1984; Mahley RW, Rall Jr.
SC 2000).

A isoforma mais comum em todas as populacdes estudadas ¢ a apoE 3. As outras
duas isoformas comuns diferem da apoE 3 pela substitui¢do de um Unico aminoacido. A
apoE 3 possui uma cisteina no residuo 112 e uma arginina no residuo 158. A apoE 2 possui
cisteinas em ambas as posi¢des, enquanto a apoE4 possui argininas nestes locais. (Mahley

RW, Rall Jr. SC 2000).

Embora sutis, estas mudancas de um tUnico aminoacido determinam profundas
alteragdes estruturais e funcionais das isoformas da apoE. A substitui¢do da Arg 158 pela
cisteina que ocorre na apoE 2 modifica ligacdes ionicas dentro da a-hélice 4 e outras
ligacdes i0nicas entre as a-hélices 3 ¢ 4. Também reduz o potencial i6nico positivo da regido
de ligagdo a receptores dos residuos 140-150. Esta reducdo do potencial i6nico positivo
parece ser a causa principal da redugdo da afinidade da apoE 2 pelo LDL-R, porque reduz a
forca da ligacdo ionica com os residuos de carga negativa do LDL-R. A apoE2 possui
afinidade de ligacdo ao LDL-R que varia de menos que 2% a cerca de 45% da afinidade da

apoE 3.

J4 a substituicdo da cisteina 112 pela arginina que ocorre na apoE 4 cria uma nova
ligacdo i0nica entre o acido glutdmico na posi¢do 109 e a arginina 112 na a-hélice 3 e
determina ainda que a cadeia lateral da arginina 61 seja deslocada para uma posigdo mais
exposta na a-hélice 2. Esta exposi¢do possibilitard a formacdo de uma ligacdo i6nica entre a
cadeia lateral da arginina 61 com a cadeia lateral do acido glutamico 255 que se encontra na
regido critica para ligagdo as lipoproteinas do dominio carboxi-terminal. (Mahley RW, Rall

Jr. SC 2000).

A interacdo entre as regides amino e carboxi-terminais da apoE 4 causa uma
mudanca conformacional da proteina que redireciona a preferéncia da apoE4 para a ligacdo
com as lipoproteinas de muito baixa densidade ("very low-density lipoproteins — VLDL), ao
invés das lipoproteinas de alta densidade ("high-density lipoproteins — HDL), como ocorre
na apoE 3. Estas modificagdes tém implicagdes para a participagdo da apoE no metabolismo

de lipides, como sera detalhado a seguir.
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1.3.1 A participag@o da apolipoproteina E no metabolismo de lipides

A apoE ¢ sintetizada em sua maior parte pelo figado, sendo que cerca de 20-40% da
proteina circulante € produzida por fontes extra-hepaticas, tais como o cérebro, bacgo,
pulmdes, ovarios, glandulas supra-renais, rins, masculos e macréfagos. Sua concentragdo
plasmatica habitual ¢ de 3 a 7 mg/dL em individuos normolipidémicos, mas pode chegar a
20 a 60 mg/dL em certos individuos com hiperlipidemia, especialmente na hiperlipidemia do

tipo III (Mahley RW, et al 1984).

A apoE participa do metabolismo lipidico realizando a transferéncia de lipides entre
diferentes tecidos do organismo ou entre células de um mesmo tecido. Participa do
transporte de lipides de origem exdgena (dietética), sendo incorporada aos quilomicrons
imediatamente apos a sintese e secre¢do destes pelo intestino delgado. A apoE também ¢
incorporada as particulas de VLDL na medida em que sio secretadas pelo figado. Estas duas
lipoproteinas adquirem mais apoE a medida que circulam no interior dos capilares. A
superficie endotelial realiza a lipdlise destas particulas através da enzima lipoproteina lipase.

A hidrolise dos triglicérides libera acidos graxos para a produgdo de energia pelas células.

Deste modo a apoE direciona o fluxo do colesterol e triglicérides exogenos
(dietéticos) para as células hepaticas na forma de remanescentes de quilomicrons, que sdo os
produtos da lipolise endotelial dos quilomicrons. La os acidos graxos dietéticos podem ser
metabolizados ou re-secretados na forma de triglicérides nas VLDL e o colesterol pode ser
excretado através da bile. A apoE direciona ainda o colesterol e triglicérides endogenos para

as células extra-hepaticas através das VLDL e das remanescentes das VLDL.

Adicionalmente, um processo denominado de transporte reverso de colesterol ¢
responsavel pela remocdo do excesso de colesterol das células, sendo este levado ao figado
para eliminacdo através de particulas de lipoproteinas ricas em triglicérides e LDL que

incorporam apoE para o direcionamento e captagdo pelo figado (Greenow K, et al 2005).

A captagdo celular das particulas lipidicas contendo apoE se d4 por meio de

receptores de membrana celular.
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1.3.2 Os receptores celulares de apolipoproteina E

Existem dois tipos de receptores envolvidos nestes processos de transporte ¢ captacio
de lipides mediados pela apoE. O primeiro € o receptor de lipoproteinas de baixa densidade
("low-density lipoprotein receptor" - LDL-R), presente em células hepdaticas e extra-
hepaticas. Os dois ligandos para este receptor sdo a apoE presente nos quilomicrons e VLDL
e a apoB 100 presente nas LDL. A ligagcdo da apoE ao LDL-R ¢ muito mais potente que a da
apoB 100 e regula os niveis de receptores nas membranas por um mecanismo de

retroalimentag@o.

O segundo tipo de receptor € o receptor de proteoglicanos heparan-sulfato / proteina
relacionada ao receptor de LDL ("heparan-sulphate proteoglycan / LDL receptor related
protein" — HSPG /LRP), uma proteina da familia do LDL-R. Este receptor possui multiplos
ligandos, incluindo a apoE. Estes receptores estdo presentes sobretudo no figado, onde

participam do metabolismo das lipoproteinas remanescentes (Mahley RW, Rall Jr. SC 2000).

As trés isoformas da apoE se comportam de modo diferente quanto a participa¢do no
transporte de lipides. A apoE 3, por ser a forma mais comum em todas as populagdes
estudadas, ¢ considerada a referéncia e desta forma contribui pouco para as variagdes

interindividuais e interpopulacionais nos niveis de lipideos.

Ja a apoE 2, devido a sua capacidade de ligacdo ao LDL-R muito reduzida, tende a
levar ao aumento dos niveis séricos de apoE e triglicérides e a reducdo dos niveis de apoB e
colesterol. Em contraste, a apoE 4 se associa com niveis reduzidos de apoE, mas aumentados
de apoB e colesterol. Foi estimado em diversos estudos populacionais que a apoE possa ser
responsavel por até 10% da variagdo total do colesterol nas populagdes (Davignon J, et al

1988).
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1.3.3 A evolugcdo molecular e as variagdes populacionais nas freqiiéncias alélicas da

apolipoproteina E

Estudos em primatas ndo-humanos revelaram que eles carregam o alelo €4, sugerindo
que este seja na realidade o alelo ancestral e que os demais alelos surgiram apos a
divergéncia das linhagens humana e dos chimpanzés pela ocorréncia de mutagdes, tendo se
espalhado nos humanos posteriormente (Fullerton SM, et al 2000; Hanlon CS, Rubinsztein
DC 1995; Hixson JE, et al 1988). Corbo e Scacchi, (1999) sugerem que o alelo €3, além de
ser o mais freqliente em todas as populacdes estudadas é, na maioria das vezes,
negativamente correlacionado com o alelo €4, indicando que o alelo ancestral €4 foi sendo
progressivamente substituido pelo novo alelo que leva a mutacdo 112arg — cys (Corbo RM,
Scacchi R 1999).

Estudos realizados ao longo das tltimas duas décadas mostraram que a freqiiéncia do
alelo €4 ¢ mais alta naqueles grupos populacionais onde uma economia de caga ("hunter-
gatherers") ainda existe — por exemplo, nos Khoi San (bosquimanos) da Africa do Sul
(Sandholzer C, et al 1995), aborigines da Malasia e Australia, nativos da Papua Nova Guiné
(Hallman DM, et al 1991), Americanos nativos (Demarchi DA, et al 2005) e Lapdes da
Finlandia (Gerdes LU, et al 1996). Pelo fato do alelo €4 ser associado a uma maior absor¢ao
intestinal de colesterol e a niveis mais elevados de colesterol plasmatico (Kesédniemi YA, et
al 1987), individuos portadores deste alelo seriam favorecidos num ambiente onde o
suprimento alimentar fosse restrito, disponivel esporadicamente ou qualitativamente pobre,
pois teriam maior possibilidade de equilibrar seus niveis de colesterol, que de outra forma

poderiam ser baixos demais para suas fungdes metabolicas.

A permanéncia do alelo €4 em grupos populacionais "ocidentalizados", onde
prevalece uma dieta muito diferente daquela dos nossos ancestrais hominideos, com
quantidade reduzida de fibra e niveis extremamente mais elevados de sodio e colesterol pode
desta forma permitir a eclosdo de efeitos deletérios do gene decorrentes do acimulo de LDL
colesterol. O exemplo cléssico destes efeitos deletérios é o das doengas cardiovasculares

(Milton K 1993).

Varios estudos foram conduzidos ao longo das ultimas duas décadas, verificando as

freqiiéncias alélicas e genotipicas da apoE em populacdes de todos os continentes (ver, por
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exemplo, Corbo RM, Scacchi R 1999; Gerdes LU, et al 1996). Em todas as populacdes o
alelo €3 ¢ o mais freqiiente, com freqiiéncias que variam de 50-90%. Na maioria dos casos o
alelo €4 ¢ o segundo em freqiiéncia (5-35%), enquanto que o €2 varia de 1-15%. Deve-se

ressaltar que muitos estudos utilizaram amostras populacionais reduzidas.

Estudos em populagdes européias mostram um gradiente de freqiiéncia do alelo &4,
com as populacdes mediterraneas tendo baixas freqiiéncias, que aumentam gradativamente a
medida que se caminha para o norte europeu (Corbo RM, Scacchi R 1999; Gerdes LU, et al
1996). As populagdes do norte da Europa, em particular os finlandeses, e populagdes
africanas (Nigéria, Africa do Sul, Suddo) sido as que possuem as maiores freqiiéncias de
apoE 4. As populacdes Amerindias se caracterizam pela quase total auséncia do alelo €2,
sugerindo que talvez este alelo possa ter sido introduzido nestas populagdes nativas pelo

contato com populacdes européias (Demarchi DA, et al 2005).

O alelo €2 parece flutuar nos grupos humanos onde estd presente sem qualquer

tendéncia particular discernivel (Corbo RM, Scacchi R 1999).

1.3.4 A apolipoproteina E e a hipertensdo arterial

Alguns autores postulam que a apoE possa ter um efeito sobre os niveis pressoricos
através do seu papel na aterogénese, sendo a presenca de aterosclerose necessaria para a
inducdo de déficits no relaxamento vascular dependente do endotélio, ou por um mecanismo

renovascular (Panza JA, et al 1990; Uusitupa M, et al 1994; Yang R, et al 1999).
Outro estudo sugeriu que a apoE possa mediar a hipertensdo arterial por um efeito

direto na vasoconstri¢do, com a isoforma apoE 4 tendo o maior efeito vasoconstritor sobre

anéis aorticos in vitro, seguida pela apoE 3 e apoE 2 (Paris D, et al 1998).
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1.3.5 Outras fungdes da apolipoproteina E no organismo humano

Além das suas fun¢des especificas no metabolismo dos lipides, a apoE desempenha
funcdes em outros sistemas. Tem importante papel na neurobiologia, sendo produzida em
abundancia no cérebro e servindo como o principal meio de transporte de lipides no liquor
céfalo-raquidiano. E secretada em altas concentragdes nos locais onde ocorrem danos a
nervos periféricos e parece desempenhar um papel-chave no reparo neuronal, redistribuindo
lipides a axdnios em regeneragdo e a células de Schwann durante a remielinizagdo. In vitro,
modula o crescimento de prolongamentos neuronais em culturas de células ganglionares de
raizes dorsais de coelhos. Nestes modelos, a apoE 3 e apoE 2 se associam com uma
substancia transportadora de lipoproteinas que encaminha a apoE a receptores especificos de
superficie celular, induzindo os neurdnios a produzirem prolongamentos celulares longos. Ja
a apoE 4 estd associada a uma inibi¢do do crescimento dos prolongamentos de neuronios

(Mahley RW, Rall Jr. SC 2000).

A apoE estd implicada no surgimento da doenga de Alzheimer (Corder EH, et al
1993; Farrer LA, et al 1997). A apoE 3 estimula a polimerizagdo da -tubulina e estabiliza a
formacdo de microtiibulos em culturas celulares de neurdnios, enquanto que a apoE 4
desestabiliza os complexos de microtiibulos. Strittmatter e colaboradores levantaram a
hipdtese de que a apoE 3, que interage de forma preferencial com a proteina tau, associada
aos microtubulos, protege a tau da hiperfosforilagdo. A hiperfosforilagdo impede a proteina
tau de interagir com os microtibulos e resulta em depdsitos intracelulares de tau, que
formam os emaranhados neurofibrilares presentes na doenca de Alzheimer (Strittmatter WJ,

et al 1994).

Adicionalmente, a apoE se associa com as placas amildides no meio extracelular do
cérebro de pacientes com doenca de Alzheimer. A apoE 4 forma complexos insoluveis de
alto peso molecular com peptideo amildide-p3, levando a formag¢do de monofibrilas amildides
densas in vitro. Ja a apoE 3 ¢ menos reativa e ndo resulta na formagdo de complexos tao

extensos (Sanan DA, et al 1994).

A apoE tem ainda importante papel na captag¢do de antigenos lipidicos séricos e sua
apresentacdo ao compartimento endossomal de células apresentadoras de antigenos, através

de endocitose mediada por receptores. Pode ser secretada pelas células apresentadoras de
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antigenos como um mecanismo de varredura do microambiente local para a captura de
antigenos, ou para a transferéncia de antigenos lipidicos microbianos de células infectadas

para células apresentadoras de antigenos circunvizinhas (van den Elzen P, et al 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

Embora estudos sobre o polimorfismo da apo E existam em diversos grupos
populacionais, no Brasil estudos realizados em populagdes bem definidas baseadas em
comunidade sdo raros e todos tiveram uma amostragem relativamente pequena, de menos de

500 participantes. Somente dois estudos envolveram primariamente individuos idosos.

O presente trabalho descreve o maior estudo populacional brasileiro sobre a
distribui¢do do polimorfismo da apoE e sua associa¢do com a hipertensdo arterial, em
individuos idosos residentes na comunidade. Como exposto na Introdugdo a populagio de
idosos brasileiros ¢ numerosa e estd aumentando rapidamente, entretanto, sua representacio

em estudos cientificos ainda ¢ proporcionalmente pequena.

Adicionalmente, embora exista um corpo de literatura consideravel sobre a
associagdo da apoE com variaveis lipidicas como fatores de risco cardiovascular, dados
sobre a associagdo da apoE com a hipertensdo arterial, em estudos populacionais, sdo
relativamente escassos e controversos. Estes estudos sdo ainda mais raros na populagdo

idosa, onde se encontram as maiores prevaléncias da hipertensdo arterial.

O polimorfismo da apoE tem grande importancia devido a suas multiplas fungdes,
em especial pela sua participagdo no metabolismo de lipideos e associacdo com doengas
cronico-degenerativas associadas ao envelhecimento. Estudos de sua distribuicdo e

associagdo com doencas ligadas ao envelhecimento sdo de interesse populacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Descrever a distribuicdo do polimorfismo da apoE numa populagdo idosa brasileira
residente na comunidade e estudar sua associa¢do com varidveis demograficas, bioquimicas

e com a hipertensdo arterial.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever a distribuigdo alélica e genotipica do polimorfismo da apoE em 1.408 individuos
brasileiros de uma coorte de idosos residentes na comunidade da cidade de Bambui, Minas

Gerais.

- Realizar a andlise de associagdo dos alelos, gendtipos e do numero de alelos €4 por

individuo com as variaveis idade, sexo e cor da pele nesta amostra.
- Verificar a associagdo das varidveis biologicas pressdo arterial sistolica (PAS), pressdo
arterial diastolica (PAD), LDL colesterol e triglicérides com o genotipo de apo E numa

amostra de 1.406 individuos desta populagéo.

- Avaliar a associa¢@o do polimorfismo da apoE com a hipertensdo arterial prevalente nesta

populacgio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 POPULACAO ESTUDADA

Os sujeitos do presente estudo provém da cidade de Bambui, localizada na regido
sudoeste do estado de Minas Gerais. A cidade continha cerca de 15.000 habitantes em 1996,
quando foi realizada a linha de base do Projeto Bambui, e esta populagdo tem se mantido
estavel ao longo da ultima década. As doengas cerebrovasculares constituem a principal
causa de mortalidade, seguidas pela doenca de Chagas e pelas doengas cardiacas. A alta
prevaléncia de doenga de Chagas ocorre por Bambui ter sido drea endémica da doenga, com
o ciclo de transmissdo do agente tendo sido interrompido através de programas de

saneamento ¢ habitacdo promovidos pelo governo brasileiro.

O Projeto Bambui foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo
Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro em 1996 ¢ o projeto do presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou, Belo Horizonte, em
2006. Todos os participantes do estudo forneceram consentimento informado escrito para a

participagdo.

O Projeto Bambui tem um desenho prospectivo. Os individuos estudados no presente

trabalho fazem parte da linha de base da coorte.

Em novembro e dezembro de 1996 um censo foi realizado na cidade de Bambui para
a identificacdo inicial dos participantes. Todos os residentes na cidade a época, com idade

maior ou igual a 60 anos, foram considerados aptos para participarem do estudo (n = 1.742).

A amostra inicial do presente trabalho consistia dos 1.496 individuos que foram
entrevistados, submetidos ao exame fisico e que tiveram amostras de sangue colhidas para a
realizacdo de estudos laboratoriais e para a extracdo de DNA (85,9% dos residentes idosos
na linha de base). Os participantes examinados eram semelhantes a populagdo total quanto
ao sexo, idade, numero de habitantes por domicilio, estado civil, renda familiar e

escolaridade (Lima-Costa, MF, et al 2000).
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Os resultados contidos neste volume de Tese dizem respeito a dois grupos de analises
que foram submetidas independentemente para publicagdo. A primeira andlise inclui dados
da freqiiéncia alélica e genotipica do polimorfismo da apoE em idosos de Bambui ¢ o estudo

de sua associagdo com variaveis demograficas desta populagio (idade, sexo e cor da pele).

O segundo trabalho analisa a associa¢do do polimorfismo da apo E com fatores de
risco cardiovascular como a idade, sexo, historia de tabagismo e etilismo, atividade fisica,
histéria familiar de doenga cardiovascular, diabetes mellitus, PA sistolica, PA diastdlica,
indice de massa corporal (IMC), HDL colesterol, LDL colesterol, triglicérides, acido urico e

creatinina séricas, e com a prevaléncia de HA na linha de base desta coorte.

4.2 VARIAVEIS DO ESTUDO

As variaveis socio-demograficas, condi¢cdes de satde, habitos de vida e uso de
medicamentos foram coletados por entrevistas realizadas nos domicilios dos participantes.
Os entrevistadores tinham no minimo onze anos de escolaridade e haviam sido previamente
treinados pelos responsaveis pelo estudo. Os exames fisicos e a coleta das amostras de
sangue foram feitos no Posto Emmanuel Dias em Bambui, com agendamento prévio, ou na

propria residéncia do participante, quando havia dificuldade de locomogao.

Para a classificacdo da cor da pele, os entrevistadores compararam a cor da pele dos
participantes com cartdes contendo fotografias de individuos representativas das quatro
categorias de cor da pele (branca, moreno, mulato e negra) e em seguida realizaram a

classificagao.

Os participantes foram classificados como tabagistas quando relatavam ter fumado
pelo menos 100 cigarros durante sua vida e ainda fumavam (Wortley PM, et al 2003). Para a
estimativa da ingestdo etilica foram mostrados aos participantes cartdes com representagdes
da quantidade de liquido correspondente a um drinque (cartdes diferentes para cerveja,
destilados e vinho). O consumo de alcool foi calculado se multiplicando o nimero de doses

pela freqiiéncia de uso semanal nos 12 meses anteriores.
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Atividade fisica foi definida como qualquer exercicio realizado pelo participante por
20 a 30 minutos, trés vezes ou mais por semana, durante o seu tempo de lazer, nos 90 dias

antecedentes.

A presenca de diabetes mellitus foi definida por uma medida de glicemia de jejum
maior ou igual a 126 mg/dL, e/ou uso atual de insulina ou de hipoglicemiantes orais, como
definido pelos critérios revisados de 2003 da Associagdo Americana de Diabetes (Genuth S,

et al 2003).

Os niveis séricos de LDL colesterol, HDL colesterol, triglicérides, creatinina e acido
urico foram determinados apds um jejum de 12 horas, utilizando kits comerciais (Boehringer
Mannheim, Alemanha) e um analisador automatico (Eclipse Vitalab, Merck, Holanda)
(Lima-Costa MF, et al 2000). Todas as amostras de sangue foram colhidas ap6s um jejum
noturno recomendado de 12 horas. As amostras foram separadas e enviadas sob refrigeracao

para o laboratdrio de pesquisa em Belo Horizonte para processamento.

O indice de massa corporal (peso [kg]/altura [m]?) foi calculado a partir das medidas
de altura e peso registradas com equipamento proprio (CMS Weighing Equipment Ltd.,
Reino Unido).

A pressdo arterial foi medida no minimo 30 minutos apds a ultima ingestdo de
cafeina ou cigarro fumado, usando esfigmomandmetros de coluna de mercurio (Tycos 5097-
30, EUA) e estetoscopios Littman Cardiology II (St. Paul, Minnesota, EUA). Foram
realizadas trés medidas, apds cinco minutos de repouso, com intervalos de dois minutos. A
pressdo arterial foi considerada como a média aritmética da segunda e terceira medidas.
Quando uma medida elevada de PAS ou PAD foi encontrada o processo de medida foi
repetido em dois dias separados. A hipertensio arterial foi definida como PAS > 140 mmHg
e/ou PAD > 90 mmHg, ou uso de medicagao anti-hipertensiva, de acordo com os critérios do

VII Joint National Committee (Chobanian AV, et al 2003).

O uso atual de medicacdo anti-hipertensiva foi certificada pela revisdo das receitas
médicas ou invélucros de medicamentos, e pela codificagdo da medicagdo conforme descrito
pela Organiza¢do Mundial de Satde (World Health Organization. Capturado 10 de fevereiro
de 2005).
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4.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO E GENOTIPAGEM DA APOE

O DNA gendmico foi extraido das amostras de sangue utilizando-se o kit de extragdo
de DNA Wizard® Genomic DNA Purification System (Promega — Madison, Wisconsin,
EUA). O DNA extraido foi armazenado a -70° C até o uso.

Para a genotipagem da apoE as amostras de DNA foram submetidas a amplificagdo
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), conforme descrito por Hixson & Vernier, com

pequenas modificagdes (Hixson JE, Vernier DT 1990).

A mistura para reagdo da PCR continha 1,5 U de DNA polimerase de Thermus
aquaticus (TAq) 50 pmol do primer forward (5' TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA
AGG A 3'), 50 pmol do primer reverse (5' ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC AC
3"), 2 uL da mistura de desoxirribonucleotideos tri-fosfato, 1 uL. de MgCl, TAq, 2,5 pL de
tampdo TAgq, 2,5 uL de DMSO e 13,2 pL de H,O Milli-Q®. As misturas para PCR foram
submetidas a uma desnaturagdo inicial de cinco minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos de
amplificacdo com anelamento a 60°C por um minuto, extensdo a 72°C por dois minutos e
desnaturacdo a 95°C por um minuto e, por fim, por uma extensdo final a 72°C por dez

minutos.

O DNA amplificado foi submetido a técnica de polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo ("restriction fragment length polymorphism" - RFLP), com digestao
com 10 unidades da enzima Hhal, a 37°C durante a noite. A visualizagdo dos fragmentos de
restri¢do foi feita apos corrida em géis de agarose a 4%, tratamento com brometo de etidio e

visualizacdo com luz ultravioleta.

Os fragmentos de restri¢do gerados pelos sitios polimorficos da Hhal foram os
seguintes: €2 €2 —-91 e 83 pb, €33 -91,48 e35pb, e4e4 72,48 e35pb,e2e3-91,83 e
48 pb, €2 ¢4 — 91, 83, 72 e 48 pb e €3 ¢4 — 91, 72 e 48 pb. A avalia¢do dos fragmentos de

restri¢do foi feita por comparagdo com um padrdo de DNA de 100 pb.

A genotipagem da ApoE foi realizada em colabora¢do com o Laboratorio do Dr.

Emilio H. Moriguchi no Rio Grande do Sull

34



4.4 ANALISE ESTATISTICA

No primeiro trabalho a variavel dependente foi o polimorfismo da apoE. A analise
foi feita categorizando o polimorfismo de trés formas: 1) os trés alelos da apoE (€2, €3 e €4),
2) os seis gendtipos (€2 €2, €2 €3, €2 €4, €3 €3, €3 €4, €4 ¢4) e 3) o numero de alelos €4 por
individuo (0, 1 ou 2 alelos), devido as associacdes relatadas do alelo €é4 com doencas
cronico-degenerativas do envelhecimento e com alteragdes aterogénicas do perfil lipidico

(Davignon J, et al 1988; Greenow K, et al 2005).

As variaveis independentes foram idade (categorizada em 60-69, 70-79 e 80 ou +

anos), sexo e cor da pele (branca, morena, mulata e negra).

As freqliéncias alélicas foram determinadas pela contagem génica. O equilibrio de
Hardy-Weinberg foi testado utilizando-se um teste qui-quadrado ("goodness-of-fit"). As
analises de associacdo foram feitas utilizando o teste qui-quadrado de Pearson e a regressao

logistica multinomial.

Para o segundo trabalho, as médias e erros-padrao, ajustadas por idade e sexo, para as
variaveis PAS, PAD, HDL colesterol, LDL colesterol e triglicérides foram calculadas para
cada gendétipo da apoE. Foi usada a regressdo linear multipla para se testar a associagdo dos
gendtipos da apoE com as variaveis acima descritas, com ajustes para a idade e sexo. A
analise ndo-ajustada da associac¢do dos alelos e gendtipos da apoE com a HA prevalente foi

baseada no teste qui-quadrado de Pearson.

Modelos de regressao de Poisson foram usados para estimar as razdes de prevaléncia
(RP) para a HA (Zou G 2004). Os modelos da regressdo de Poisson incluiram idade e sexo
(modelo 1) e idade, sexo, tabagismo, consumo de alcool, atividade fisica, histéria familiar de
doencgas cardiovasculares, diabetes mellitus, HDL colesterol, LDL colesterol, acido urico,
creatinina ¢ IMC (modelo 2). Para as andlises ajustadas, os genotipos da apoE foram
codificados em trés grupos: 1) portadores de €3 (gendtipo €3 €3), 2) portadores de €2
(gendtipos €2 €2 e €2 €3) e 3) portadores de €4 (gendtipos €4 €4 e €3 €4). Em cada modelo os
homozigotos €3 €3 foram o grupo de referéncia. Vinte individuos com genotipo €2 €4 foram
excluidos destas analises devido aos efeitos opostos destes dois alelos sobre os niveis de

LDL colesterol. Como nenhuma diferenca foi notada na andlise separada por sexo, o0s
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resultados sdo apresentados para a amostra total. A significancia estatistica nestes modelos

foi avaliada pelo teste de Wald.

As analises foram realizadas usando as versdes 7.1 e 9.1 do programa estatistico

Stata (Stata Corporation, College Station, Texas, EUA).
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Abstract

Apolipoprotein E (ApoE) is one of the most extensively studied genes
in the context of aging, but there are few population-based studies on
ApoE polymorphism in the elderly in developing countries. The
objective of the present study was to assess ApoE allele and genotype
distribution in a large elderly community-based sample and its asso-
ciation with age, sex and skin color. Participants included 1408
subjects (80.8% of all residents aged =60 years) residing in Bambui
city, MG, Brazil. The DNA samples were subjected to the polymerase
chain reaction amplification, followed by the restriction fragment
length polymorphism technique, with digestion by Hhal. Analysis
was carried out taking into consideration the six ApoE genotypes (€3/
€3, €3/e4, €2/€3, €4/e4, €2/e4, and €2/€2), the three ApoE alleles, and
the number of ApoE4 alleles for each individual. The €3 allele pre-
dominated (80.0%), followed by €4 (13.5%) and €2 (6.5%). All six
possible genotypes were observed, the €3/€3 genotype being the most
frequent (63.4%). This distribution was similar to that described in
other western populations. Sex was not associated with number of
ApoE4 alleles. Black skin color was significantly and independently
associated with the presence of two ApoE4 alleles (age-sex adjusted
OR =7.38; 95%CI = 1.93-28.25), showing that the African-Brazilian
elderly have a high prevalence of the €4 allele, as observed in blacks
from Africa. No association between number of ApoE4 alleles and age
was found, suggesting the absence of association of ApoE genotype
with mortality in this population.
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- Elderly
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Introduction

The search for genes and mutations po-
tentially linked to diseases and aging itself
has revealed many candidates. One of the
genes most extensively studied in the con-
text of aging has been the apolipoprotein E

gene (ApoE), located on chromosome 19,
which encodes for a protein that participates
in the regulation of lipid metabolism (1-3).
The ApoE gene is polymorphic, containing
single-nucleotide polymorphisms, which are
mutations leading to changes ina single nucleo-
tide base in the DNA sequence of the gene,
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eventually causing changes in the amino acid
sequence of the protein. Studies have shown
that there are three common ApOE alleles in
populations throughout the world, known as
€2, €3, and €4, giving rise to 6 genotypes (€2/
€2, €2/€3, €2/e4, €3/€3, €3/e4, and €4/e4).
Allelic frequencies vary widely, with €3 being
the most common (wild type), while €4 is
more frequent in certain populations from
Africa (4-6), northern Europe (5,7), Oceania
(7), and in native Americans (8.9).

ApoE has multiple other roles in addition
to its role in lipid metabolism (10) and the
presence of the €4 allele has been consis-
tently linked to the development of Alzhei-
mer’s disease (11). This allele has also been
associated with coronary heart disease (12,
13) and cerebrovascular disease (14,15) in
some studies but not in others (16,17). In
addition, ApoE has been studied in the con-
text of mortality, but the results of these
studies are controversial (18-24).

Community-based studies on ApoE poly-
morphism conducted in well-defined Brazil-
ian populations are scarce (25), and all of
them were small, involving populations of
less than 500 subjects (8,9,25-30). The pres-
ent study describes ApoE allele and geno-
type distribution in an elderly community-
based sample of 1408 subjects, and its asso-
ciation with age, gender and skin color.

Material and Methods

Study area

The city of Bambui (approximately
15,000 inhabitants) is situated in the South-
western region of the State of Minas Gerais.
Cerebrovascular diseases constitute the main
cause of death in the population aged 260
years, followed by Chagas’ disease and is-
chemic heart diseases. The Bambui Health
and Ageing Study (BHAS) is a population-
based cohort study of older adults which is
being conducted in Bambui since 1997. In
this report, we analyze data collected at the
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baseline of this study.

The Bambui cohort study was approved
by the Ethics Committee of the Oswaldo
Cruz Foundation in Rio de Janeiro in 1996,
and the present project was approved by the
Ethics Committee of the Oswaldo Cruz Foun-
dation in Belo Horizonte in 2006. All par-
ticipants gave informed written consent.

Study population

From November to December 1996, a
census was conducted in Bambui to identify
participants for the baseline study. Every
person aged 60 years or older (N = 1742)
was invited to take part in the study. Of
these, 1606 (92%) were interviewed for risk
factors, and 1496 (85.9%) had blood samples
drawn for genomic DNA extraction. The
latter subjects comprise the sample for the
present study. Additional details have been
reported elsewhere (31).

DNA extraction, PCR amplification and RFLP
genotyping

Genomic DNA was extracted from the
blood samples using the Wizard genomic DNA
extraction kit (Promega, Madison, WI, USA).
Samples were stored at -70°C until further use.
ApoE genotyping was carried out as described
by Hixson and Vernier (32), with slight modi-
fications. The DNA samples were subjected to
the polymerase chain reaction amplification,
using the following primers: forward 5' TAA
GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A 3'
and reverse 5' ACA GAA TTC GCC CCG
GCC TGG TAC AC 3'. Polymerase chain
reaction conditions were denaturation at 95°C
for 5 min, followed by 35 cycles of 95°C for 1
min, 60°C for 1 min, and 70°C for 2 min, and
a final extension at 72°C for 10 min. The
amplified DNA was subjected to the restric-
tion fragment length polymorphism technique,
with digestion by Hhal, generating the follow-
ing patterns: €2€2, 83 and 91 bp; €3€3, 91, 48,
and 35 bp, and €4¢€4, 72, 48, 35, and 19 bp.
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These fragments were visualized on 4% aga-
rose gels, instead of polyacrylamide gels as
described in the original article.

Variables

In the present study, the dependent vari-
able was the single-nucleotide polymorphism
of the ApoE gene. Analysis was carried out
taking into consideration the three ApoE
alleles, the six ApoE genotypes (€3/€3, €3/
€4, €2/€3, €4/€4, €2/€4, and €2/€2) and the
number of ApoE4 alleles for each individual
(0, 1 or 2 alleles).

Independent variables included age (60-
69, 70-79, and 280 years), sex and skin
color. Interviewers classified the subjects
based on photographs representative of indi-
viduals with different skin colors (white,
light brown, dark brown, and black).

Statistical analysis

Statistical analysis was based on Pearson's
chi-square test and on multinomial regres-
sion (33). Allele frequencies were estimated
by gene counting. Hardy-Weinberg equilib-
rium expectations were tested by using a
chi-square goodness-of-fit test. The statisti-
cal analysis was performed using the Stata
version 7.0 software (Stata Corporation,
College Station, TX, USA).

Results

Ofthe 1606 BHAS cohort members, 1408
(557 males and 851 females) could be geno-
typed and participated in this study, their
mean age being 69.3 years (SD = 7.2). The
participants in this study were similar to
non-participants regarding age (P = 0.999),
sex (P =0.365), and skin color (P = 0.063).

The ApoE allele and genotype distribution
in the study population is shown in Figure 1.
The most frequent allele was €3 (80.0%),
followed by €4 (13.5%), and €2 (6.5%). The
distribution of ApoE alleles was within Hardy-

www.bjournal.com.br

Weinberg equilibrium (P > 0.05). All six pos-
sible genotypes were observed: the €3/€3 geno-
type predominated (63.4%), followed by €3/
€4 (21.9%), €2/€3 (11.4%), €4/e4 (1.8%), €2/
€4 (1.4%), and €2/€2 (0.1%).

There was no statistically significant dif-
ference (P = 0.311) in allele or genotype
distribution among the various age groups
(Table 1). The €3 allele (79.4, 81.4, and
79.3%) and the €3/€3 genotype predomi-
nated in all age groups (61.8, 66.6, and

100.0

. 80.0
80.0
60.0
40.0

20.04 65 13.5

Percentage

0.0
€2 €3 e4

ApoE allele

63.4
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eded
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Figure 1. ApoE allele (A) and
genotype (B) distribution among
1408 elderly participants at
baseline of the BambulEHealth
and Aging Study (Brazil).

Table 1. Apolipoprotein E (ApoE) allele and genotype distributions among 1408 elderly
participants at baseline of the BambulEiealth and Aging Study by age group (Brazil).

ApoE Age group
60-69 years 70-79 years 280 years
Allele
€2 110 (6.6%) 58 (6.7%) 15 (5.5%)
€3 1328 (79.4%) 707 (81.4%) 219 (79.3%)
€4 234 (14.0%) 103 (11.9%) 42 (15.2%)
Genotype
€2/e2 0 (0.0%) 1 (0.2%) 0 (0.0%)
€2/e3 102 (12.2%) 47 (10.8%) 12 (8.7%)
€3/e3 517 (61.8%) 289 (66.6%) 86 (62.3%)
€2/e4 8 (1.0%) 9 (2.1%) 3 (2.2%)
€3/e4 192 (23.0%) 82 (18.9%) 35 (25.4%)
ed/e4 17 (2.0%) 6 (1.4%) 2 (1.4%)

Data are reported as number with percent in parentheses. ApoE: P = 0.481, genotype:

P = 0.311 (Pearson's chi-square test).
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62.3% among subjects aged 60-69, 70-79
and 280 years, respectively).

The distribution of the number of ApoE4
alleles according to demographic character-
istic is shown in Table 2. A significant asso-
ciation between number of €4 alleles and
skin color was found (P = 0.023), but no
associations with age (P =0.437) or sex (P =
0.394) were observed. The prevalence of
two €4 alleles among black and dark brown
subjects was 9.1 and 4.1%, respectively,
while among light brown and white subjects
the prevalence was less than 2%. The asso-
ciation between black skin color and two €4
alleles was strong and independent of sex
and age (OR = 7.38; 95%CI = 1.93-28.25).

Discussion

The results of the present study show that
€3/€3 was the most frequent genotype and €3
was the most frequent allele in the study
population. These results are in agreement
with previous observations that €3 is the
most common allele worldwide (5,7).

Regarding the €4 and €2 alleles, some
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differences in distribution have been reported.
In Europe, studies have described a north to
south cline in the €4 allele, with a higher
frequency in the northern region and a lower
frequency in the southern region (7,34,35).
The highest frequencies of €4 have been de-
scribed in Nigerians (4), Sub-Saharan Afri-
cans (5), South Africans (6), Inuit from
Greenland (7), Finns (7), and native Ameri-
cans (up to 47% in Brazilian natives) (8). €2 is
the least frequent allele, being completely ab-
sent from certain populations, in particular
from several Native American tribes (8,9,26).
In the present study, the prevalence of the €4
and €2 alleles was 13.5 and 6.5%, respectively.
In Brazil, studies carried out in children
have found similar allele distributions. In Re-
cife city (northeastern Brazil), allele distribu-
tion among 414 children ascertained at a pedi-
atric hospital was as follows: €3, 77%; €4,
17%, and €2, 6% (27). In Fortaleza city, also in
northeastern Brazil, the corresponding find-
ings among 72 shantytown children were 77.1,
14.6, and 8.3%, respectively (28). Previous
studies of ApOE polymorphism in small
samples of native Brazilian and South Ameri-

Table 2. Association of the number of ApoE4 alleles among 1408 elderly participants at baseline of the
Bambuliealth and Aging Study with selected demographic characteristics (Brazil).

Variables Number of ApoE4 alleles
None One Two One Two
N (%) N (%) N (%) OR (95%CI)* OR (95%Cl)*
Age group (years)
60-69 years 619 (74.1%) 200 (23.9%) 17 (2.0%) 1.00 1.00
70-79 years 337 (77.6%) 91 (21.0%) 6 (1.4%) 0.83 (0.62-1.10) 0.69 (0.27-1.79)
280 years 98 (71.0%) 38 (27.5%) 2 (1.5%) 1.17 (0.78-1.76) 0.73 (0.16-3.24)
Gender
Female 643 (75.6%) 196 (23.0%) 12 (1.4%) 1.00 1.00
Male 411 (73.8%) 133 (23.9%) 13 (2.3%) 1.05 (0.82-1.36) 1.65 (0.74-3.67)
Skin color
White 630 (74.2%) 207 (24.4%) 12 (1.4%) 1.00 1.00
Light brown** 368 (77.1%) 101 (21.2%) 8 (1.7%)  0.84 (0.64-1.10) 1.11 (0.45-2.76)
Dark brown** 35 (71.4%) 12 (24.5%) 2 (41%) 1.04 (0.53-2.04) 2.87 (0.61-13.35)
Black 21 (63.6%) 9 (27.3%) 3(9.1%) 1.30 (0.59-2.89) 7.38 (1.93-28.25)

ApoE = apolipoprotein E; OR = odds ratio; 95%CI = confidence interval at 95%. Age group: P = 0.437, sex: P
= 0.394, skin color: P = 0.023 (Pearson chi-square test).

*Adjusted by multinomial logistic regression for the variables listed in the table (absence of €4 allele was the
reference group). **Light brown: “moreno”; dark brown: “mulatto”.
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can populations (8,9,26,29) found a highly
heterogeneous distribution of alleles with a
predominance of €3 (frequency range: 51-
98%), followed by €4 (0-47%) and €2 (0-4%).

Regarding older subjects, two Brazilian
studies were carried out in the State of Rio
Grande do Sul, in the south of Brazil (25,30).
One involved a random sample of 64 sub-
jects aged 80 years and older from a popula-
tion of Italian descent residing in the city of
Veranopolis. ApoE allelic frequencies were
€3, 84%; €4, 11%, and €2, 5%, and only four
genotypes were observed: €3/€3 (70%), €3/
€4 (22%), €3/€2 (6%), and €2/€2 (2%) (25).
The other study involved 252 Caucasian
volunteers 250 years of age residing in the
city of Gravatai. ApoE allelic frequencies for
this population were €3, 76.7%; €4, 16.2%,
and €2, 7.1%, with five genotypes (€2 ho-
mozygotes were absent), €3/€3 being the
most frequent (61.3%), followed by €3/e4
(24.3%) (30).

The allelic frequencies found in the pres-
ent study are similar to the distributions found
among older adults from south Brazil (25,30),
even though the population from Bambui is
miscigenated and somewhat different from
the populations in these studies which have a
more strict European ascendance.

Reports that have included blacks from
Africa (4-6) have suggested that there may
be a higher frequency of the €4 allele in
blacks but, to the best of our knowledge,
there are no population-based studies of ApoE
polymorphisms in African-Brazilians. In our
study, we found a gradient in the prevalence
of €4 homozygotes when genotypes were
compared by skin color, with the highest
prevalence among black-skinned individu-
als and the lowest among white-skinned sub-
jects. Black-skinned individuals from this
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Apolipoprotein E (ApoE) polymorphism influences lipid metabolism, but its association with arterial hypertension is controver-
sial. The objective of this study was to examine the association between ApoE polymorphism and prevalent hypertension in a
large unselected population of older adults. Participants from the baseline of the Bambui Health Aging Study whose ApoE genes
had been genotyped were selected for this study (N = 1406, aged 60-95 years). These subjects represented 80.7% of the total
elderly residents in Bambui city, MG, Brazil. Hypertension was defined as a systolic blood pressure (140 mmHg and/or a
diastolic blood pressure (80 mmHg, or the use of anti-hypertensive medication. The exposure variable was the ApoE genotype
as follows: [Blcarriers, [BI3] [2lcarriers, [2[2lor [2[3] and [@carriers, [Bl@lor Potential confounding variables were age,
gender, traditional cardiovascular risk factors, uric acid, and creatinine levels. The prevalence of hypertension was 61.3%.
Compared with the [B] homozygotes, neither the [2] nor the [l carrier status was associated with hypertension (adjusted
prevalence ratios = 0.94, 95%Cl = 0.83-1.07 and 0.98, 0.89-1.07, respectively). On the other hand, the [Zlallele carriers had lower
LDL cholesterol levels (P < 0.001) and the [@ carriers had higher LDL cholesterol levels (P = 0.036). This study provides
epidemiologic evidence that the ApoE genotype is not associated with prevalent hypertension in old age.
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Introduction is located on chromosome 19 (4,5) with three common
alleles, termed [2] [Bland [4] The [@lallele has consistently
been linked to increases in LDL cholesterol levels (6,7).

The [2lallele has been reported to be linked with higher

There has been an increasing interest in apolipopro-
tein E (ApoE) polymorphisms as predictors of hyperten-

sion. ApoE plays a fundamental role in lipid metabolism,
participating in the clearance of chylomicron remmants
and very low-density lipoproteins (VLDL) by serving as a
ligand for low-density lipoprotein (LDL) receptors (1). It is
also an important determinant of intestinal cholesterol
absorption (2) and plasma lipid levels (3). The ApoE gene
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triglyceride levels in some (6,8), but not all studies (7).
Although ApoE genotype is involved in lipid metabo-
lism, its association with arterial hypertension is controver-
sial. Nevertheless, only two previous studies (9,10) in-
volved populations of more than 1000 subjects, few stud-
ies have been carried out in representative community-
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based samples, and few studies have considered tradi-
tional risk factors as potential confounders for the associa-
tion between ApoE and hypertension or blood pressure
level (9-21). Aditionally, few studies focused on the influ-
ence of ApoE genotype on hypertension in older individu-
als (9,12-14).

The primary objective of this study was to investigate
the effect of the ApoE polymorphisms on the prevalence of
hypertension in a population of 1406 community-dwelling
older adults, considering several potential confounding
factors in the analysis. A secondary objective was to
examine the association between ApoE polymorphism
and systolic blood pressure, diastolic blood pressure, high-
density lipoprotein (HDL) cholesterol, LDL cholesterol and
triglyceride levels.

Material and Methods

The Bambui Health Ageing Study (BHAS)

The BHAS is a population-based cohort of older adults,
which has been carried out in Bambui city (15,000 inhab-
itants), which is situated in Minas Gerais State, Southeast-
ern Brazil. The cohort baseline was established in 1997.
From November to December 1996, a complete census
was carried out by the research team for identification of
participants. Of the 1742 inhabitants aged 60 years or
older by January 1, 1997, 1606 (92.0%) participated. The
mean age of the cohort participants was 69.3 years (range:
60-95 years), and 60.0% were women. White skin color
was predominant (60.4%), followed by light brown
(“moreno”, 33.3%), dark brown (“mulato”, 3.6%), and black
(2.7%) (22). The prevalence of hypertension (61.5%) was
close to that described for the North American elderly
(~60%) (23), as well as the prevalence of some traditional
risk factors (24). A detailed description of the study design
and methods has been published elsewhere (25).

Study participants

All of the 1406 cohort members who had their blood
pressure (BP) measured at baseline and whose ApoE was
genotyped were selected for the present study. The partici-
pants in this study were similar to non-participants in
relation to age (P = 0.999) and gender (P = 0.365).

Measurements

Three measurements of systolic (SBP) and diastolic
(DBP) were taken on the right arm with an appropriately
sized cuff using a mercury sphygmomanometer. BP meas-
urements were taken early in the morning, after a 5-min
initial rest and subsequently at 2-min intervals between
each measurement, and after 30 or more min of the last
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caffeine intake or cigarette smoked. BP was considered as
the arithmetic mean of the second and third measure-
ments. According to the Seventh Joint National Committee
criteria (26), hypertension was defined as SBP [140 mmHg
and/or DBP [8b mmHg or the use of anti-hypertensive
medication. Current use of anti-hypertensive medication
was ascertained by reviewing medication containers or
prescription, and coding the medication as previously de-
scribed (27).

Genomic DNA for ApoE genotyping was extracted
from blood samples using the Wizard® Genomic DNA
Purification System (Promega, Madison, WI, USA). DNA
samples were then amplified by polymerase chain reaction
(PCR), followed by digestion with Hhal, and restriction
fragment length polymorphism analysis, as previously de-
scribed (28). The DNA samples were subjected to PCR
with the following primers: forward 5' TAA GCT TGG CAC
GGC TGT CCA AGG A 3' and reverse 5 ACA GAATTC
GCC CCG GCC TGG TAC AC 3'. The PCR conditions
were denaturation at 95°C for 5 min, followed by 35 cycles
of 95°C for 1 min, 60°C for 1 min, and 70°C for 2 min, and
a final extension at 72°C for 10 min. Restriction fragment
length polymorphism analysis yielded the following pat-
terns: 91 and 83 bp; [B[B] 91, 48 and 35 bp; 72,
48 and 35 bp. Each of the heterozygote genotypes con-
tained both sets of fragments from each ApoE allele.

Other variables considered included baseline age, gen-
der, smoking, alcohol consumption, physical activity, fam-
ily history of cardiovascular diseases, diabetes, traditional
risk factors for cardiovascular diseases such as SBP,
DBP, body mass index (BMI), and levels of LDL choles-
terol, HDL cholesterol, triglycerides, creatinine (29), and
uric acid (30). Current smokers were defined as those who
had smoked at least 100 cigarettes during their lifetime and
were still smoking. For alcohol consumption estimates, the
subjects were shown cards with a representation of the
amount of liquid corresponding to one drink for liquor, beer
or wine. The alcohol consumption was calculated by mul-
tiplying the number of drinks by the frequency of imbibing
in a week during the previous 12 months. Physical activity
was defined as any exercise for 20-30 min at least three
times a week, during leisure time in the previous 90 days.
Diabetes was defined by a fasting blood glucose level
(16 mg/dL and/or current use of insulin or oral antidia-
betic drug treatment, as defined by the 2003 American
Diabetes Association updated criteria (31). BMI (weight/
height?) was calculated from height and weight measure-
ments. Levels of LDL cholesterol, HDL cholesterol, triglyc-
erides, creatinine, and uric acid were determined after a
12-h recommended overnight fast, using commercial kits
(Boehringer Mannhein, Germany) and an automated ana-
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lyzer (Eclipse Vitalab, Merck, Netherlands), as described
elsewhere (25).

All of the observers of the BHAS were trained and
certified before each examination. The BHAS was ap-
proved by the Ethics Committee of the Oswaldo Cruz
Foundation in Rio de Janeiro, RJ, Brazil, in 1996, and the
present investigation was approved by the Ethics Commit-
tee of the Oswaldo Cruz Foundation in Belo Horizonte,
MG, Brazil, in 2006. All participants gave full informed
written consent.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed by using the
Stata version 9.1 software (Stata Corporation, College
Station, TX, USA). Allele frequencies were estimated by
gene counting. Hardy-Weinberg equilibrium expectations
were tested by using a chi-square ((2) goodness-of-fit test.
Non-adjusted analysis of the association between ApoE
genotypes and alleles with prevalent hypertension was
based on Person’s chi-square test. Age-gender adjusted
means and standard errors of the mean by ApoE genotype
were calculated for baseline SBP, DBP, LDL cholesterol,
HDL cholesterol, and triglyceride levels. Multiple linear
regression was used to assess the association between
ApoE genotype and the above mentioned parameters,
after adjustments for age and gender. Poisson regression
models (32) were used to estimate the prevalence ratio for
hypertension. The models included age and gender in
model 1, and age, gender, smoking, alcohol consumption,
physical activity, family history, diabetes, LDL cholesterol,
HDL cholesterol, uric acid, creatinine, and BMI in model 2.
In the adjusted analysis, ApoE genotypes were classified
into three groups: (@l carriers ((B[B), [2l carriers ((2[2]
[213) and (@l carriers ((2l2] [B[Z). In each model, the
homozygous genotype was the reference group.
Twenty subjects (1.4%) with the [2[4] genotype were ex-
cluded from the analysis because of the opposite effects of
these two alleles on LDL cholesterol levels. Since no effect
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modification by gender was noted, all analyses were for
both sexes. Statistical significance in the models was
assessed using Wald [Zlstatistics.

Results

The prevalence of hypertension was 61.3% for the
1406 participants in the BHAS baseline. As found in most
western populations, the [BI3] genotype was the most
common (63.4%), followed by [3[2](21.9%), [2IB](11.5%),
[al2](1.8%), [2[4](1.4%), and [212](0.1%). Allele frequen-
cies were within the Hardy-Weinberg equilibrium expecta-
tions (P > 0.05). Additional baseline characteristics of the
study participants are shown in Table 1.

Selected baseline characteristics of the BHAS popula-
tion by ApoE genotypes, adjusted for age and gender are
shown in Table 2. The mean LDL cholesterol was signifi-

Table 1. Selected baseline characteristics of the 1406 partici-
pants from the Bambui Health and Aging Study (BHAS).

Characteristics Percentage or mean

(standard deviation)

Age (years) 69.1 (7.1)

Female gender 60.5%

Current smokers 18.1%

Alcohol consumption in the previous 12 2.8%
months (>14 doses a week)

Exercises lasting 20-30 min three times 12.5%

a week or more during the previous 3 months

Family history of cardiovascular diseases 45.9%
Diabetes mellitus 14.1%
Systolic blood pressure (mmHg) 137.2 (22.6)
Diastolic blood pressure (mmHg) 83.6 (12.7)
Body mass index (kg/m?) 25.0 (4.9)
LDL cholesterol (mg/dL) 155.0 (45.4)
HDL cholesterol (mg/dL) 49.1 (15.1)
Triglycerides (mg/dL) 151.1 (100.3)
Creatinine (mg/dL) 0.90 (0.30)
Uric acid (mg/dL) 53(1.7)

Table 2. Age-sex adjusted analysis of the association between selected baseline characteristics of the Bambui Health and Aging

Study (BHAS) population and ApoE genotype.

ApOE genotype N

Characteristics

Systolic blood Diastolic blood LDL cholesterol HDL cholesterol Triglycerides
pressure (mmHg) pressure (mmHg) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
R 891 137.25 (0.75) 83.59 (0.42) 155.85 (1.50) 48.99 (0.49) 147.63 (3.34)
[212] [213] 162 136.80 (1.76) 83.88 (0.99) 140.46 (3.56)* 50.95 (1.16) 167.11 (7.84)***
333 137.16 (1.23) 83.53 (0.69) 161.91 (2.47)** 48.20 (0.81) 153.63 (5.47)

Data are reported as means (standard error of the mean) adjusted for age and gender.
*P < 0.001; **P = 0.036; ***P = 0.022 compared to [B[B](multiple linear regression).
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cantly greater among the [4lcarriers (P = 0.036) and lower
among the [2lcarriers (P < 0.001), in comparison to the
homozygous carriers. The mean triglyceride level
was significantly greater among those with the [2lallele (P
=0.022). No significant associations were found between
ApoE genotype and SBP, DBP and HDL cholesterol lev-
els.

The ApoE genotype and allele frequencies for the
prevalence of hypertension are shown in Table 3. Both the
ApoE genotype and the allele frequencies showed similar
distributions among prevalent hypertension cases and
non-cases.

The results of the adjusted analysis for the association

Table 3. Non-adjusted analysis of the association between ApoE
polymorphism and hypertension in the Bambui Health and Aging
Study (BHAS) population.

Hypertension

Yes No
ApOoE genotype
[2[2] 1 (0.1%) 0 (0.0%)
213l 95 (11.0%) 66 (12.1%)
13 (1.5%) 7 (1.3%)
B3l 556 (64.5%) 335 (61.6%)
RIE 179 (20.8%) 129 (23.7%)
[ETEY 18 (2.1%) 7 (1.3%)
P =0.538
ApoE allele
110 (6.4%) 73 (6.7%)
@l 1386 (80.4%) 865 (79.5%)
E 228 (13.2%) 150 (13.8%)
P =0.846

Data are reported as number of subjects with percent in paren-
theses.
*P value: Person’s chi-square test.

Table 4. Poisson regression models and prevalence ratio for
hypertension in the Bambui Health and Aging Study (BHAS)
population, by ApoE genotype.

Model 2
PR (95%Cl)

ApoE genotype N Hypertension Model 1
prevalence (%) PR (95%Cl)

EIR) 891 556 (62.4%) 1.0 1.0
[(2I2] [2[8] 162 96 (59.3%) 0.96 (0.83-1.09)0.94 (0.83-1.07)
(BI4] (B[4 333 197 (59.2%) 0.95 (0.86-1.05)0.98 (0.89-1.07)

Model 1: Adjusted for age and gender. Model 2: Adjusted for
age, gender, smoking, alcohol consumption, physical activity,
family history, diabetes, LDL cholesterol, HDL cholesterol, uric
acid, creatinine, and body mass index. PR = prevalence ratio
(95% robust confidence intervals).
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between ApoE genotype and hypertension are shown in
Table 4. Hypertension was not associated with the pres-
ence of either [2lor [#lalleles in the model adjusted by age
and gender or in the model adjusted for several confound-
ers.

Discussion

In this study, prevalent hypertension was not associ-
ated with ApoE polymorphisms in a large sample of Brazil-
ian older adults. This lack of association was observed in
the age-gender adjusted analysis and in the analysis ad-
justed for factors a prioribelieved to be potential confound-
ers for the association between ApoE genotype and hyper-
tension. Secondary analysis indicated that such associa-
tions were absent for both males and females (data not
shown).

An association was observed between greater LDL
cholesterol levels and the presence of the @allele, aswell
as between lower LDL cholesterol levels and the presence
ofthe [2lallele. This observation is in agreement with other
studies reporting a consistent relationship between the
allele and greater levels of LDL cholesterol (6,7), as well as
between the [2lallele and lower LDL cholesterol levels (6).
Higher triglyceride levels were found in (2l carriers. This
association was reported in some (6,8), but not all previous
investigations (7). The association of the ApoE alleles with
plasma lipid levels is a direct consequence of the role of
ApoE protein in lipid metabolism. ApoE2 is metabolically
impaired when compared to ApoE3 and ApoE4, due to its
reduced interaction with cellular receptors, resulting in
delayed clearance and accumulation of chylomicrons and
VLDL remnants in the plasma. ApoE-mediated LDL con-
version from VLDL remnants is also reduced. The net
effect is an up-regulation of LDL receptors, higher plasma
concentrations of triglyceride- and cholesterol-containing
remnant particles, and lower plasma levels of cholesterol-
rich LDL particles (1). ApoE4 alleles have an opposite net
effect compared to those of ApoE2 (1,3).

There have been several studies of the association
between the ApoE genotypes and prevalent hypertension,
with inconsistent findings. Results from small prevalent
case control studies have consistently described a positive
relationship between the presence of the [@] allele and
hypertension or with greater BP levels (15-19). The results
from cross-sectional studies have been more inconsistent.
Four investigations carried out in an mixed population of
younger and older adults reported i) lack of association
between the ApoE genotype and hypertension in the USA
(10) and in Tunisia (11), ii) a positive association between
the [2lallele and prevalent hypertension among male, but
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not female, Japanese immigrants living in Los Angeles or
Hawaii (20), and iii) a negative association between the
presence of the [l allele and prevalent hypertension in
young, but not older, Japanese (9). Three other cross-
sectional studies included very old subjects. Two were
carried out in Finland (12) and in Spain (14), and did not
find significant association between ApoE genotype, preva-
lent hypertension (14), or mean SBP and mean DBP (12).
The third study included Italian descendents living in the
south of Brazil and reported a significantly lower DBP
among the [@carriers, compared to the homozygous [33]
but the mean SBP was similar in both groups (13). In
addition, two cohort studies carried out with Japanese
Americans (20) and North American males (21) reported
contradictory results. In the present study, the mean base-
line SBP and DBP, as well as prevalent hypertension, were
not associated with the ApoE genotype.
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6 CONCLUSOES

1) A distribui¢do dos alelos e gendtipos da apoE na populagdo com idade > 60 anos de
Bambui, MG, Brasil se encontra dentro das faixas de freqiiéncia relatadas para outras

populag¢des mundiais.

2) A distribuicdo alélica nesta populagdo foi influenciada pela cor da pele dos individuos
participantes, com os individuos de cor de pele negra tendo maior prevaléncia do alelo &4,

conforme descrito em populacdes negras de origem africana.

3) Nao foi observada diferenga na distribuicdo do alelo €4 nas diferentes faixas etarias,

sugerindo uma auséncia de associago entre este alelo e mortalidade nesta populagao.

4) O alelo &4 se encontrou associado a niveis mais elevados de LDL colesterol e o alelo €2 a
niveis mais baixos de LDL colesterol e mais altos de triglicérides na populacdo idosa de

Bambui, confirmando associag¢des descritas em outros grupos populacionais.

5) Os alelos da apoE ndo se encontram associados a pressao arterial sistolica, pressdo arterial

diastdlica e a hipertensdo arterial prevalente nesta amostra populacional.



7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os dados dos seguimentos da coorte de Bambui fornecerdo material importante para
a avaliacdo epidemiologica da associagdo entre os alelos da apoE e a hipertensdo arterial

incidente, o que ndo pode ser avaliado com os dados da linha de base da coorte.

Adicionalmente, os dados longitudinais da coorte poderdo fornecer material para uma
melhor avaliagdo da associagdo entre os alelos da apoE com a mortalidade nesta popula¢do

de idosos baseada na comunidade.

A existéncia do banco de DNA permitiria ainda o estudo de multiplos genes quanto a
sua associagdo com varidveis do metabolismo lipidico e a hipertensdo arterial, associados a

apoE.
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