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RESUMO

A doenca arterial coronariana (DAC) caracteriza-se por depdésitos de placas
de gordura na parede das artérias coronarias, ocasionando assim a aterosclerose. A
DAC é uma doenca multifatorial, complexa e de alta incidéncia mundial, que resulta
em elevado custo socioecondmico, envolvendo dispéndio com medicamentos,
internacdes repetidas, perda de produtividade, aposentadorias precoces, cirurgias e,
ocasionalmente, transplante cardiaco. Dentre os fatores de risco associados com a
DAC, os estudos genéticos tém demonstrado que polimorfismos na regido
cromossOmica 9p21 estdo fortemente associados ao desenvolvimento da doenca e
suas complicacdes. Esta dissertacdo tem como objetivo investigar o papel de dois
polimorfismos da regido 9p21 rs10757274 e rs1333049 no desenvolvimento da DAC
em uma amostra de pacientes submetidos ao exame de cateterismo cardiaco. A
amostra foi constituida de 689 individuos adultos oriundos do Servico de
Hemodindmica do Hospital Bruno Born de Lajeado, RS. Os pacientes foram
classificados em casos e controles com base na presenca de estreitamento do
limen do vaso das artérias coronarias, avaliadas por um cardiologista, de acordo
com os laudos obtidos dos exames de cateterismo. Foram coletadas amostras de
sangue para posteriores analises moleculares e bioquimicas, que serdo realizadas
nos Laboratérios do Centro Universitario Univates. As frequéncias alélicas e
genotipicas foram estimadas por contagem direta e o Equilibrio de Hardy-Weinberg
calculado através do teste do qui-quadrado. As analises estatisticas empregadas
para comparar casos e controles envolveram o teste do qui-quadrado. Os efeitos
dos polimorfismos nas variaveis clinicas dos pacientes foram avaliados através de
modelos lineares gerais univariados. N&o foi encontrada associagdo significativa
entre os polimorfismos rs1333049 e rs10757274 em pacientes casos e controles
com o risco de desenvolver DAC. Houve diferenga significativa entre casos e
controles em relacdo idade, sendo que os pacientes casos possuem idade meédia
maior do que os controles. Também houve diferenca significativa entre casos e
controles em relacdo ao género, sendo que 57,8% dos individuos sdo do género
masculino em casos. Observou-se uma diferenca significativa de IMC aonde
pacientes controles tiveram o IMC maior em relacdo aos casos. Referente aos
parametros bioquimicos houve diferenca significativa na comparacédo dos pacientes
casos e controles nos niveis de HDL-colesterol, sendo significativamente menor em
casos quando comparados com os pacientes controles. Também foi detectada uma
diferenca significativa no uso de medicamentos para dislipidemias, sendo maior em
pacientes casos. Em nosso estudo, ndo encontramos nenhum efeito principal das
variantes investigadas no risco de desenvolver DAC ou nas variaveis clinicas da



amostra. No entanto, detectamos uma interacao significativa entre os alelos de risco
dos polimorfismos e a classificagdo em casos e controles na determinacdo dos
niveis de colesterol total e colesterol LDL. Em casos, a presenca dos alelos de risco
parece estar associada com niveis mais baixos de colesterol, diferente do observado
para os individuos classificados como controles, que exibem efeito oposto. Nao
podemos excluir a importancia dos polimorfismos da regido 9p21 nos desfechos e
no desenvolvimento das doencas cardiovasculares. Estudos com amostras maiores
e em diferentes populagdes devem ser realizados para avaliar a relagédo entre estes
polimorfismos e o risco de desenvolver DAC.

Palavras chave: doenca coronariana, aterosclerose, polimorfismos genéticos,
regido cromossémica 9p21.



ABSTRACT

Coronary artery disease (CAD) is characterized by deposits of fat plates on the wall
of the coronary arteries, causing atherosclerosis as well. The CAD is a multifactorial
disease, complex and of high incidence worldwide, resulting in high social and
economic cost, involving expenditure with medicines, repeated hospitalizations, loss
of productivity, early retirements, surgeries and, occasionally, a heart transplant.
Among the risk factors associated with the CAD, genetic studies have shown that
polymorphisms in the chromosomal region 9p21 are strongly associated with the
development of the disease and its complications. This dissertation aims to
investigate the role of two polymorphisms of the region 9p21 rs10757274 and
rs1333049 in the development of CAD in a sample of patients submitted to cardiac
catheterization test. The sample was constituted of 689 adults from Hemodynamic
service Bruno Born Hospital of Lajeado, Rio Grande do Sul. The patients were
classified into cases and controls based on the presence of the vessel lumen
narrowing of the coronary arteries, evaluated by a cardiologist, according to the
reports obtained from cardiac catheterization exams. Blood samples were collected
for further biochemical and molecular analysis, which will be carried out in the
laboratories of the Univates University Center. Allele and genotype frequencies were
estimated by direct count and the Hardy-Weinberg Equilibrium calculated through
Chi-square test. The statistical analysis used to compare cases and controls
surrounding the Chi-square test. The effects of polymorphisms on clinical variables of
patients were assessed by univariate general linear models. No significant
association was found between the rs1333049 and rs10757274 polymorphisms in
patients cases and controls with the risk of developing CAD. Significant differences
between cases and controls in respect of age and patients case possess middle
ages greater than the controls. There were also significant differences between
cases and controls in relation to the genre, with 57.8% of individuals are of the male
gender in cases. There was a significant difference of BMI where patients had higher
BMI controls in relation to cases. Referring to the biochemical parameters significant
differences in the comparison of patients cases and controls on the levels of HDL
cholesterol, being significantly lower in cases when compared with control patients.
Was also detected a significant difference in the use of medicines for dyslipidemias,
being greater in patients cases. In our study, we found no main effect of the
investigated variants on risk of developing CAD or clinical sample variables.
However, we detected a significant interaction between the risk alleles of
polymorphisms and the classification in cases and controls in the determination of
the levels of total cholesterol and LDL cholesterol. In some cases, the presence of
risk alleles appear to be associated with lower levels of cholesterol, different from
that observed for individuals classified as controls, which exhibit opposite effect. We
cannot rule out the importance of polymorphisms in the region 9p21 in the outcomes



and the development of cardiovascular disease. Studies with larger samples and in

different populations should be carried out to assess the relationship between these
polymorphisms and the risk of developing CAD.

Keywords: coronary artery disease, atherosclerosis, genetic polymorphism,
chromosomal region 9p21.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares representam uma das principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo, e seu crescimento significativo nos paises em
desenvolvimento alerta para o potencial impacto nas classes menos favorecidas, as
quais estdo menos assistidas. No Brasil, constituem a principal causa de 0bitos,

correspondendo a aproximadamente 30% em adultos (BORGES et al., 2012).

Em apenas um ano, ocorreram cerca de 17,3 milhdes de mortes causadas
por doengas cardiovasculares, das quais 7,3 milhdes secundarias a doenca
aterosclerdtica coronariana e 6,2 milhdes secundarias, as doencas vasculares
cerebrais. S6 no Brasil ocorrem mais de 900.000 casos de infarto agudo do
miocardio (IAM) por ano, com mais de 300.000 casos fatais (SOUZA et al., 2012).

A reducdo desses numeros, e a consequente diminuicdo da morbidade e
mortalidade relacionadas a doenca arterial coronariana (DAC) tem sido um dos
principais objetivos das politicas de saude publica no Brasil e no mundo. Entretanto,
sabe-se que mais da metade das sindromes coronarianas agudas e mortes subitas
ocorrem em individuos previamente assintomaticos. Portanto, a capacidade de
identificar, dentre os individuos assintomaticos, o subgrupo que apresenta maior
risco de desenvolver eventos cardiovasculares no futuro representa uma etapa
fundamental em qualquer estratégia voltada para a diminuicdo das taxas de eventos
cardiovasculares (AZEVEDO et al., 2012).

Dentre as causas das doencas coronarianas, existe uma serie de fatores de
risco que contribuem para o seu aparecimento. De acordo com a sociedade

Brasileira de Cardiologia, os fatores de risco mais evidentes no panorama nacional
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de saude cardiovascular no Brasil sdo a obesidade, o diabetes mellitus tipo Il (DM2),
a hipertensao, as dislipidemias e o tabagismo (BORGES et al., 2012).

Os principais fatores bioldgicos de risco tradicionais da doenca cardiovascular
foram primeiramente identificados através dos achados da coorte de Framingham
(Framingham  Heart Study). Esse estudo acompanhou, inicialmente,
aproximadamente 6000 pessoas com o objetivo de identificar caracteristicas comuns
que poderiam contribuir para o desenvolvimento da doenga cardiovascular, em
individuos que ainda ndo haviam tido ocorréncias cardiacas. A partir dos dados
coletados pode-se estabelecer uma escala de risco de desenvolvimento de doenca
cardiovascular na proxima década de vida, baseada no género e na faixa etaria, nos
valores de pressao arterial sistolica, de colesterol total e colesterol HDL (lipoproteina
de baixa densidade), no diagnéstico de diabetes e no conhecimento sobre o habito
tabagista (SA, 2012).

Apesar da identificacdo dos fatores de risco ambientais associados com a
DAC, sabe-se que os fatores genéticos também desempenham um papel relevante
no desenvolvimento da doenca e suas complicacdes. De acordo com RENNER
(2012) e COMPANIONI (2011), um marcador genético para a DAC é o locus
cromossOdmico 9p21, que seria um dos mais fortemente associados com a doenca
até o presente momento. Essa regido cromossémica associada a DAC se estende
ao longo de uma regido superior a 100 kilobases (Kb), aonde os genes mais
préximos, também localizados nesta regido, sdo os CDKN2A e CDK2B, cujos
produtos sdo proteinas reguladoras do ciclo celular, além de um RNA n&o-
codificante, denominado ANRIL (MENDONCA et al., 2011).
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1.1 Tema
Investigacdo da influéncia de dois polimorfismos da regido cromossomica

9p21 no desenvolvimento da doenca arterial coronariana.

1.2 Problema

Existe relacdo entre os polimorfismos rs1333049 e rs10757274 da regido

cromossOmica 9p21 e o desenvolvimento da DAC na amostra estudada?

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral:

O objetivo deste estudo € investigar o papel de dois polimorfismos da regiao
cromossOmica 9p21 (rs10757274 e rs1333049) com DAC em uma amostra de

pacientes submetidos ao exame de cateterismo cardiaco.

1.3.2 Objetivos especificos:

1. Estabelecer a prevaléncia de casos de DAC na populacdo atendida no Servico de
Hemodindmica do Hospital Bruno Born de Lajeado, RS.

2. Determinar o perfil clinico e laboratorial dos pacientes participantes da pesquisa.

3. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs1333049 e

rs10757274 da regidao cromossOmica 9p21.

4. Verificar se existe associacdo entre os polimorfismos rs1333049 e rs10757274 e o
desenvolvimento de DAC.

5. Avaliar se existe influéncia dos polimorfismos rs1333049 e rs10757274 nos niveis

de colesterol, triglicerideos, glicose e pressao arterial destes pacientes.



17

1.4 Justificativa

A diminuicdo da morbidade e mortalidade relacionadas a DAC tem sido um
dos principais objetivos das politicas de saude publica no Brasil e no mundo.
Entretanto, sabe-se que mais da metade das sindromes coronarianas agudas e
mortes  subitas ocorrem em individuos  previamente  assintomaticos
(AZEVEDO et al., 2012).

E consenso na literatura que a incidéncia da doenca cardiovascular no Brasil
tem crescido exponencialmente, este fato nos leva a buscar cada vez mais
respostas acerca do funcionamento e principalmente da influéncia da genética sobre
as doencas cardiovasculares, visto que, fatores de risco ambientais sdo mais visiveis

e de mais facil controle.

Embora muitos estudos tenham estabelecido associa¢fes significativas entre
a presenca de determinados polimorfismos genéticos e o desenvolvimento da DAC,
a maioria dessas associacdes nao sao definidas.

7

Nesse sentido € importante que estes resultados sejam produzidos em
populacdes diferentes, a fim de verificar o real impacto destes polimorfismos no
desenvolvimento da doenca. Além disso, é importante estabelecer e confirmar as

associacfes propostas até entao.

Espera-se ser possivel que futuramente possa se utilizar as variantes
genéticas como ferramentas aliadas ao diagnéstico, tratamento e prevencao das
doencas cardiovasculares, revertendo estas ferramentas em beneficio para as

populacoes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doenca arterial coronariana

A DAC caracteriza-se por depositos de placas de gordura na parede das
artérias coronarias, formando os chamados ateromas que, ao se desenvolverem,
obstruem o fluxo sanguineo. Esse processo gradual de formacdo de placas de
ateroma é conhecido como aterosclerose, atingindo ndo sé as artérias coronarias,
mas também outras artérias do organismo (ROBBINS; CORTAN, 2010).

Figura 1 — Processo patolégico da aterosclerose.

Fonte: Adaptado de SCHOENHAGEN; TUZCO, (2008).

Na figura 1 é possivel visualizar uma imagem feita por imagem em 3D do
processo patoldgico da aterosclerose, a aorta toracica ascendente e descendente, 0
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arco adrtico com seus ramos e as artérias coronarias. (SCHOENHAGEN;TUZCO,
2008).

Com o crescimento progressivo dos ateromas, estes podem levar a um
prejuizo do fluxo de sangue até o miocardio, processo chamado de isquemia
miocardica crbnica. O sofrimento do musculo cardiaco devido ao processo de
aterosclerose € conhecido como cardiopatia isquémica, a qual pode levar com o
tempo a uma dilatacdo e enfraquecimento do coracdo. Outra complicagéo grave da
aterosclerose é a ruptura da placa de ateroma, liberando fragmentos que caem na
corrente sanguinea, podendo levar a formacdo de coagulos sanguineos sobre sua
superficie (trombose), obstruindo a luz da artéria de forma abrupta e intensa. Nesta
situacdo, ocorre um prejuizo significativo do fluxo de sangue, podendo levar a um
quadro de angina do peito instavel ou IAM, sendo ambos potencialmente fatais
(ROBBINS; CORTAN, 2010).

Do ponto de vista fisiopatologico, a aterosclerose € uma doenca inflamatéria
cronica de origem multifatorial, que ocorre em resposta a agressao endotelial,
acometendo principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre.
A formacéo da placa aterosclerotica inicia-se com a agress@o ao endotélio vascular
devida a diversos fatores de risco, como a elevacao de lipoproteinas aterogénicas,
lipoproteina de baixa densidade (LDL) colesterol, lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), hipertensdo
arterial ou tabagismo. Como consequéncia, a disfuncdo endotelial aumenta a
permeabilidade da camada intima as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a
retencdo das mesmas no espaco subendotelial. O depdésito de lipoproteinas na
parede arterial, processo-chave no inicio da aterogénese, ocorre de maneira

proporcional & concentracao dessas lipoproteinas no plasma (DAVIES, 2000).

Aléem do aumento da permeabilidade as lipoproteinas, outra manifestacao da
disfuncdo endotelial é o surgimento de moléculas de adesdo leucocitaria na
superficie endotelial, processo estimulado pela presenga de LDL. As moléculas de
adesdo sdo responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfocitos para a parede
arterial. Induzidos por proteinas quimiotaticas, 0s monaocitos migram para 0 espago
subendotelial, onde se diferenciam em macréfagos que por sua vez, captam as LDL

oxidadas. Os macroéfagos repletos de lipideos sdo chamados células espumosas e
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sdo o principal componente das estrias gordurosas, lesdes macroscopicas iniciais da
aterosclerose (DAVIES, 2000; PESARO et al., 2004).

A placa aterosclerotica plenamente desenvolvida é constituida por elementos
celulares, componentes da matriz extracelular e nucleo lipidico. Estes elementos
formam na placa aterosclerética, o nucleo lipidico, rico em colesterol e a capa
fibrosa, rica em colageno. De acordo com a distribuicdo desses elementos, pode-se
classificar as placas aterosclerdticas em dois tipos principais: estaveis ou instaveis
(Sociedade Brasileira de cardiologia, 2007).

As placas estaveis caracterizam-se por predominio de colageno, organizado
em capa fibrosa espessa, escassas células inflamatérias e nucleo lipidico de
propor¢cdes menores. As instaveis apresentam atividade inflamatéria intensa,
especialmente nas suas bordas laterais, com grande atividade proteolitica, nucleo
lipidico proeminente e capa fibrética ténue. A ruptura desta capa expde material
lipidico altamente trombogénico, levando a formacdo de um trombo sobrejacente.
Este processo, também conhecido por aterotrombose, € um dos principais
determinantes das manifestacdes clinicas da aterosclerose (Sociedade Brasileira de
cardiologia, 2009).

2.2 Etiologia

A doenca cardiovascular € uma doenga multifatorial, envolvendo fatores
genéticos e ambientais, bem como a interacédo entre eles. A historia familiar, idade,
género, diabetes, tabagismo, hipertensdo, dislipidemia e obesidade tém sido
considerados marcadores tradicionais da doenca. O risco de desenvolver DAC
aumenta com a idade e é, geralmente, maior em homens, embora o risco de
mulheres aumente apds a menopausa, 0 que € devido ao efeito antioxidante protetor
do horménio estrogénio nas mulheres. Ha uma influéncia de fatores ambientais,
como tabagismo, alimentagéo, sedentarismo, consumo de alcool e poluicédo, sendo o
consumo de tabaco o principal fator de risco, entre os fatores ambientais
(PRANAVCHAND; REDDY, 2013).

A historia familiar, principalmente nos eventos agudos de DAC, como IAM e

angina, tem sido reconhecida como um fator importante, muitas vezes de
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suscetibilidade, no desenvolvimento e também no desfecho de casos de DAC
(ROSAMOND et al., 2008).

Caracteristicas sOcio demograficas, assim como renda familiar e nivel de
escolaridade, também tém sido relacionados ao desenvolvimento de doenca
cardiovascular. E conhecido que os fatores de risco tendem a ocorrer com maior
frequéncia e maior nimero em populagdes com menor poder econdémico e cultural
(POLANCZYK, 2005).

Também € consenso na literatura que as doencas cardiovasculares possuem
componentes genéticos consideraveis, como evidenciado pelos estudos em familias
e com gémeos. A herdabilidade estimada da DAC varia entre 40 e 60% (SAYOLS-
BAIXERAS et al., 2014). Portanto, assim como observado em outras patologias
complexas, a DAC resulta de efeitos acumulativos de um grande nimero de genes,
0S quais interagem de forma complexa entre si e com diversos fatores ambientais
(MARIAN; BELMONT, 2011).

Estudos de avaliacao de fatores de risco também apontaram marcadores nao
tradicionais, como o0s niveis elevados de homocisteina, fibrinogénio, proteina C-
reativa e baixos niveis de colesterol HDL, insuficiéncia em coenzima Q10 (CoQ10),
oxido nitrico e vitaminas, como D, K. Os componentes genéticos de alguns desses
marcadores ja foram estimados, sendo que as medidas de herdabilidade variam
entre 20 e 90%, dependendo do marcador: LDL e VLDL (40-60%), HDL (45-75%),
triglicerideos (40-80%), IMC (indice de massa corporal) (25-60%), pressao arterial
(50-70%), niveis de lipoproteina A (90%), niveis de homocisteina (Hcy) (45%),
diabetes mellitus tipo 1l (40-80%), fibrinogénio (20-50%) e proteina C-reativa (PCR)
(40%) (PRANAVCHAND; REDDY, 2013).

2.3 Fatores Genéticos

Segundo SWERDLOW e colaboradores (2012), ao considerar a base
genética da doenca coronariana, € necessario estabelecer uma distincao entre suas
causas mais raras, causas monogénicas, e mais comuns, ou seja, poligénicas, nas
quais estdo envolvidos varios fatores, entre eles, genéticos, comportamentais e

ambientais. Embora a investigagdo sobre doencas coronarianas foi por décadas
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tratada apenas como doenga monogénica, sabe-se que a maioria dos casos de DAC
sdo de etiologia complexa. Um exemplo de doenga monogénica que predispbe a
DAC precoce € a hipercolestoremia familiar (FH), causada por uma mutacdo no
gene que codifica o receptor de LDL, a qual se caracteriza por concentracdes

elevadas de LDL no sangue.

Os primeiros estudos com genes candidatos partiram do principio de que
polimorfismos nos genes de relevancia biologica para as doencas eram a primeira
hipétese a priori, gerada a partir do conhecimento da patologia, aonde eram
analisadas as relacBes entre as variantes genéticas e os fendtipos encontrados.
(SAYOLS-BAIXERAS et al., 2014). ]

Estima-se que mais de 400 genes possam estar envolvidos na regulacao de
processos cardiovasculares, tais como a funcdo endotelial, a coagulagdo, a
inflamacdo, o metabolismo dos aminoacidos e dos lipideos, sendo os genes do
metabolismo das lipoproteinas os quais estdo mais fortemente relacionados com a

doenca arterial coronaria (SA, 2012).

Polimorfismos genéticos localizados nos genes envolvidos com o
metabolismo dos lipideos tém sido associados com o desenvolvimento da DAC.
Dentre estes genes estdo os genes da ABC-Al (complexo "ATP Binding Cassete"
Al) o qual facilita a retirada do colesterol da célula pelo HDL, o gene LCAT (lecitina-
colesterol-acetiltransferase) o qual codifica uma enzima que esterifica o colesterol
livre, o gene da APOAS (apoliproteina A5) que desempenha um papel importante na
regulacdo dos niveis de triglicerideos no plasma, o gene CETP (proteina de
transferéncia do éster de colesterol), o qual transfere ésteres de colesterol entre as
lipoproteinas, o gene LIPA (lipase A, acido lisossomal, éster de colesterol) que
catalisa a hidrolise de ésteres de colesterol e triglicerideos, entre outros genes todos
com funcgbes regulatorias importantes na regulagdo das lipoproteinas (MARIAN,
2012).

Os estudos de associagédo se tornaram ferramentas eficazes para a selecao
de polimorfismos e de marcadores genéticos e, vém cada vez apresentando
propor¢cdes maiores, eles conseguem avaliar a associacdo entre as variantes
geneéticas, e a auséncia ou presenca de uma patologia ou fenotipo especifico.

Atualmente estes estudos identificaram cerca de 40 locais diferentes no genoma que
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conseguem explicam cerca de 6% da herdabilidade para DAC, dentre eles estdo os
genes principalmente envolvidos no metabolismo dos lipideos, como por exemplo,
0s genes APOA5, ABC-Al, CETP, LIPA e LCAT. (SAYOLS-BAIXERAS et al.,
2014).

Os estudos como a abordagem denominada Genome-wide association study
(GWAS), ou estudos de varredura genbmica, onde sdo analisados milhares de
variantes ao longo do genoma, a procura de genes importantes para doencas
multifatoriais, identificaram uma forte associacdo de DAC a regido cromossoémica
9p21, sendo esta regido a primeira variavel de risco descoberta por GWAS, também
foi verificada por numerosos estudos de replicacdo como sendo o primeiro lugar
comum para DAC e Infarto do Miocardio (IM), tendo os polimorfismos rs1333049
aonde ocorre a troca de base G>C e rs10757274 A>G estes, fortemente associados
a doenca (SCHEFFOLD et al., 2011).

2.3.1 Regido cromossdmica 9p21

Estudos genéticos tém apontado um haplétipo de risco para doencas
cardiovasculares na regido cromossodmica 9p21, que se localiza préxima ao conjunto
de genes CDKN2A e CDKN2B e o gene methylthioadenosina fosforilase (MTAP)
(PASMANT et al., 2007). Estudos de expresséo génica na regiao 9p21 mostram que
0s genes CDKN2A e CDKN2B, codificadores das proteinas pl5 e pl6, que sdo
qguinases ciclina dependentes, sdo expressos no tecido aterosclerético (SCOTT et
al., 2007; STACEY et al., 2009).

O gene MTAP codifica uma enzima a fosforilase metiltioadenosina que
contribui para o metabolismo das poliaminas, estas moléculas expressas em Varios
tecidos, inclusive no tecido do sistema cardiovascular, sendo também importantes
na proliferacdo de células musculares lisas, as quais influenciam o processo
aterogénico. Além disso, a supressdo e a inativagdo de MTAP também foram

associadas a diversos tipos de cancer (HOLDT et al., 2011).

A regido 9p21 é sobreposta, quase completamente, por um gene longo
“antisense” e nao codificante, denominado ANRIL, também denominado (CDKN2B —
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AS) e localizado no locus INK4, entre o aglomerado de genes CDKN2A/B. Este tem
sido associado com a doenca cardiovascular, e, mais recentemente com Varios tipos
de cancer, diabetes, glaucoma, endometriose, entre outras patologias relacionadas
com a proliferacéo celular e a senescéncia. Algumas das variantes de splicing deste
RNA foram relatadas por ser tecido-especifico, o que sugere a sua importancia
fisiologica e a complexidade de sua funcéo reguladora (CONGRAINS et al., 2013).

O RNA ANRIL é formado por 20 éxons, 0S quais geram VArios transcritos,
dentre eles um longo DQ485353, e dois curtos DQ485454, e EU741058. O estudo
realizado por Jarinova e colaboradores (2009) demonstrou que a expressao de
variantes curtas do RNA ANRIL foi aumentada em 2,2 vezes, enquanto que a
expressao de variantes longas deste RNA foi reduzida em 1,2 vezes nos individuos
saudaveis homozigotos para o alelo de risco C do polimorfismo 1333049. A hipotese
dos autores € que, esta e outras variantes alélicas na regido 9p21, possam mediar o
aumento da predisposicdo a DAC, as quais irdo alterar os niveis de expressao de
trancritos curtos e longos de ANRIL, que por sua vez podem afetar as vias de
proliferacéo celular. Os niveis de expresséo das variantes curtas e longas do RNA
ANRIL foram correlacionados positivamente com a do CDKN2B, pois se acredita
que os alelos de risco dos polimorfismos localizados na regido 9p21 contém
potenciadores funcionais, os quais podem promover a expressao de ANRIL, que por

sua vez estédo associados a alteracdes na expressao dos CDKN2A/B.

O papel de ANRIL na modulacdo dos genes CDKN2A/B estd diretamente
envolvido na aterosclerose, os resultados sugeriram que este RNA ANRIL
desempenha um papel na remodelacédo da matriz de resposta inflamatoria, podendo
com isto, ter um impacto no risco de doenca cardiovascular (CONGRAINS et al.,
2012a). Congrais e colaboradores (2012b) também sugerem que Vvarios
polimorfismos associados as doencas cardiovasculares localizadas na regiao
cromossOmica 9p21, podem afetar a expressédo de ANRIL, conforme é demonstrado

na Figura 2.
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Figura 2 — Regido cromossémica 9p21, RNA ANRIL e os genes CDKN2A/B
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Fonte: Adaptado de CROSSMAN et al. (2010)

Pesquisadores produziram ratos mutantes desprovidos de uma regido de
70Kb no cromossomo 4, a qual corresponde a regido cromossdmica 9p21 em
humanos. Cerca de metade dos ratos desenvolveram tumores e apresentaram um
aumento duas vezes na proliferacdo in vitro de células de musculo liso da aorta.
Com isso, acredita-se que delecdes na regido 9p21 estdo associadas com alguns
tumores e que este processo acelera o desenvolvimento de ateroma em individuos
suscetiveis, 0 que pode ocorrer devido a acumulacdo de trombo e formacdo de
placas ambas causadas pela proliferacdo celular excessiva (CROSSMAN, 2010;

VISEL, 2010).

Em um estudo caso-controle, realizado em uma populacdo Portuguesa com
1406 individuos, sendo 723 doentes coronarios e 683 controles, investigou-se o
polimorfismo rs1333049, localizado na regido cromossémica 9p21, constituia um

fator de risco independente para DAC. Os resultados evidenciaram uma associacéo
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significativa entre a presenca do alelo C, tanto em homozigose como em
heterozigose, e o de risco para a DAC (MENDONCA et al., 2011).

De acordo com KUMAR e colaboradores (2011) a regido cromossomica 9p21
também se mostrou significativamente associada com doencas cardiovasculares em
um estudo realizado com uma populacdo do Norte da india, a qual é responsavel por
maior incidéncia de DAC no mundo. Foram genotipados seis polimorfismos da
regido (rs10116277, rs10757274, rs1333040, rs2383206, rs2383207 e rs1994016),
em 754 individuos, sendo 311 pacientes com DAC, confirmados por angiografia, e
443 controles. Os resultados indicaram que trés desses polimorfismos (rs10116277,

rs1333040 e rs2383206) foram significativamente associados com a DAC.

ABDULAH e colaboradores (2008) também realizaram em seu estudo a
avaliacdo de quatro variantes da regido cromossOmica 9p21 (rs10757274,
rs2383206, rs2383207 e rs10757278), e demonstraram associagao significativa
entre estes polimorfismos e o desenvolvimento precoce de DAC e infarto do

miocardio, em uma populagcéo caucasiana nos Estados Unidos.

Também foi demonstrado recentemente, em um estudo de coorte, com dados
utilizados da Heinz Nixdorf Lembre Study composto por 4.814 participantes, que as
regibes 9p21 e 6g24 estariam fortemente associadas com calcificacdo da artéria
coronaria (CAC). Esta descoberta sugere que as duas regibes cromossdmicas
podem estar envolvidas no rendimento cardiaco, promovendo assim, o
desenvolvimento de aterosclerose (PECHLIVANIS et al., 2013).

No Brasil, o estudo MASS Il (Medical Angioplasty or Surgery Study II)
investigou a associacdo dos polimorfismos rs1333049, rs10757274, rs10757278,
rs2383206, da regido cromossomica 9p2l1, com eventos cardiovasculares.
Participaram 611 pacientes com doencga coronariana grave. Dentre os achados, 0
estudo verificou que a variacdo genética na regido cromossémica 9p21 pode
interferir no sistema cardiovascular em diferentes ocasides. Foram observadas
diferencas significativas nas frequéncias genotipicas entre pacientes com doenca
estabelecida, em um ou mais vasos para 0s polimorfismos rs10757274, rs10757278
e rs1333049. Também foi observada uma associacdo entre o rs2383206 e maior
incidéncia de mortalidade total e morte por causas cardiacas em pacientes com DAC
(PEREIRA et al., 2012).
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No Quadro 1 podemos verificar alguns estudos realizados em diferentes
populacdes envolvendo os polimorfismos do nosso estudo, rs1333049 e
rs10757274, e os achados das associacbes encontradas com as doencas

cardiovasculares.



Quadro 1 — Estudos de associacao entre as variaveis rs1333049 e rs10757274 da regido cromossdmica 9p21 em diferentes

populacdes
Artigo: Tamanho | Etnia Fendtipo Variante Principais achados Referéncias
amostral (pais) Avaliado genética
Gene dosage of | 1.714 Canada Houve uma forte associagao entre o alelo C | Dandora et al. (2010)
the common pacientes 950 pacientes rs1333049 e 0s pacientes com doenca de inicio
variant 9p21 com inicio precoce, com trés vasos acometidos. Nao
predicts severity precoce de DAC foi observada associagéo entre 9p21le
of coronary e 764 pacientes Infarto do Miocérdio nesta populagao.
artery disease. com inicio tardio
de DAC.
Forearm 97 Europa | Fluxo sanguineo | rs1333049 Observou-se resisténcia vasodilatadora em | Aschauer et al. (2010)
vasodilator homens do antebraco portadores do genétipo CC, fornecendo
reactivity in com reatividade assim evidéncia funcional, estando a
homozygous de acetilcolina variante C associada com um aumento do
carriers of the (ACh) e trinitrato risco cardiovascular.
9p21.3 de glicerol
rs1333049 G>C (GTN) em
polymorphism. portadores do
gendtipo CC
comparados

com individuos
de gendtipo GG
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Polymorphisms | 359 China Pacientes com rs10757277 Os polimorfismos em 9p21 foram Zeng et al. (2013)
on chromosome | pacientes Sindrome rs10757278 associados com SCA na populacéo

9p21 confer a com Coronariana rs10757279 Chinesa. O gendtipo GG do rs10757278 foi

risk for acute suscetibi Aguda (SCA) rs1333049 ainda associado a resultados adversos

coronary lidade a rs1333047 cardiacos apos ACS.

syndrome in a IM e 398 rs10811656

Chinese Han controles

population.

Higher 611 Brasil Comparou-se rs10757274 Observou-se diferencas significativas nas Pereira et al.
incidence of pacientes pacientes com rs2383206 frequéncias genotipicas entre pacientes (2012)
death in multi- inscritos DAC com rs10757278 com mais vasos acometidos para o

vessel coronary | no MASSII pacientes com rs1333049 rs10757274, rs10757278 e rs1333049. O

artery disease fungéo rs2383206 foi significativamente associado

patients ventricular com risco de maior mortalidade.

associated with preservada

polymorphisms
in chromosome
9p21
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Six sequence 976 Alema- | Pacientes do rs1333049 O estudo confirmou uma forte associacao Scheffold et al. (2011)
variants on pacientes | nha sexo masculino, | rs1333040 da regido 9p21 com IM, particularmente em

chromosome todos rs10757274 pacientes com historia familiar positiva,

9p21.3 are sintomaticos a rs2383206 assim, enfatizando a relevancia patogénica

associated with Infarto Agudo do | rs10757278 desse loci como fator de risco

a positive family Miocarido ou rs2383207 cardiovascular.

history of Sindrome

myocardial Coronariana

infarction: a Aguda

multicenter

registry

Associacao 723 Portu-- | Pacientes com rs1333049 60% dos doentes coronarios e Mendonca et al.
independente pacientes | gual DAC e 53% dos controles apresentaram o alelo C. | (2011)

da variante com DAC pacientes 35,7% dos doentes e 29,3% dos controles

rs1333049, no e 683 controles tinham o genétipo CC. O heterozigoto CG

locus 9p21, com | controles relacionado a nao atingiu significancia estatistica. Houve

a doenca variante de risco significancia entre o alelo C e o risco para

corondria numa do rs1333049 DAC na populagéo portuguesa.

populacao

portuguesa
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Association
between four
SNPs on
chromosome
9p21

and myocardial
infarction is
replicated in an
Italian
population

416
pacientes
comiMe
308
controles

Italia

Pacientes com
IM

rs10757274

rs2383206
rs2383207
rs10757278

Um haplétipo de risco (GGGG, P =0,028) e
um haplétipo de protecédo (AAAA, P =
0,047) foram identificados. A analise
demonstrou que os SNPs conferiram
susceptibilidade a IM (P = 0,0007-0,013).
Quando a coorte foi dividida em um grupo
de pacientes com IM com uma histéria
familiar e um grupo sem, a associacao foi
significativa apenas no grupo com a histéria
familiar. Estes resultados indicam que 9p21
confere risco para o desenvolvimento de
Infarto do Miocérdio.

Shen et al. (2008)
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 Amostra

A amostra do estudo foi composta pelos pacientes atendidos no Servico de
Hemodinamica do Hospital Bruno Born de Lajeado (HBB), RS. Os critérios de
inclusdo nesse estudo sdo: a) brasileiros euro-derivados; b) maiores de 18 anos; c)
submetidos ao exame de cateterismo cardiaco d) que assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Posteriormente, esses individuos foram
classificados com base na presenca (caso) ou auséncia (controle) de estreitamento
(estenose) no lumen do vaso das artérias coronarias, avaliadas por um médico
cardiologista, de acordo com os laudos obtidos no exame de cateterismo. Dentre os
critérios de exclusdo estdo os individuos que ndo aceitaram participar do projeto, 0s
gue estavam inconscientes ou nao tiveram discernimento do que estava sendo

proposto na pesquisa.

3.2 Coleta de dados

Apdbs o consentimento na participacdo no estudo foram coletadas informagdes
de todos os individuos incluidos no estudo, casos e controles. Essas informacdes
foram coletadas através de um questionario semi-estruturado (ANEXO A), que inclui
dados demograficos, historia médica, historico de doenca cardiovascular na familia,
uso de medicacbes, consumo de alcool e tabaco e pratica de atividades fisica.
Também foi aferida a pressao arterial destes pacientes no bloco cirirgico por um
técnico de enfermagem habilitado, antes do preparatorio para a realizagdo do

cateterismo. Durante a realizacdo do exame de cateterismo também foram coletadas
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amostras de sangue periférico para posterior extracdo de DNA e andlises

bioguimicas.

3.3 Analises laboratoriais

Os niveis séricos de colesterol total, colesterol HDL e LDL, triglicerideos e
glicose das amostras foram determinados usando kits comerciais da marca
BioClin®. As dosagens foram realizadas na automacédo de bioquimica BS-120 da
Mindray®, do Laboratodrio de Andlises Clinicas do Centro Universitario UNIVATES. A
fracdo do colesterol — LDL foi calculado através da férmula de Friedewald: (LDL-C =
CT - HDL-C - TG/5) (SPOSITO et al., 2007).

A extracdo de DNA foi realizada através de uma adaptacdo do método de
Lahiri e Nurnberger (1991), aonde foi utilizada a técnica de precipitacdo de proteinas
pelo método salting-out. Os polimorfismos rs1333049 e rs10757274 foram
genotipados através do sistema de discriminacdo alélica tagman® (Applied
Biosystems, StepOne Real Time PCR System). Essas analises foram realizadas no

Laborat6rio de Biologia Molecular do Centro Universitario UNIVATES.

3.4 Andlises estatisticas

A comparacgdo das variaveis entre casos e controles foi realizada através do
Teste t para amostras independentes ou através do teste do qui-quadrado. As
frequéncias alélicas foram estimadas por contagem direta e o Equilibrio de Hardy-
Weinberg calculado com base nessas frequéncias pelo teste do qui-quadrado. As
frequéncias alélicas e genotipicas entre casos e controles foram comparadas pelo
teste do qui-quadrado. Os efeitos dos polimorfismos nas variaveis clinicas dos
pacientes foram avaliados através de modelos lineares gerais univariados. Foi

utilizado o programa estatistico SPSS 20.0 para realizar as analises.
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3.5 Consideracgdes éticas

Este projeto foi submetido & analise do Comité de Etica em Pesquisa da
Univates (COEP/UNIVATES), anexo B, para assegurar que o0s procedimentos
propostos obedecem ao exigido pela resolucdo 466/12 do Ministério da Saude, que
regula a pesquisa envolvendo seres humanos, e todas as outras regulamentacdes
da area. O sigilo a identidade dos sujeitos sera garantido através da utilizagdo de
codigos, bem como foram tomadas todas as precauc¢fes para evitar ou minimizar

possiveis desconfortos que a participacdo na pesquisa possa ocasionar.

As amostras de soro excedentes foram mantidas congeladas sob a
responsabilidade da coordenadora do projeto de pesquisa, pelo periodo de 5 anos,

guando serao descartadas seguindo as normas de biosseguranca da Univates.

Os materiais obtidos durante o estudo, como ficha de coleta de dados e
termos de consentimento também foram guardados pela coordenadora e serdo
incinerados ap6s um periodo de 5 anos. Todos os individuos incluidos no estudo
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C). O presente
estudo foi aprovado pelo COEP/UNIVATES e pela Comissédo Cientifica do Hospital
Bruno Born (HBB).
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A amostra do estudo foi constituida por 689 participantes, desses 398 (57,8%)

sdo do género masculino e 291 (42,2%) sdo do género feminino. A idade média dos

participantes € de 62,9 anos de idade. As caracteristicas clinicas e laboratoriais e as

comparacdes entre casos e controles estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas clinicas e laboratoriais

Todos (n=689) Casos (n=386) Controles (n=303) Valor p
Idade (anos) 62,89(11,1) 64,68(10,64) 60,61 (11,15) <0,001
Tabagismo (sim) 94,0 (13,7) 57,0 (14,8) 37,0 (12,2) 0,32
Uso de alcool (sim) 212,0(30,8) 120,0(31,1) 92,0(30,4) 0,66
IMC (Kg/m?) 27,49(4,7) 27,00 (4,67) 28,11 (4,75) 0,02
Anos de estudo 5,93(3,7) 5,86 (3,71) 6,02 (3,49) 0,57
Género (masculino) 398 (57,8) 253 (65,5) 145 (47,9) <0,001
Variaveis Bioquimicas
Glicemia (mg/dl) 107,7 (36,6) 108,84 (37,42) 106,16 (35,61) 0,34
Colesterol total (mg/dl) 163,7 (49,1) 161,86 (47,01) 166,00 (51,44) 0,27
Colesterol HDL (mg/dl) 42,2 (13,1) 40,52 (12,10) 44,43 (14,05) <0,001
Colesterol LDL (mg/dl) 98,4 (41,1) 97,61 (39,53) 99,50 (43,15) 0,55
Triglicerideos (mg/dl) 114,9 (61,1) 118,63 (62,61) 110,30 (58,77) 0,08
Uso de medicamentos
Diabetes (sim) 97 (14,2) 62 (16,2) 35(11,6) 0,11
Dislipidemias (sim) 299 (43,6) 184 (48,0) 115 (38,1) 0,01
Doengas cardiovasculares (sim) 85 (12,4) 53(13,8) 32 (10,6) 0,25
Hipertensdo (sim) 500 (73,0) 282 (73,6) 218 (72,2) 0,74
Pressao Arterial
Sistolica (mmHg) 142,1 (24,1) 143,31 (23,88) 140,65 (24,40) 0,15
Diastélica (mmHg) 77,3 (10,2) 77,53 (10,04) 77,02 (10,40) 0,52

Fonte: da autora (2014)

Os dados estdo expressos como média e (desvio padrdo) ou n e (%);
Abreviac¢oes: IMC, indice de massa corporal;

O valor de p refere-se a comparacgdo entre casos e controles;
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Referente aos parametros clinicos observou-se que houve diferenca
significativa entre casos e controles em relagdo a idade, sendo que os pacientes
classificados como casos possuem idade média de 64,7 anos enguanto que 0S

classificados como controles apresentaram idade média de 60,6 (p<0,001).

Houve uma proporcdo significativamente maior de homens em pacientes
classificados como casos 65,5% se comparado com pacientes classificados como
controles 47,9% (p<0,001). Casos e controles também diferiram no IMC médio
aonde o IMC foi de 27,00 Kg/m? (+/-4,67) nos pacientes classificados como casos e
de 28,11 Kg/mz (+/-4,75) nos classificados como controles (p=0,02).

Referente aos parametros bioquimicos houve diferenca significativa na
comparacdo dos pacientes casos e controles nos niveis de colesterol HDL
(p<0,001), aonde o HDL encontra-se significativamente menor em pacientes casos
40,52 mg/dl (+/-12,10) quando comparados com os pacientes controles 44,43 mg/dl
(+/-14,05).

Foi observado um alto percentual de pacientes que utilizam medicamentos
para hipertensao, sendo 73,6% em casos e 72,2% em pacientes controles. Também
foi detectada uma diferenca significativa em relagdo ao uso de medicamentos para
dislipidemias, sendo maior o uso em pacientes casos (p=0,01).

Dados genéticos estao disponiveis para 630 pacientes. Casos e controles nao
apresentaram diferencas significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas dos

polimorfismos investigados, conforme é demonstrado na Tabela 2.



Tabela 2 - Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos em

casos e controles

Casos Controles p

rs1333049 n=351 n=279
Genotipos GG  78(22,2%) 66 (23,7%)

GC 171 (48,7%) 141 (50,5%)

cc 102 (29,1%) 72 (25,8%) 0,66
Alelos G 0,47 0,49 0,54

C 0,53 0,51
rs10757274 n=325 n=262
Gendtipos AA 74 (22,8%) 66 (25,2%)

AG 151 (46,5%) 118 (45,0%)

GG 100 (30,8%) 78 (29,8%) 0,79
Alelos A 0,46 0,48 0,51

G 0,54 0,52
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Fonte: da autora (2014)

Para a avaliacdo dos efeitos dos polimorfismos nas variaveis clinicas, em
casos e controles, os individuos foram agrupados em portadores e ndo portadores
dos alelos de risco, para cada polimorfismo. Os resultados estdo descritos nas
tabelas 3 (rs1333049) e 4 (rs10757274). Foram detectadas interacdes significativas
entre ambos os polimorfismos e a classificacdo em casos e controles nos niveis de

colesterol total e o LDL-colesterol.

Os resultados das interac6es demonstram que, em individuos classificados
como casos, 0 gendtipo GG do rs1333049 esta associado com niveis mais elevados
de colesterol total e LDL-colesterol, enquanto que, nos individuos controles, esse
gendtipo apresenta efeito contrario, sendo associado com niveis mais baixos de
colesterol total e LDL-colesterol (Tabela 3, Figuras 3 e 4). Da mesma forma, para o
rs10757274, o gendtipo AA estd associado com niveis mais elevados de colesterol
total e LDL-colesterol em casos e mais baixos em controles (Tabela 4, Figuras 5 e
6).



Tabela 3 - Relagdo das caracteristicas clinicas com o alelo de risco rs13333049 caso/controle

Variaveis clinicas CC+ CG GG
Valor Valor p

Casos Controles Casos Controles p alelo Genoétipo

(n=272) (n=211) (n=76) (n=65) C* CASO/CONTROLE
Glicemia (mg/dl) 107,96 (34,46) 106,22(33,91) |108,68 (48,04) 103,75(37,81) 0,80 0,65
Colest. total (mg/dl) 160,26 (45,21) 168,51(54,85) |166,17 (48,72) 151,45(38,21) 0,23 0,01
Colest. HDL (mg/dl) 40,50 (12,16) 44,62 (14,45) 40,36 (12,26) 44,09 (13,62) 0,79 0,87
Colest. LDL (mg/dl) 95,20 (37,89)  101,68(46,10) |103,01(39,92) 86,16 (30,17) 0,32 0,003
Triglicerideos (mg/dl) 122,78 (66,80) 111,00(60,06) |113,96 (53,51) 106,00(57,30) 0,25 0,74
PS (mmHg) 143,66(24,40) 140,16(23,93) |140,7 (23,93) 140,60(24,53) 0,59 0,47
PD (mmHg) 77,41 (10,30) 76,38 (10,15) |77,24(9,76) 78,48 (11,09) 0,32 0,25
Fonte: autora (2014). PD — Pressdo Diastdlica, PS — Pressdo Sistdlica
Tabela 4 - Relagdo das caracteristicas clinicas com o alelo de risco rs10757274 caso/controle
Variaveis clinicas GG +GA AA

Valor p Valor p

Casos Controles Casos Controles alelo Genétipo

(n=250) (n=194) (n=72) (n=65) G* CASO/CONTROLE
Glicemia (mg/dl) 107,15/(32,40) 103,64(27,38) |114,62(53,80) 108,23(42,01) 0,08 0,68
Colest. total (mg/dl) 162,63 (45,91) 165,82(49,69) |166,57 (49,49) 151,74(37,90) 0,27 0,05
Colest. HDL (mg/dl) 40,88 (12,11) 43,96 (13,92) 40,61 (12,93) 44,02 (13,60) 0,93 0,89
Colest. LDL (mg/dl) 96,91 (38,79) 99,49 (42,27) 103,53 (40,27) 86,96 (29,77) 0,44 0,01
Triglicerideos (mg/dl)  124,18%(24,52) 111,81(59,94) |112,16 (54,87) 103,78(55,06) 0,09 0,74
PS (mmHg) 144,13 (24,52)  141,50(24,98) |142,36 (24,64) 141,13(24,29) 0,65 0,77
PD (mmHg) 77,93 (10,30)  76,75(10,97) |76,32(10,03) 79,01 (9,25) 0,74 0,06

Fonte: autora (2014). PD — Pressdo Diastdlica, PS — Pressdo Sistdlica
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Figura 3 — Interacdo genotipo caso/controle nos niveis de colesterol total
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Fonte: Adaptado de SPSS 20.0

Figura 4 — Interacdo gendtipo caso/controle nos niveis de colesterol -LDL
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Figura 5 — Interacdo genotipo caso/controle nos niveis de colesterol total
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Figura 6 — Interacao genotipo caso/controle nos niveis de colesterol —LDL

105,00 Grupo
—Caso
—controle
100,00+
95,004
\\\
\\\
90,00
N
85,004
T T
GG+ GA AL

alelo risco rs1075

Fonte: Adaptado de SPSS 20.0
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foram recrutados 689 pacientes do Servico de Hemodinamica
em um hospital de médio porte, no interior do RS. Esses pacientes foram
submetidos ao exame de cateterismo e foram classificados posteriormente, como
casos e controles para DAC por um médico cardiologista que definiu essa
classificacdo conforme a obstrucdo ou ndo das artérias, definidas pelo resultado
deste exame. Foram classificados 386 pacientes como caso e 303 pacientes como

controles.

Nossa amostra apresentou uma idade média de 62,9 anos. Os classificados
como casos apresentam uma idade média de 64,7 anos, enquanto que 0S
classificados como controles, a média de idade foi de 60,6 anos. A prevaléncia do
género masculino foi maior em casos, sendo 65,5% em casos comparados com
47,9% em controles. Este resultado é consenso com a literatura, visto que o risco de
vida para doencas cardiovasculares é em torno de 50% nos homens e 33% nas
mulheres, e cerca de 96% de todos o0s eventos que ocorrem apds 50 anos de idade
(SWERDLOW et al, 2013).

Houve uma diferenca significativa dos pacientes controles se comparados aos
casos no IMC, sendo o IMC médio de 27,00 Kg/m2 nos casos e de 28,11 Kg/m? nos
controles. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (1998), a classificacao
encontrada, de um modo geral para os pacientes do estudo, tanto em casos como
em controles é definida como sobrepeso, estando o IMC de ambos 0s grupos entre
25 < 29,9 kg/ m2, podendo-se assim agrupar estes pacientes nos mesmos limites de

obesidade.
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O nosso estudo também demonstrou que os niveis de colesterol HDL estdo
significativamente menores em casos, quando comparados com 0s controles.
Evidéncias sugerem que HDL- colesterol inibe a oxidacdo da lipoproteina de LDL -
colesterol e, portanto, oferece protecdo contra o risco de DAC (FERRI, 2009). O
baixo nivel de HDL - colesterol é um potente, e independente, preditor no risco de
desenvolvimento de DAC, pois com este fato ocorre a perda dos efeitos
antiaterogénicos, devido ao menor transporte reverso do colesterol, menor acao anti-
inflamatoria e perda das propriedades antitrombaoticas (FREITAS et al., 2009). Nas
demais variaveis bioquimicas ndo houve diferenca significativa entre casos e

controles.

Foi encontrada uma diferenca significativa entre casos e controles no uso de
medicamentos para dislipidemias, sendo observado um maior uso nos individuos
casos. Este resultado € esperado, pois conforme citado anteriormente, estes
individuos também apresentaram niveis de dislipidemia significativamente maiores
em relagdo ao grupo controle, o que levaria a um maior uso de medicamentos.
Também foi observado que todos os pacientes, de um modo geral, sdo
normotensos, 0 que se justifica pelo fato de 73% dos pacientes fazerem o uso de

medicamentos para hipertensao.

Nossos resultados n&o evidenciaram nenhuma associacdo entre o0s
polimorfismos rs1333049 e rs10757274 com o risco de desenvolver DAC. Alguns
autores sugerem que os alelos de risco desses polimorfismos estariam mais
fortemente associados com eventos de doenca coronariana em pessoas mais jovens
do que com a doenca cardiaca no geral (WANG et al., 2011). DANDORA e
colaboradores (2010) também verificaram uma forte associacdo entre a
porcentagem de pacientes com doenca de inicio precoce e a variante de risco C
para o polimorfismo rs1333049. Uma meta-analise realizada por Zhou e
colaboradores (2012), que inclui 7 estudos de associacao entre polimorfismos da
regido 9p21 em 7.123 pacientes com inicio precoce de DAC, detectou uma
associacgao significativa para o rs2383207 (p <0,0001), o rs2383206 (p <0,00001), o
rs10757278 (p <0,00001) e 0 rs10757274 (p = 0,02).

Nossos resultados, que indicam que os polimorfismos investigados néao

influenciam no risco de desenvolver DAC, sdo contrarios aos achados de Pereira e
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colaboradores (2012), que verificaram, em uma amostra de 611 individuos
brasileiros pertencentes ao MASS |Il, uma associagdo dos polimorfismos
rs10757274, rs2383206, rs10757278 e rs1333049 em pacientes com multiplos vasos
acometidos. Scheffold e colaboradores (2011) também confirmaram, em um estudo
com 976 alemédes, uma forte associacdo de seis polimorfismos, incluindo o
rs1333049 e o rs10757274, com IM, particularmente em pacientes com historia

familiar.

Aschauer e colaboradores (2010) também evidenciaram, em um estudo
realizado com 97 homens caucasianos, que houve resisténcia vasodilatadora em
portadores do gendtipo CC para o polimorfismo rs1333049, estando esta variante
associada com um aumento do risco cardiovascular. Em outro estudo Zeng e
colaboradores (2013) investigaram, em uma populagédo Chinesa, com 359 pacientes
com suscetibilidade a IM e 398 controles, se seis polimorfismos em 9p21 estavam
associados com Sindrome Coronariana Aguda (SCA). Eles verificaram que os
polimorfismos foram associados significativamente com a SCA. Além disso, o
gendtipo GG do rs10757278 foi associado a resultados adversos cardiacos apés a
SCA.

A regido 9p21 é considerada um marcador de risco para a DAC, confirmada
em diversos estudos e populagdes. Em nosso estudo, ndo encontramos nenhum
efeito principal das variantes investigadas no risco de desenvolver DAC ou nas
variaveis clinicas da amostra. No entanto, detectamos uma interacdo significativa
entre os alelos de risco dos polimorfismos e a classificacdo em casos e controles na
determinacao dos niveis de colesterol total e LDL-colesterol. Em casos, a presenca
dos alelos de risco parece estar associada com niveis mais baixos de colesterol,
diferente do observado para os individuos classificados como controles, que exibem
efeito oposto. Ainda ndo existem muitos estudos que evidenciam o efeito desses
gendtipos com o perfil lipidico, Ahmed e colaboradores (2013) associaram em seu
estudo individuos portadores do gendtipo CC, neste caso, homozigéticos para o
alelo de risco, do polimorfismo rs1333049, com niveis menores de LDL-colesterol e
triglicerideos, para pacientes hipercolesterolémicos em uma populacéo
paquistanesa. Este mesmo estudo também demonstrou uma forte associagdo do

polimorfismo rs1333049 com IM e de pacientes com hipercolesterolemia familiar, o
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qual, segundo os autores também pode ser usado como um marcador genético no

rastreamento de IM para a populagéo paquistanesa em geral.

Os estudos demonstraram que de um modo geral, o componente genético
das doencas cardiovasculares tem sido cada vez mais investigado, evidenciando
assim, novas associacoes entre os polimorfismos estudados da regido 9p21, nas
diferentes populagbes. Novos estudos com populagbes maiores devem ser
realizados para que estes resultados sejam confirmados.

Nossos resultados devem ser compreendidos levando em consideragéao
algumas limitacbes. O tamanho amostral mesmo ndo sendo pequeno, pode se
tornar um limitador importante, devido ao fato, que estes polimorfismos sdo comuns
na populacdo em geral. Um nimero amostral ainda maior, talvez pudesse evidenciar
uma associagao significativa entre pacientes casos e controles, e o0 risco de
desenvolver DAC. Outro aspecto € a formacdo do grupo controle, composto por
pacientes que procuram um servico de Hemodinamica, o que pode acarretar em um
aumento dos fatores de risco nesse grupo, ja que os mesmos estao com diagndstico

prévio de alguma doenca cardiovascular.
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6 CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou uma prevaléncia do género masculino e de uma
média de idade maior nos pacientes casos se comparados com 0s controles.
Também foi observado que os niveis de colesterol HDL estdo significativamente
menores em casos quando comparados com 0s controles, o que é esperado para
uma amostra de cardiopatas, visto que, estes fatores sao de risco para este grupo

de pacientes.

Houve um maior indice de IMC em pacientes controles, o que nao era
esperado, pois IMC é considerado um fator de risco para o desenvolvimento de
DAC. No entanto, casos e controles ficaram com sobrepeso, ou seja, dentro do

mesmo limite de obesidade.

De acordo com os estudos analisados pode-se observar que na maioria das
populacdes houve associacdo entre os polimorfismos estudados e o risco de
desenvolver diversas doencas cardiovasculares. Em nossa amostra nao foi
evidenciada nenhuma associacdo significativa entre os polimorfismos rs1333049 e

rs10757274 com o risco de desenvolver DAC.

Também nado detectamos nenhum efeito principal dos polimorfismos nas
variaveis clinicas da amostra. Porém, encontramos uma interacdo entre os alelos de
risco C para o0 rs1333049 e o G para rs10757274, e a classificacdo em casos e

controles nos niveis de Colesterol total e LDL-colesterol.

No entanto, mesmo néo tendo evidenciado associacdo em nosso estudo, nao

podemos excluir a importancia dos polimorfismos da regido 9p21 nos desfechos e
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no desenvolvimento das doencgas cardiovasculares. Estudos com amostras maiores
e em diferentes populagdes devem ser realizados para avaliar a relacao entre estes

polimorfismos e o risco de desenvolver DAC.
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ANEXO A - Questionario semi-estruturado aplicado aos pacientes

Centro Universitario UNIVATES

Associacao entre polimorfismos genéticos e marcadores moleculares e o desenvolvimento
de doenca coronariana e infarto do miocérdio em uma populagdo gaucha.

Nome: Cadigo:
Entrevistador: Data; / /
ETNIA:

Dados sécio-demograficos:

A. Endereco:
B. Cidade: C. Residéncia: 1.( )Rural 2. ()Urbana
D. Telefone para contato: ( ) Outro telefone: ( )

E. Estado civil: 1.() Solteiro(a) 2. ( )Casado(a)/vive com companheiro(a)

F. Sexo: 1. ()Feminino 2. ( )Masculino G. Idade:

H. Anos de estudo:

I. 1. ( )Analfabeto 2. ( )Ensino fundamental incompleto (1° grau incompleto) 3. ( )Ensino
fundamental completo (1° grau completo) 4. ( )JEnsino médio (2° grau incompleto) 5.( )Ensino
médio completo (2° grau completo) 6.( )Ensino superior incompleto (3° grau incompleto)

7. ()Ensino superior completo (3° grau completo) 8.( )Pos-graduacao
J. Profissdo/Ocupacdo: 1.( )Aposentado 2.( )Do lar 3.( )Comerciante 4. ( )Autbnomo

5.()Outro. Qual?

K. Plano de saude: 1.()SUS 2. ()Particular. Qual?

Tabagismo:
L. Fuma: 1.()Sim 2.()Néo
M. Abstinéncia ao fumo: 1.() Ndo fuma ha menos de um ano 2.() Entre um e dez anos

3.()10 a 20 anos 4.() 20 a 30 anos 5.()30 a 40 anos 6.() mais de 40 anos 7.( )Nao se
aplica
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N. Tem contato com fumantes ativos (sendo vocé fumante passivo)? 1.()Sim 2.( )N&o
O. Qual ambiente de contato com fumantes? 1.( ) domicilio 2.( )bares, ambientes de lazer

3.()ambiente laboral 4.( )locais publicos abertos e/ou fechados 5. () outro
6.()Nao se aplica

P. Se fuma, quantos cigarros por dia: 1.( )Nenhum 2.()um a 10 cigarros 3.()10 a 20 cigarros
4.()20 a 30 cigarros 5.( )30 ou mais cigarros

Alcoolismo e outras drogas:
Q. Consome bebidas alcodlicas regularmente: 1.()Sim 2.( )Nao

R. Frequéncia: 1.( )até duas vezes por sem 2.()3 a 4 vezes por semana 3. ( )5 a7 dias por
semana

S. Se ja foi alcoolista, qual é o tempo de abstinéncia ao alcool: 1.() Ndo bebe ha menos de
um ano 2.( ) entre um e dez anos 3.()10 a 20 anos 4.() 20 a 30 anos 5.()30 a 40 anos 6.()
mais de 40 anos 7.()NA

T. Utiliza alguma das seguintes drogas: 1. () maconha 2. ( )cocaina 3.( )crack
4.()outra

Historia familiar:

U. Tem historia de doenca cardiovascular na familia? 1.( )Sim 2.( )Nao

V. Qual é a doenca:

X. Qual é o parentesco? 1.()Mae 2.( )Pai 3. ( )Irméaos 4.( )Avés por parte de mae 5.( )Avoés
por parte de pai 6.()Tios 7.( )Primos

Y. Atividade fisica regular: 1.()1Xsem 2.()2Xsem 3.()3 a 4Xsem 4.( )5 a 7Xsem

INFORMAGCOES MEDICAS

AA. Diagndstico/sintomas anteriores ao cateterismo:

AB. Indicacéo do cateterismo:

AC. Resultado do cateterismo:




AD. Medicamentos utilizados:
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AE.Altura: m AF.Peso: Kg AG. IMC:

Al. Achados eletrocardiogréficos:

AH. circ. cintura:

AJ. Pressdo arterial - data da ultima verificacao: / 120
AK. Presséo sistolica: mmHg Pressao Diastdlica: mmHg
AL. Tempo de jejum: h

AM. Observagoes:

cm
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ANEXO B — Emenda Comité de Etica em Pesquisa da Univates (COEP/UNIVATES)

Plataforma Brasil - Ministério da Salde

Centro Universitario UNIVATES

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Marcadores genéticos e moleculares associados a doenca coronariana e
infarto do miocardio.

Pesquisador: Luciana Weidlich Verséo: 2

Instituicdo: Centro Universitario UNIVATES CAAE: 01464812.0.0000.5310

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

NUumero do Parecer: 20280

Data da Relatoria: 21/05/2012

Apresentacao do Projeto:

O projeto intitulado: Associacdo entre polimorfismos genéticos e marcadores
moleculares e o desenvolvimento de doenca coronariana e infarto do miocardio em
uma populacao gaucha, encontra-se bem descrito e apresenta bons antecedentes
cientificos que o justificam.

Objetivo da Pesquisa:
Os objetivos propostos sédo claros e factiveis
Objetivo Primario:

O objetivo deste estudo é verificar se existe associacdo entre dois polimorfismos
geneéticos da regido 9p21 e o desenvolvimento de doenca arterial coronariana e
ocorréncia de infarto do miocardio em uma populacéo do estado do Rio Grande do
Sul.
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Objetivo Secundario:

1. Estabelecer a prevaléncia de casos de doenca arterial coronariana (DAC) na
populacao atendida no Servigo

de Cardiologia do Hospital Bruno Born, em Lajeado.

2. Determinar o perfil clinico e laboratorial dos pacientes com DAC e dos pacientes
gue forem atendidos durante ou apos evento de IM, no Servico de Cardiologia do
Hospital Bruno Born.

3. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs1333049 da
regido cromossOmica 9p21, em pacientes com DAC e em controles

4. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs10757274 da
regido cromossémica 9p21, em pacientes com DAC e em controles

5. Verificar se existe associagéo entre o polimorfismo rs1333049 e a recorréncia
de IM.

6. Comparar a frequéncia dos polimorfismos e desfechos entre os casos citados e
controles sem DAC

7. Comparar as frequéncias dos dois polimorfismos entre casos e controles para
verificar a possibilidade de associagéo destas variantes com os desfechos
analisado.

8. Analisar a presenca de marcadores cardiacos e inflamatorios nas amostras
coletadas.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos, em virtude da pesquisa, sao inexistentes tendo em vista que a amostra de
sangue gue sera utilizada para a coleta de dados ser4 a mesma utilizada para o
procedimento médico o qual os participantes da pesquisa serdo submetidos.
Quando aos beneficios, pode-se afirmar que o atingimento dos objetivos trara
conhecimentos que associados a outros podera contribuir para futuros diagnésticos
de grupos de individuos com caracteristicas idénticas.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A metodologia a ser empregada é adequada para o atendimento dos objetivos
propostos.
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Consideracdes sobre os Termos de apresenta¢cdo obrigatoria:

O TCLe esta adequado, redigido em linguagem acessivel e contemplando a todos
0S requisitos legais.

Recomendacdes:

Sem comentarios.

Conclus@es ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Anexar documento folha de rosto com a assinatura do Patrocinador (UNIVATES, via
PROPEX) bem como a autorizacao para uso dos laboratérios pela pré-reitoria ao
invés de pela propria proponente.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Sim

Consideracdes Finais a critério do CEP:

As pendéncias existentes na primeira versdo foram atendidas. Sugiro a aprovacao.

LAJEADO, 10 de Maio de 2012.

Assinado por: Cétia Viviane Gongalves
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ANEXO C - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo: Associacédo entre polimorfismos genéticos e marcadores
moleculares e o desenvolvimento de doenga coronariana e infarto do
miocardio em uma populagcéo gaucha.

A doenca coronariana (entupimento dos vasos do coragdo) é uma das principais
causas de doencas do coracdo, tendo como consequéncia angina (dores no peito),
infarto do miocérdio (ataque cardiaco), e outras manifestacdes. Atualmente se sabe que,
além dos habitos de vida das pessoas, existe influéncia de fatores genéticos na
ocorréncia desta doenca.

Este estudo pretende avaliar algumas caracteristicas genéticas em pessoas que
tem doenca coronariana e em pessoas que ndo tem esta doenca, para saber se estas
caracteristicas realmente sdo associadas a ocorréncia destas doencas cardiacas. Para
iSso sera pesquisada uma regido do codigo genético, ou seja, com uma amostra de
sangue sera feito um exame para identificar um pequeno pedacinho da sua genética,
que pode estar relacionado a maior facilidade de desenvolver doenga coronariana.

E também serdo realizados exames basicos de laboratério, para a dosagem de
colesterol, glicose, enzimas, entre outros. Estes resultados serdo analisados pelos
pesquisadores, no Centro Universitario Univates, e podem futuramente contribuir para o
melhor diagnéstico, prevencéo e tratamento de casos de doenca coronariana.

Se vocé aceitar participar deste estudo, na hora do cateterismo, 0 médico que fara o
procedimento vai coletar uma amostra de sangue (igual a coletada para exames de
laboratorio).

Esta coleta sera feita na mesma “picada” que o médico faz para o exame, ou
seja, vocé nao sera picado mais uma vez para participar da pesquisa, hdo provocando
nenhum desconforto além do previsto pelo exame de cateterismo. Também serdo
realizadas algumas perguntas para vocé, em entrevista em local reservado, sobre
informagdes importantes para o estudo, levando em torno de 15 min.

A participagdo na pesquisa ndo envolve nenhum tipo de gasto financeiro por
parte do participante, e nem traz riscos a sua saude, visto que 0s procedimentos seréo
feitos no mesmo momento e local do exame de cateterismo. Os desconfortos previstos
seriam somente o tempo de responder as perguntas da entrevista e o0 possivel
constrangimento diante de alguma pergunta, sendo que a entrevista pode ser
interrompida e retomada mais tarde, se necessario. Ainda, o participante néo tera
nenhum beneficio financeiro por participar deste estudo. Os desconfortos relativos ao
exame de cateterismo ja foram ou serdo explicados pela equipe do hospital.

Vocé deve saber que pode solicitar esclarecimentos sobre a sua participagdo no
estudo a qualguer momento, e também de que € livre para retirar o seu consentimento,
se assim o desejar, sem nenhum impacto sobre o seu atendimento no hospital. As
informagbes obtidas neste estudo serdo analisadas pela equipe de pesquisadores,
garantindo o sigilo dos nomes e informagcdes, ou seja, 0 seu nome nunca sera
divulgado, e os seus resultados serdo analisados em conjunto com o0s de outros
participantes, ndo sendo possivel identificar nenhum participante individualmente.
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Este projeto de pesquisa foi analisado quanto ao atendimento de exigéncias
éticas pelo Comité de Etica em Pesquisa da Univates, sendo aprovado.
Aceitando participar do estudo, vocé deve assinar este termo em duas vias (ficando uma
com vocé e outra com o0s pesquisadores).
Declaracdo do participante:
Declaro que li o termo acima, e que tive todas as informa¢cfes necessarias sobre o
projeto, e assim, aceito participar, como voluntario, deste estudo.

Nome do Voluntéario Assinatura do Voluntario
Nome do pesquisador Entrevistador Assinatura do pesquisador
Entrevistador

Nome da Testemunha Assinatura da testemunha



