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RESUMO

A Doenca arterial coronariana (DAC) é uma doenca multifatorial,
representado uma das principais causas de morbidade e mortalidade global.
Na ultima década, um grande numero de trabalhos sobre a relacdo do Oxido
nitrico (ON) e DAC foram publicados. A diminuicdo do ON no endotélio pode
causar disfuncdo, acelerar a aterosclerose e a progressdo das doencas
cardiovasculares e varios estudos tém identificado polimorfismos comuns no
gene da enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), responsavel pela
biossintese de ON, os quais podem estar associados a aterosclerose e a
doenca arterial cardiaca. Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar o
papel de dois polimorfismos do gene eNOS (rs2070744 e rs1799983) na DAC.
Metodologia: A amostra foi composta de 645 pacientes, maiores de 18 anos,
submetidos ao exame de cateterismo cardiaco no Hospital Bruno Born de
Lajeado, RS. Foram coletadas amostras de sangue para analises bioquimicas
e extracdo de DNA, que foram realizadas nos Laboratério do Centro
Universitario Univates. Todos os pacientes incluidos no estudo assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido e, com base em suas
caracteristicas clinicas, foram classificados em um Escore de Risco Global
(ERG) de DAC, proposto pela Sociedade Brasileira de Cardiologia. A influéncia
dos polimorfismos em variaveis clinicas foi avaliada através de modelos
lineares univariados ou por Kruskal-Wallis. A associacao dos gendétipos com as
variaveis categoricas foi investigada pelo teste do qui-quadrado ou por
regressao logistica binaria. Resultados: De acordo com a pontuagédo no ERG,
435 pacientes (68%) foram classificados em alto risco, 166 em risco
intermediario (26%) e 39 (6%) em baixo risco para a DAC. As frequéncias
alélicas dos polimorfismos investigados no gene eNOS foram 0,69 (G) e 0,31
(T) para a variante rs1799983 e 0,59 (T) e 0,41 (C) para o rs2070744. Néao
foram detectados efeitos genéticos significativos do polimorfismo rs1799983
nas variaveis clinicas investigadas. Efeitos genéticos do rs2070744 foram
encontrados nos valores de colesterol HDL (p=0,002) e na pontuacdo do ERG
(p=0,032). Individuos homozigotos TT apresentaram valores de HDL maiores
que individuos TC e CC e menor pontuacdo no ERG do que pacientes TC. Na
andlise categorica também se detectou um aumento do risco no ERG em
individuos heterozigotos TC, quando comparados aos individuos TT (p=0,028).
Conclusao: Nossos resultados sugerem que o polimorfismo rs2070744 no
gene eNOS esta associado com o risco aumentado de DAC na nossa amostra.

Palavras chaves: Doenca arterial coronariana, associacdo genética, enzima
oxido nitrico sintase endotelial, eNOS.



ABSTRACT

Coronary artery disease (CAD) is a multifactorial disease, representing a major
cause of morbidity and overall mortality. In the last decade, a large number of
studies related to nitric oxide (ON) and CAD have been published. The
reduction of ON in the endothelium may cause dysfunction, accelerate the
progression of atherosclerosis and cardiovascular diseases and several studies
have identified common polymorphisms in the gene of the endothelial nitric
oxide synthase enzyme (eNOS), responsible for the biosynthesis of ON, which
may be associated with artery atherosclerosis and heart disease. Objective:
The objective of this study was to investigate the role of two polymorphisms in
the eNOS gene (rs2070744 and rs1799983) in CAD. Methods: The sample
consisted of 645 patients submitted to cardiac catheterism in the Hospital Bruno
Born, Lajeado, RS. Blood samples were collected for biochemical analyzes and
DNA extraction, which were conducted in the Laboratory of the University
Center Univates. All patients included in the study signed an informed consent
form and, based on their clinical characteristics, were ranked on a Score of
Global Risk (SGR) of CAD, proposed by the Brazilian Society of Cardiology.
The influence of the polymorphisms on clinical variables was evaluated by
univariate linear models or Kruskal-Wallis test. The association between the
genotypes and categorical variables was investigated by the chi-square test or
by binary logistic regression. Results: According to the score SGR, 435 patients
(68%) were classified as high risk, 166 at intermediate risk (26%) and 39 (6%)
at low risk for CAD. Allele frequencies of the investigated polymorphisms in
eNOS gene were 0.69 (G) and 0.31 (t) for the rs1799983 variant and 0.59 (T)
0.41 (C) for rs2070744. No significant genetic effects were detected for the
polymorphism rs1799983 in the clinical variables. Genetic effects of rs2070744
were found in HDL cholesterol (p = 0.002) and in the SGR score (p = 0.032).
Individuals homozygous TT had higher HDL levels than individuals TC and CC
and lowest score in the SGR than TC patients. In the categorical analysis we
also found an increased risk in the SGR for individuals heterozygous TC, when
compared to TT subjects (p = 0.028). Conclusion: Our results suggest that the
rs2070744 polymorphism in the eNOS gene is associated with increased risk of
CAD in our sample.

Key words: coronary artery disease, genetic association, endothelial nitric oxide
synthase, eNOS.
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1. INTRODUCAO

A Doenca arterial coronariana (DAC) é considerada uma das principais
causas de mortalidade e € amplamente aceita como uma doenca inflamatoria
cronica, resultado da formacdo de placas de ateroma na parede dos vasos
sanguineos. E uma doenca complexa, que atua seletivamente na rede arterial,
sendo consequéncia de uma acdo combinada de fatores de risco, tanto
genéticos quanto ambientais.

O 6xido nitrico (ON) € uma das mais versateis moléculas conhecidas,
sendo considerado um importante regulador do sistema cardiovascular e
enddcrino-metabdlico, atuando como mediador em muitas reacfes bioldgicas.
Sua formacdo se dé& sob a acdo de enzimas especificas, conhecidas como
oxido nitrico sintases, que atuam sobre o aminoacido L-arginina.

Sabe-se atualmente que o ON esta envolvido e desempenha um papel
importante na evolugdo da DAC. No entanto, existem poucos estudos que
avaliam a influéncia de polimorfismos no gene da enzima Oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS), enzima responsavel pela biossintese do ON, no
desenvolvimento da doenca. Os achados iniciais ainda sdo bastante
controversos, 0 que ressalva a importancia de um melhor entendimento do

papel desse gene na fisiopatologia da doenca.
1.1Tema

Investigacdo do papel de polimorfismos no gene eNOS em uma amostra

de pacientes submetidos ao exame de cateterismo cardiaco.
1.2 Problema

Existe influéncia dos polimorfismos rs1799983 e rs2070744 no gene

eNOS na DAC na amostra estudada?
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral:

O objetivo deste estudo € investigar o papel de dois polimorfismos no
gene eNOS (rs1799983 e rs2070744) na DAC em uma amostra de pacientes

submetidos ao exame de cateterismo cardiaco.

1.3.2 Objetivos especificos:

- Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
rs1799983 e rs2070744 no gene eNOS em uma amostra de 645 pacientes
submetidos ao exame de cateterismo cardiaco no Hospital Bruno Born de
Lajeado, RS;

- Avaliar se existe influéncia dos polimorfismos rs1799983 e rs2070744 em
variaveis clinicas dos pacientes (uso de alcool e tabaco, parametros
antropométricos, bioguimicos, pressao arterial e marcadores de funcéo, leséo e
inflamacéao);

- Verificar se existe associacao entre os polimorfismos rs1799983 e rs2070744

e o risco de DAC na amostra investigada.

1.4 Justificativa

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostraram que das 50
milhdes de mortes, das Ultimas décadas, as doencas cardiovasculares foram
responsaveis por 30% desta mortalidade. No Brasil, o crescimento da
populacdo idosa e o aumento da longevidade, associado a mudancas nos
padrdes alimentares e no estilo de vida, tem forte repercussao sobre o padréo
de morbi-mortalidade. De acordo com o Ministério da Saude, as doencas
cardiovasculares sédo responsaveis por 29,4% de todas as mortes registradas
no pais em um ano. Segundo a Sintese de Indicadores Sociais de 2013,
realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014), 4,2%

(6,1milhdes) de pessoas, de 18 anos ou mais de idade, tiveram algum
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diagnéstico médico de doenca do coracado, sendo que a regido Sul apresentou
uma estimativa maior que outras regides, apresentando 5,4% de pessoas com
doenca cardiovascular.

Diversos fatores de risco ambientais para o desenvolvimento da DAC
sao atualmente reconhecidos e combatidos, como o uso de tabaco, a presenca
de diabetes mellitus, a hipertensdo arterial, entre outros. De fato, a analise
dessas variaveis de risco € comumente utilizada na criacdo de escores de risco
de desenvolvimento da doencga, os quais ajudam a prever riscos, identificar
individuos em alto risco e desenvolver estratégias de prevencao. No entanto,
sabe-se também que a DAC é claramente uma doenga complexa,
apresentando um componente genético, evidenciado pelos estudos de
herdabilidade, bastante significativo, especialmente em casos mais precoces
da doenca. Com os avancos rapidos e crescentes das técnicas moleculares é
possivel esperar que, no futuro, marcadores genéticos de susceptibilidade
possam também ser considerados e incluidos nos escores de estimativas de
risco para o desenvolvimento da DAC. A inclusdo das variaveis genéticas de
risco podera aperfeicoar, e individualizar, a utilizacdo dos escores de risco,
levando a uma melhora na deteccéo precoce de casos e, consequentemente,
melhorando o prognéstico dos pacientes. Além disso, espera-se também que,
além da utilizacdo em estratégias preventivas, uma melhor elucidacdo dos
mecanismos moleculares envolvidos nas doencas cardiovasculares possa
contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéutico-
farmacoldgicas.

Muitos estudos moleculares tém sido realizados, muitas variaveis
genéticas de risco tém sido identificadas e muitas ainda apresentam resultados
contraditorios, como os achados para os polimorfismos no gene eNOS, foco
deste estudo. Apesar dos avancgos, no entanto, a maioria das associa¢cées néao
é definitiva e nem conclusiva, especialmente considerando os efeitos pequenos
e moderados esperados para doengas complexas. Portanto, torna-se bastante
importante que muitos estudos, em diferentes populacbes, ainda sejam
realizados, com o intuito de que se possa realizar, futuramente, analises
conjuntas, com um grande numero de dados, para confirmar e melhor

compreender o real papel dos achados iniciais.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doenga arterial coronariana

A DAC é a principal causa de morte e incapacidade em todo o mundo.
Considerada uma doenca inflamatdria crbnica complexa, é caracterizada pela
remodelacdo e estreitamento das artérias coronarias que fornecem oxigénio
para 0 coragdo. A situacdo de saude no Brasil, provocada pela transicdo
demografica e epidemioldgica, exige que o sistema de saude brasileiro
responda por uma carga de doencas e, entre elas, ha um aumento das
doencas cronicas pelo envelhecimento das pessoas e aumento dos fatores de
risco, como o tabagismo, sedentarismo, sobrepeso e a ma-alimentacdo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A DAC é clinicamente caracterizada por depésitos de placas de gordura
na parede das artérias coronarias, ocasionando assim a aterosclerose
(SWERDLOW et al, 2012), precursora de eventos cardiovasculares, que
progride de forma insidiosa, sem sintomas, atingindo grande parte da arvore
arterial, incluindo carétida e artérias coronéarias (KASLIWAL et al, 2014). Ela
pode ter varias manifestacdes clinicas, incluindo angina estavel, sindrome
coronariana aguda, e morte subita cardiaca (SAYOLS-BAIXERAS et al, 2014).
A manifestacdo patogénica da doenca aterosclerética envolve o
desenvolvimento de lesdes na camada intima da artéria afetada, com um
ndcleo lipidico conhecido como ateroma. Em nivel celular, o desenvolvimento
da aterosclerose é descrito pela resposta inflamatéria cronica a parede
endotelial, onde o dano e a progressao da lesdo ocorrem através da interacao
de lipoproteinas modificadas, macréfagos derivados de mondcitos e linfocitos T
constituintes da parede arterial (RUDOLF & LEWANDROWSKI, 2014).

O principal fator envolvido no desencadeamento da lesao arterial é
evidenciado pela presenca da lipoproteina de baixa densidade (LDL)
(STEINBERG, 1997). As LDL possuem caracteristicas aterogénicas e,
presentes em altas concentragées no plasma, penetram com maior facilidade

na parede dos vasos, aumentando a geracdo de anions superoxido pelo
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endotélio, o que promove modificagbes na estrutura da LDL, originando a
lipoproteina de baixa densidade modificada - LDLm (RAJMAN et al, 2001). A
LDLm infiltra-se na camada intima, onde pode sofrer oxidacdo causada por
enzimas presentes, originando a lipoproteina de baixa densidade oxidada
(LDLox) (GLEISSNER et al, 2007). Estas lipoproteinas depositadas nas
paredes dos vasos desencadeiam a liberacdo de mediadores inflamatérios
como citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a), quimiocinas (MCP-1 e IL-8)
(APOSTOLAKIS et al, 2009; SHIN et al, 2002), moléculas de adesao
intercelular (ICAM-1), moléculas de adesédo de células vascular (VCAM-1),
selectina de plaquetas e de células endoteliais, e migracdo e adesdo de
leucocitos (SAYOLS-BAIXERAS et al, 2014). Os leucdcitos, por sua vez,
diferenciam-se em macréfagos, que reconhecem a molécula de LDLox,
promovendo sua endocitose, formando as células espumosas, aumentando o
processo inflamatério local e, com isso, perpetuando a resposta inflamatéria e
promovendo a formacéo da placa aterosclerética (SCOTT, 2004; HANSSON et
al, 2002).

A DAC tem uma etiopatogenia complexa e origem multifatorial,
influenciada por fatores ambientais e fatores genéticos, que modulam o risco
da doenca, tanto individualmente como através da interacdo com os fatores
ambientais (SAYOLS-BAIXERAS et al, 2014). Na literatura, alguns fatores
ambientais tém sido diretamente relacionados com a progressao, evolucdo e
complicagbes da doenca arterial (Figura 1). Entre os principais, incluem-se o
tabagismo, a obesidade, a hipertenséo arterial, a dislipidemia e diabetes. Um
estudo realizado por LIMA (2012), em pacientes brasileiros submetidos a
revascularizacdo miocardica, concluiu que a hipertenséo arterial, a obesidade e
o sedentarismo foram os fatores de risco mais frequentes encontrados nestes
pacientes, sendo que a maior parte deles (79,5%) apresentou no minimo trés
fatores de risco. O excesso de gordura corporal também contribui para o risco
de desenvolver uma série de problemas de saulde, incluindo pressao alta,
diabetes mellitus e doencas cardiovasculares. De acordo com resultados do
Framingham Heart Study, o risco relativo, ajustado a idade, para doenca
cardiovascular € maior para os homens com sobrepeso e obesidade (21% e
46%, respectivamente) e mulheres (20% e 64%, respectivamente),

comparando com individuos com peso normal (WILSON, et al, 2002). Ainda,
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entre os fatores de risco, estima-se que, para cada aumento de 20 mmHg, na
pressao sistolica, e 10 mmHg, na pressao diastdlica, ha um aumento de duas
vezes no risco de morte por doenca isquémica do coracdo, sendo esta
associada a menor expectativa de vida e inicio mais precoce de doencas
cardiovasculares (LUCERO, et al, 2014). Da mesma forma, o tabagismo é
considerado um dos maiores fatores de risco para as doencas
cardiovasculares, tanto em homens como em mulheres. A nicotina, 0 monéxido
de carbono e os gases oxidantes presentes na fumaca do tabaco sdo os
principais agentes envolvidos na agressao do endotélio vascular (RODGMAN,
2009) e a doenca coronariana aumenta em raz&o direta com o aumento do
namero de cigarros fumados por dia (LUDVIG, 2005; TONSTAD et al, 2003).

Figura 1- Causas genéticas ou ambientais no desenvolvimento e progressao da

aterosclerose agem diretamente ou por meio de caracteristicas intermediarias

conhecidas
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Fonte: adaptada pelo autor com base em SAYOLS-BAIXERAS et al, 2014

7

Um evento coronariano agudo é a primeira manifestacdo da doenca
aterosclerotica e a identificacdo dos individuos assintomaticos, que estdo mais
predispostos, € importante para a prevencao efetiva, com a correta definigcdo
das metas terapéuticas (LUCERO, et al 2014). Nesse sentido, com o intuito de
estimar a gravidade da doenca cardiovascular, foram desenvolvidos escores de

risco e algoritmos, os quais identificam o risco global de desenvolvimento da
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doenca, baseados em grandes estudos populacionais que identificaram os
principais fatores de risco para a DAC (WILSON et al, 1998). A Sociedade
Brasileira de Cardiologia, através da V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e
Prevencdo da Aterosclerose, recomenda a utilizacdo de um escore de risco
global (ERG) para avaliar o risco de DAC em 10 anos (XAVIER et al, 2013). De
acordo com esse ERG, que inclui as varidveis sexo, idade, niveis de colesterol-
HDL e colesterol total, pressao arterial sistélica, tabagismo e presenca de
diabetes mellitus, os pacientes atingem uma pontuacdo que corresponde ao
risco da doenca, diferentes para mulheres e homens, sendo, entéo,
classificados em baixo risco, intermediario ou alto risco. (Tabelas 1 e 2).

Sé&o considerados de baixo risco aqueles com probabilidade menor que
5% de apresentarem o0s principais eventos cardiovasculares (DAC, acidente
vascular cerebral, doenca arterial obstrutiva periférica ou insuficiéncia
cardiaca), em 10 anos. Os pacientes classificados nesta categoria e que
apresentem histérico familiar de doenca cardiovascular prematura s&o
classificados em risco intermediario. Homens com risco calculado entre 25% e
<20%, e mulheres com risco calculado 25% e <10%, séo considerados de risco
intermediario. Em alto risco, sdo considerados o0s individuos com risco
calculado >20%, para homens, e >10%, para mulheres, no periodo de 10 anos.
Nas tabelas 1 e 2 estdo descritas as pontuacfes atribuidas aos fatores de risco
considerados para mulheres e homens, respectivamente. As tabelas 3 e 4
apresentam a conversao da pontuacdo em porcentagem de risco, em mulheres

e homens, respectivamente.
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Tabela 1: Atribuicdo de pontos de acordo com o risco cardiovascular global
para mulheres

Pontos Idade HDL-C CT PAS (néo PAS Fumo Diabetes
(anos) tratada) (tratada)
-3 <120
-2 60+
-1 50-59 <120
0 30-34 45-49 <160 120-129 Nao Nao
1 35-44 160-199 130-139
2 35-39 <35 140-149 120-139
3 200-239 130-139 Sim
4 40-44 240-279 150-159 Sim
5 45-49 280+ 160+ 140-149
6 150-159
7 50-54 160+
8 55-59
9 60-64
10 65-69
11 70-74
12 75+
pontos Total

Fonte: Xavier et al 2013. Abreviacdes: HDL: lipoproteina de alta densidade, CT: colesterol total,

PAS: presséo arterial sistémica

Tabela 2: Atribuicdo de pontos de acordo com o risco cardiovascular global
para homens

Pontos Idade HDL-C CT PAS PAS Fumo Diabetes
(anos) (ndo (tratada)
Tratada)
-2 60+ <120
-1 50-59
0 30-34 45-49 <160 120-129 <120 Nao Nao
1 35-44 160-199  130-139
2 35-39 <35 200-239  140-159  120-139
3 240-279 160+ 130-139 Sim
4 280+ 140-149 Sim
5 40-44 150-159
6 45-49 160+
7
8 50-54
9
10 55-59
11 60-64
12 65-69
13
14 70-74
15 75+
pontos Total

Fonte: Xavier et al 2013. Abreviacdes: HDL: lipoproteina de alta densidade, CT: colesterol total,

PAS: presséo arterial sistémica



Tabela 3: Risco cardiovascular global em 10 anos: mulheres

Pontos Risco (%) Pontos Risco (%)
<-2 <1 13 10,0
-1 1,0 14 11,7
0 1,2 15 13,7
1 1,5 16 15,9
2 1,7 17 18,5
3 2,0 18 21,6
4 2,4 19 24,8
5 2,8 20 28,5
6 3,3 21+ >30
7 3,9

8 4,5

9 5,3

10 6,3

11 7,3

12 8,6

Fonte: Xavier et al, 2013.
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Tabela 4: Risco cardiovascular global em 10 anos: homens

Pontos Risco (%) Pontos Risco (%)
< -3 ou menos <1

-2 1,1 13 15,6
-1 14 14 18,4
0 1,6 15 21,6
1 1,9 16 25,3
2 2,3 17 29,4
3 2,8 18 >30
4 3,3

5 3,9

6 4,7

7 5,6

8 6,7

9 7,9

10 9,4

11 11,2

12 13,2

Fonte: Xavier et al 2013.

Diversos estudos epidemioldgicos de histéria familiar genética e estudos
com gémeos apontam para um componente poligénico significativo no
desenvolvimento da DAC (PEDEN & FARRALL, 2011). A hereditariedade de
alguns fenotipos associados com a arteriosclerose ja foram determinados,
sendo que, geralmente, as estimativas variam de 40% a 55% (PEDEN &
FARRALL, 2011). Para eventos coronarianos fatais, estima-se uma
herdabilidade de em 0,57 para homens e 0,38 para mulheres (ZDRAVKOVIC et
al, 2002).

Até recentemente, a grande maioria dos estudos que investigam a
influéncia das variantes genéticas no desenvolvimento da DAC fez uso de uma
abordagem do tipo caso-controle, comparando a frequéncia de determinadas

variantes, em genes candidatos, entre doentes e ndo doentes. Esses estudos
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tém partido do pressuposto que genes que codificam proteinas envolvidas na
fisiopatologia da doenga podem estar envolvidos na susceptibilidade genética a
DAC e muitos genes ja foram associados com o desenvolvimento da doenca.
No entanto, a compreensdo da arquitetura genética da DAC melhorou
consideravelmente apés o ano de 2007, quando o primeiro estudo de varredura
gendmica (GWAS, do inglés genome wide association study) da doenca foi
publicado, relacionando consistentemente o lécus 9p21 com infarto do
miocardio e DAC (HELGADOTTIR et al, 2007; MCPHERSON et al, 2007).
Posteriormente, esse achado foi replicado em diversos estudos. No inicio de
2013, uma meta-analise de varios GWAS identificou um conjunto final de cerca
de 40 variantes genéticas associadas com a DAC, algumas delas relacionadas
com o metabolismo lipidico, a pressdo sanguinea e a inflamacéo, explicando
cerca de 6% da herdabilidade estimada da doenca (DELOUKAS et al, 2013,
SAYOLS-BAIXERAS et al, 2014) (TABELA 5).



Tabela 5 - Resumo das principais conclusbes da recente meta-analise do
estudo de associacdo gendmica da doenca arterial coronariana, mostrando o
polimorfismo de cada locus, o gene mais préximo, a localizacdo cromossdmica,

frequéncia de alelo de risco, valor P e efeito das associacdes

22

rs localizagcéo Cromossomo alelo risco/néo risco valor P OR
gene no locus

rs602633 SORT1 1 CIA (0.77) 147 >< 107%® 112
rs17114036 PPAP2B 1 AIG (0.91) 5.80 > 10712 1.11
rs4845625 IL6R 1 T/C (0.47) 3.64 >< 10710 109
rs67258870 WDR12 2 CIT (0.11) 1.16 >< 10715 112
rs515135 APOB 2 GIA (0.83) 256 > 10710 1,03
rs2252641 ZEB2-ACO74093 2 GIA (0.46) 5.30 >< 1078 1.06
rs1561198 VAMP5-VAMP8-GGCX 2 AJG (0.45) 1.22 >< 10710 107
rs6544713 ABCG5-ABCGS 2 T/C (0.30) 2.12 > 1079 0.96
rs9818870 MRAS 3 T/C (0.14) 2.62 > 1079 1.07
rs7692387 GUCY1A3 4 GIA (0.81) 265> 1071 113
rs1878406 EDNRA 4 T/C (0.15) 2.54 > 1078 1.09
rs273909 SLC22A4-SLC22A5 5 CIT (0.14) 9.62 >< 10710 111
rs12190287 TCF21 6 CIG (0.59) 494 >< 10718 107
rs2048327 SLC22A3-LPAL2-LPA 6 GIA (0.35) 6.86 < 107 1.06
rs9369640 PHACTR1 6 AJC (0.65) 753 =< 1072 1.09
rs10947789 KCKN5 6 T/C (0.76) 9.81 > 1079 1.01
rs4252120 PLG 6 T/C (0.73) 4.88 >< 1010 1.07
rs11556924 ZC3HC1 7 CIT (0.65) 6.74 >~ 1071 1.09
rs2023938 HDAC9 7 GIA (0.10) 4,94 > 1078 1.13
rs264 LPL 8 GIA (0.86) 2.88 >< 1079 1.06
rs2954029 TRIB1 8 AIT (0.55) 4.75 >< 1079 1.05
rs1333049 CDKN2BAS1 9 CIG (0.47) 1.39 >< 1072 1.23
rs3217992 9 A/G (0.38) 7.75 =< 1072/ 1.16
rs579459 ABO 9 CIT (0.21) 2.66 > 1078 1.07
rs12413409 CYP17A1-CNNM2-NT5C2 10 GIA (0.89) 6.26 > 1078 1.10
rs2505083 KIAA1462 10 CIT (0.42) 1.35 > 10711 1.06
rs501120 CXCL12 10 AIG (0.83) 1.79 >< 107° 1.07
rs2047009 10 CIA (0.48) 1.59 >< 107° 1.05
rs974819 PDGFD 11 AIG (0.29) 355 > 1071 1,07
rs3184504 SH2B3 12 T/C (0.40) 544 < 1071 107
rs4773144 COL4A1-COL4A2 13 GIA (0.42) 143 < 10711 107
rs9515203 13 T/C (0.74) 5.85 >< 10712 1,08
rs9319428 FLT1 13 AIG (0.32) 732> 1071 110
rs2895811 HHIPL1 14 CIT (0.43) 4.08 >< 10710 1,06
rs7173743 ADAMTS7? 15 T/C (0.58) 6.74 >~ 10718 1,07
rs17514846 FURIN-FES 15 AIC (0.44) 933> 1071 104
rs12936587 RAI1-PEMT-RASD1 17 GI/A (0.59) 1.24 > 1079 1.06
rs2281727 SMG6 17 CIT (0.36) 7.83 > 1079 1.05
rs1122608 LDLR 19 GIT (0.76) 6.33 < 107  1.10
rs9982601 Gene desert (KCNE2) 21 T/C (0.13) 767 > 1071 113

Fonte: adaptado pela autora com base em SAYOLS-BAIXERAS et al, 2014:
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2.2 Oxido Nitrico, Enzima Oxido Nitrico Sintase e Doencas

Cardiovasculares

Até meados da década de 1980, o ON foi considerado apenas membro
de uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e carcindgenos. O
interesse pelas fungbes biologicas do ON foi consequente ao desfecho
simultaneo de trés linhas de pesquisa, absolutamente independentes.
Furchgott e Zawadzki, em 1980, investigaram o papel do endotélio vascular no
processo de relaxamento do vaso sanguineo. Uma segunda linha de pesquisa
tratava da questao da producdo de 6xidos de nitrogénio pelos mamiferos. Em
1994, os pesquisadores Schmidt e Walter relataram que o0s mamiferos
produziam oOxidos de nitrogénio, quando se demonstrou que a quantidade
eliminada destes compostos excedia a quantidade ingerida. J& a terceira linha
estava associada a investigacdo do mecanismo de acdo de
neurotransmissores. Assim, foi confirmada a producédo de ON pelo sistema
nervoso (BREDT; SNYDER, 1989) e demonstrou-se que o glutamato € o
mediador da liberacdo de ON por receptores N-metil-d-aspartato (NMDA)
estimulados (GARTHWAITE, 1989). No entanto, foram os resultados dos
estudos de Furchgott e Zawadzki que abriram caminho para a compreensao da
funcado endotelial, revolucionando a fisiologia cardiovascular.

O ON é sintetizado a partir da L-arginina, por pelo menos trés isoformas
de ON sintase (NOS): induzivel (iNOS), neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS)
(FATINI et al, 2004). Estruturalmente, a eNOS consiste em dominios oxigenase
(arginina e tetrahydrobiopterina) e redutase (flavina mononucleotideo, flavina
adenina dinucleotideo e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato),
interpostos por um dominio de ligacdo calcio/calmodulina. A producdo de ON
pela eNOS ocorre por dois tipos de mecanismos, dependentes ou
independentes de célcio. Em condi¢cBes basais, a eNOS encontra-se ligada a
caveolinas em cavéolas de células endoteliais e, enquanto esta ligada a elas,
esta inativa (MOUNT et al, 2007). Um grande numero de evidéncias revelou
gue as cavéolas sdo capazes de recrutar numerosas moléculas de sinalizacao
e regular suas atividades, em vez de servirem como simples suporte para a
troca e o transporte celulares. Assim, foi descrito que a eNOS localiza-se

dentro da cavéola, e € mantida em uma estado menos ativo via sua interacédo



24

com a caveolina (BUCCI, et al, 2000). Estimulos mecéanicos, neurais e
humorais podem aumentar a concentracao intracelular de célcio, que se liga a
calmodulina, ativando a eNOS. Além disso, a fosforilacdo de sitios serina e
treonina na eNOS, assim como a interacdo entre a proteina de choque térmico
90 (HSP90), também podem ativar a producao de ON (BUCCI, et al, 2000).

O endotélio vascular € um sistema complexo, integrado por diversos
mediadores quimicos, entre eles o ON, que se destaca por ser um potente
vasodilatador (HIGASHI et al, 2009). E um 6rgdo ativo e sua integridade
favorece efeitos benéficos, como acdo antioxidante, anti-inflamatoria,
anticoagulante, pro-fibrinolitica, inibitéria da adesdo e migragdo de leucdcitos,
inibitéria da proliferacdo e migracdo das células musculares lisas, inibitoria da
agregacdo e adesado plaquetaria. Assim, cria-se um cenario ateroprotetor,
caracterizado por uma harmonia entre substancias liberadas pelo endotélio, no
qual o ON é citado como um dos compostos vasoativos de maior relevancia
(FORSTERMANN, 2006). Muitos fatores de risco para a DAC estdo
relacionados a disfuncdo endotelial, como dislipidemias, aterosclerose,
causando mudancas prejudiciais a biologia vascular, incluindo a diminuicdo da
biodisponibilidade do ON, podendo levar a uma capacidade vasodilatadora
prejudicada (ANTONIADES et al, 2003; HERMAN, LERMAN, 2001).

2.3 Gene da enzima 6xido nitrico sintase (eNOS)

A producado enzimatica do ON é mediada por uma familia de trés NOS,
codificadas por genes distintos. O gene da sintase endotelial (eNOS) esta
localizado no cromossomo 7 (Gen Bank D26607), mais especificamente no
longo braco do cromossomo, na regido 7q35-36, apresentando este um
comprimento gendmico de 4.4kb, compreendendo 25 introns e 26 éxons,
sintetizando um RNAm de 4052 nucleotideos (GOVERS, 2001).

A atividade da eNOS € bem conhecida no ambiente vascular e é
regulada por mecanismos ap0s sua traducédo: incluséo de lipidios, mecanismo
calcio-calmodulina dependente, interacdes diretas proteina-proteina, diferentes

fosforilagbes sitio dirigidas, glicosilacdo e disponibilidade de substratos e
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cofatores, podendo interagir com varias proteinas em seus estados “menos
ativos” ou “mais “ativos” (BOO et al, 2006).

A presenca de polimorfismos no gene eNOS pode explicar os diferentes
niveis de atividade enzimatica, que podem ser associados com o0 aumento do
risco cardiovascular. O polimorfismo T786C (rs2070744), localizado na regiao
promotora do gene, é o mais extensivamente estudado, no qual a presenca do
alelo C estaria associada com a diminuicdo em cerca de 50% a atividade
transcricional, provavelmente devido a ligacdo da proteina repressora RPAL a
regido promotora quando esse alelo esta presente (FATINI et al, 2004). Outro
polimorfismo, G894T (rs1799983), presente no éxon 7 do gene, resulta na
substituicdo de um aminoacido glutamato por um aspartato, no cédon 298
(GIlu298Asp), o que parece provocar uma alteracdo da estrutura da enzima e,
consequentemente, da localizacdo da eNOS nas cavéolas das células
endoteliais, reduzindo assim sua resposta. (ZAGO et al, 2013). Alguns estudos
tém sugerido uma associacao desse polimorfismo com a DAC, com 0 espasmo
coronariano induzido por acetilcolina e com a hipertenséo arterial (ZAGO et al,
2013). As pesquisas que demonstraram associacdo da variante G894T com
fenétipos cardiovasculares apontam para uma possivel reducdo da
biodisponibilidade do ON, sugerindo que a eNOS transcrita do alelo mutante
apresenta atividade enzimatica alterada.

A correlacdo entre gendtipo e fendtipo clinico varia quantitativa e
qualitativamente, e a inconsistente associacao entre os polimorfismos do eNOS
e varios fenotipos clinicos é um fenbmeno frequentemente observado em
outros genes associados a fendtipos. Essa inconsisténcia tem sido atribuida a
fatores ambientais, alelos independentes, interacdo entre genes e
variabilidades em fendtipos clinicos. A importancia dos fatores ambientais na
génese de doencas reflete-se nas diferencas de morbidade e mortalidade entre
grupos geneticamente homogéneos, porém com estilos de vida diferentes.
Uma variagdo genética pode ndo ser relevante a uma determinada populacéo,
refletindo diferencas na frequéncia da distribuicdo dos alelos. Um exemplo
disso é a frequéncia do alelo 894T, que € significativamente maior em
populacdes brancas, quando comparado a populacdo japonesa. A
inconsistente associacao entre o polimorfismo do gene eNOS e as alteracdes

vasculares ainda tem sido atribuida & variacdo na distribuicdo da eNOS em
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diferentes oOrgados. Artérias de Orgados especificos sdo sujeitas a diferentes
pressbes hemodinamicas, determinando a resposta da parede do vaso e o
consequente grau de disfuncdo endotelial (SOUZA et al, 2012).



3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 Amostra

A amostra foi composta por 645 pacientes atendidos no Servico de
Hemodinamica do Hospital Bruno Born de Lajeado (HBB), RS. Os critérios de
inclusdo nesse estudo foram: a) brasileiros euro-derivados; b) maiores de 18
anos; c) submetidos ao exame de cateterismo cardiaco. Todos os individuos
incluidos no estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo A) e preencheram um questionario semiestruturado
(Anexo B), que inclui dados demograficos, histéria médica, historico de doenca
cardiovascular na familia, uso de medicac¢des, consumo de alcool e tabaco e
pratica de atividades fisicas. Foram excluidos pacientes que estavam
inconscientes, ou que ndo estavam em condicdes adequadas para
responderem ao questionario ou assinarem o TCLE. Durante a realizacdo do
exame de cateterismo, foram coletadas amostras de sangue periférico, para
posteriores analises laboratoriais, e aferidos os niveis de pressao arterial
sanguinea.

Todos os pacientes foram classificados no ERG de DAC, proposto pela
Sociedade Brasileira de Cardiologia (2013). O ERG leva em consideracdo as
variaveis: sexo, idade, niveis de colesterol total, colesterol HDL, niveis de
pressdo arterial sistémica, quando tratada e nédo tratada, e a presenca de
tabagismo e diabetes mellitus. De acordo com a pontuacéo obtida no ERG, os
pacientes foram classificados em baixo risco, risco intermediario ou alto risco
para a DAC.

3.2 Andlises laboratoriais

Os niveis séricos de colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos,
glicose, CK (creatinoquinase), CK-MB (creatinoquinase fracdo MB), TGO
(transaminase glutamico oxalacética), TGP (transaminase glutamico piravica),
ureia, creatinina e PCR ultrassensivel (proteina C-Reativa) das amostras foram
determinados usando kits comerciais da marca BioClin®. As dosagens foram

realizadas na automacdo de bioquimica BS-120 da Mindray®, do Laboratoério
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de Analises Clinicas do Centro Universitario UNIVATES.

A extracdo de DNA foi realizada através de uma adaptacdo do método
de Lahiri e Nurnberger (1991) e os polimorfismos rs2070744 e rs1799983
foram genotipados através do sistema de discriminacdo alélica tagman®
(Applied Biosystems, StepOne Real Time PCR System), no Laboratorio de
Biologia Molecular do Centro Universitario UNIVATES.

3.3 Andlises estatisticas

As frequéncias alélicas foram estimadas por contagem direta e o
Equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado com base nessas frequéncias pelo
teste do qui-quadrado. A influéncia dos polimorfismos em varidveis clinicas
continuas, com distribuicdo normal, foi avaliada através de modelos lineares
univariados e, em variaveis sem distribuicdo normal, pelo método nao
paramétrico correspondente (Kruskal-Wallis). A associacdo dos genotipos com
as variaveis categéricas foi investigada pelo teste do qui-quadrado ou por

regressao logistica binaria.



4. RESULTADOS

A amostra foi composta por 645 pacientes submetidos ao exame de
cateterismo cardiaco, com idade meédia de 62,8 anos, sendo composta por
57,8% de homens. A classificacdo no ERG, proposto pela Sociedade Brasileira
de Cardiologia, foi realizada para 640 pacientes. Destes, 435 (68%) foram
classificados em alto risco, 166 em risco intermediario (26%) e 39 (6%) em
baixo risco para a DAC.

As frequéncias alélicas dos polimorfismos investigados no gene eNOS
foram 0,69 (G) e 0,31 (T) para a variante rs1799983 e 0,59 (T) e 0,41 (C) para
0 rs2070744. As frequéncias genotipicas, em ambos o0s polimorfismos, ndo
mostraram um desvio significativo dos valores esperados para o Equilibrio de
Hardy-Weinberg. As frequéncias alélicas e genotipicas estdo descritas na
Tabela 6.

Tabela 6 — Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados

Genobtipo n (%) Valor-P*
eNOS rs1799983 GG 314 (48,7)
GT 264 (40,9)
TT 67 (10,4) 0,301
Alelo G 892 (69,1)
Alelo T 398 (30,9)
eNOS rs2070744 TT 223 (34,6)
TC 318 (49,3)
cC 104 (16,1) 0,597
Alelo T 764 (59,2)

Alelo C 526 (40,8)
"Equilibrio de Hardy-Weinberg.

As caracteristicas clinicas e soOcio demograficas da amostra,
categorizadas de acordo com o0s genotipos eNOS, sdo mostradas na Tabela 7.
Nado foram detectados efeitos genéticos significativos dos polimorfismos

investigados (rs1799983 e rs2070744) nas variaveis clinicas (Tabela 7).



Tabela 7 — Caracteristicas clinicas e sécio demograficos da amostra de acordo com o0s genotipos
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eNOS rs1799983

eNOS rs2070744

Todos GG GT TT Valor-P TT TC CcC Valor-P
(n = 645) (n =314) (n =264) (n =67) (n =223) (n =318) (n =104)

Idade (anos) 62,8 (11,00 63,1(11,7) 62,2(10,2) 63,6 (10,0) 0,505 61,7 (12,4) 63,3(10,2) 63,5 (9,7) 0,162
Escolaridade (anos)* 5,0 (4,0) 5,0 (4,0) 5,0 (4,0) 5,0 (4,0) 0,658 5,0 (4,0) 5,0 (4,0) 5,0 (4,0) 0,851
Género (homens) 373 (57,8) 183 (58,3) 152 (57,6) 38 (56,7) 0,965 130 (58,3) 185 (58,2) 58 (55,8) 0,901
Tabagismo

Tabagista atual 87 (13,5) 47 (15,0) 37 (14,0) 3(4,5) 0,068 32 (14,3) 44 (13,8) 11 (10,5) 0,635

Ex-tabagista 255 (39,5) 119 (37,9) 106 (40,2) 30 (44,8) 0,560 83 (37,2) 133 (41,8) 39 (37,5) 0,502
Uso de élcool 198 (30,7) 92 (29,3) 81 (30,7) 25 (37,3) 0,437 59 (26,5) 106 (33,3) 33(31,7) 0,221
Exercicio fisico 250 (38,8) 132 (42,0) 100 (37,9) 18 (26,9) 0,065 85 (38,1) 125 (39,3) 40 (38,5) 0,957
Parametros antropométricos

Peso (kg) 77,9 (15,8) 77,4(15,2) 77,8(16,0) 80,4 (18,0) 0,364 76,8(15,5) 78,9(15,9) 77,2(16,3) 0,285

IMC (kg/m?) 27,8 (4,9) 27,6 (4,7) 27,8 (4,7) 28,3 (6,4) 0,632 27,4 (4,5) 28,1 (4,9) 27,8 (5,7) 0,263

Cintura (mm) 102,1(13,7) 102,8 (15,5) 101,5(12,0) 101,7 (12,7) 0,760 102,1(16,7) 102,7 (12,5) 100,3 (10,7) 0,557
Presséo arterial

Sistdlica (mmHg) 142,4 (24,3) 142,9 (25,6) 141,4(22,8) 143,9(24,2) 0,521 140,2 (24,8) 144,3(24,7) 141,1(21,7) 0,097

Diastdlica (mmHg) 77,4 (10,3) 77,3(10,9) 775(9,6) 77,1(10,3) 0,979 76,7(11,0) 78,1(10,1) 76,7 (9,1) 0,404
Histéria clinica

Histdria de DAC 470 (72,9) 222 (70,7) 204 (77,3) 44 (65,7) 0,085 157 (70,4) 235 (73,9) 78 (75,0) 0,547

Medicacédo para DAC 77 (11,9) 30 (9,6) 39 (14,8) 8 (11,9) 0,162 25(11,2) 38 (11,9) 14 (13,5) 0,844

Diabetes 145 (22,5) 71 (22,6) 59 (22,3) 15 (22,4) 1,000 47 (21,1) 78 (24,5) 20 (19,2) 0,422

Medicacdo para diabetes 94 (14,6) 48 (15,3) 37 (14,0) 9 (13,4) 0,884 34 (15,2) 49 (15,4) 11 (10,6) 0,462

Dislipidemia 70 (10,9) 39 (12,4) 27 (10,2) 4 (5,9) 0,285 32 (14,3) 30 (9,4) 8 (7,7) 0,107

Medicacdo para dislipidemia 282 (43,7) 140 (44,6) 113 (42,8) 29 (43,3) 0,913 93 (41,7) 151 (47,5) 38 (36,5) 0,111

Hipertensao 401 (62,2) 198 (63,1) 159 (60,2) 44 (65,7) 0,651 128 (57,4) 208 (65,4) 65 (62,5) 0,169

Medicacgédo para hipertensdo 467 (72,4) 226 (72,0) 189 (71,6) 52 (77,6) 0,614 157 (70,4) 228 (71,7) 82 (78,8) 0,260

Os dados estdo expressos como média e (desvio padrdo) ou n e (%). *Mediana e (amplitude interquartil). Abreviacdes: IMC, indice de massa corporal; DAC,

doenca arterial coronariana.
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Em relagdo as caracteristicas laboratoriais, marcadores de fungéo, leséo
e inflamac&o (ureia, creatinina, AST, ALT, CK total, CKMB, proteina C reativa),
descritas na Tabela 8, ndo evidenciamos diferencas significativas entre os
genotipos, em ambos os polimorfismos (eNOS rs1799983 e rs2070744). Da
mesma forma, ndo foram detectadas associagOes significativas com o0s
parametros bioquimicos de glicemia, colesterol total e triglicerideos (Tabela 8).

Foram detectados efeitos genéticos do rs2070744 nos valores de
colesterol HDL (p=0,002) e na pontuacdo do ERG (p=0,032) (Tabela 8). As
analises post-hoc revelaram que os valores de HDL foram significativamente
mais elevados em individuos homozigotos TT, quando comparados aos
individuos heterozigotos TC (P=0,003) e aos individuos homozigotos CC
(P=0,022) (Figura 2A). Em relacdo ao efeito do rs2070744 na pontuacdo no
ERG, nossos resultados evidenciaram que homozigotos TT possuem uma
pontuacdo menor do que os heterozigotos TC (P=0,027) (Figura 2B). Quando
considerados em um modelo dominante (TT versus TC+ CC), oS mesmos
efeitos foram observados para o colesterol HDL (Figura 3A) e para o ERG
(Figura3B).



Tabela 8 — Caracteristicas laboratoriais e pontuac¢do no Escore de Risco Global de acordo com os gendétipos
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eNOS rs1799983

eNOS rs2070744

Todos GG GT T valor- T TC cc velor-
(n = 645) (n =314) (n =264) (n =67) (n =223) (n =318) (n =104)
Parametros bioquimicos
Glicemia (mg/dl) 99,0 (24,8) 98,0 (23,0) 100,0 (27,0) 100,0 (24,0) 0,308 98,0 (23,0) 100,0 (25,0) 96,0 (23,0) 0,056
Colesterol total (mg/dl) 162,4 (47,2) 161,4(50,1) 164,6 (44,3) 158,6 (44,3) 0,569 165,9(51,5) 161,8(44,6) 156,7(45,0) 0,247
Colesterol HDL (mg/dI) 40 (17,1) 40,9 (19,0) 40,0 (17,0) 42,0 (16,3) 0,699 43,5 (19,0) 39,0 (18,0) 39,0 (14,0) 0,001
Triglicerideos (mg/dl) 100,5 (75,0) 98,0 (68,0) 103,0 (77,0) 103,0 (84,0) 0,230 100,0(79,3) 103,0(72,0) 98,0 (78,0) 0,590
Marcadores de funcgéo, leséo
e inflamacéo
Ureia (mg/dl) 41,8(19,2) 41,6 (19,4) 41,7 (18,4)  43,4(19,3) 0,969 40,7 (17,6) 43,0(18,7) 41,8(20,1) 0,114
Creatinina (mg/dl) 0,9 (0,25) 0,9 (0,24) 0,9 (0,25) 0,9 (0,30) 0,577 0,9 (0,25) 0,9 (0,24) 0,9 (0,26) 0,113
AST (U/L) 16,0 (11,0) 16,0 (11,0) 16,0 (11,0) 18,0 (15,0) 0,594 17,0 (10,0) 16,0 (13,0) 17,0 (13,0) 0,890
ALT (U/L) 9,0 (7,0) 9,0 (8,0) 8,0 (6,8) 9,0 (10,0) 0,368 9,0 (8,0) 9,0 (6,0) 8,0(8,0) 0,637
CK total (U/L) 79,7 (71,5) 82,2 (74,2) 75,4 (63,9) 85,3 (93,8) 0,315 80,4 (71,9) 78,6 (70,8) 81,3(72,6) 0,890
CKMB (U/L)* 15,6 (11,6) 15,9 (11,8) 15,2 (10,2) 19,3 (20,0) 0,186 17,9 (11,5) 14,8 (9,8) 18,9 (17,0) 0,071
Proteina C reativa (mg/dl)* 0,8 (2,9) 0,9 (3,3) 1,0 (2,3) 0,5 (2,3) 0,351 0,9 (3,3) 1,0 (2,8) 0,6 (1,9 0,605
Escore de Risco Global** 16,0 (6,0) 16,0 (7,0) 16,0 (6,0) 16,0 (4,0) 0,886 16,0 (7,3) 17,0 (6,0) 16,0 (6,0) 0,031

*Tamanho amostral menor (n = 240). ** Tamanho amostral (n=640).
Os dados estdo expressos como mediana e (amplitude interquartil), exceto para colesterol total que estd expresso como média e (desvio padrao).

Abreviacdes: ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase, CK: creatinoquinase, CKMB: creatinoquinase fracdo MB
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A anadlise da influéncia dos polimorfismos no gene eNOS sobre o risco
cardiovascular (baixo + intermediario versus alto) esta descrita na Tabela 9. Com
relacdo ao polimorfismo rs1799983, ndo foi observado efeito significativo. Para a
variante rs2070744, foi detectado um aumento do risco no ERG em individuos
heterozigotos TC, quando comparados aos individuos TT (p=0,028) (Tabela 9). Da
mesma forma, no modelo dominante, os individuos portadores do alelo C

apresentaram um aumento do risco no ERG (P=0,014) (Tabela 10).

Tabela 9 - Influéncia dos polimorfismos no gene eNOS sobre o risco cardiovascular
(baixo + intermediéario versus alto)

B EP Wald Df OR (CI 95%) Valor-P

eNOS rs1799983 0,163 2 0,921
GG (referéncia) 1

GT -0,002 0,179 0,0001 1 0,998 (0,702-1,419) 0,992

TT 0,113 0,293 0,149 1 1,120 (0,630-1,988) 0,699

eNOS rs2070744 6,219 2 0,044
TT (referéncia) 1

TC 0,408 0,186 4838 1 1,504 (1,045-2,163) 0,027

CC 0,508 0,261 3,788 1 1,662 (0,996-2,772) 0,051

Baixo + intermediario (n = 205); Alto (n = 435).
EP = erro padréo.
df = graus de liberdade.

Tabela 10 — Influéncia do rs2070744 no gene eNOS sobre o risco cardiovascular
(baixo + intermediario versus alto — modelo dominante)

B EP Wald Df OR (CI 95%) Valor-P
eNOS rs2070744
TT (referéncia) 1
Portador de C 0,432 0,175 6,076 1 1,541 (1,093-2,173) 0,013

Baixo + intermediario (n = 205); Alto (n = 435).
EP = erro padrdo
df = graus de liberdade.



5. DISCUSSAO

Na tentativa de contribuir para o conhecimento de alguns mecanismos
moleculares envolvidos na fisiopatologia das doencas cardiovasculares, este
trabalho teve como objetivo verificar a associacado dos polimorfismos do gene eNOS
(rs2070744 e rs1799983) com a DAC, bem como a influéncia destes nos niveis de
colesterol, triglicerideos, glicose e pressao arterial, em uma amostra de 645
pacientes submetidos a um exame de cateterismo cardiaco. O grupo foi composto,
em sua maioria, por homens, com idade média de 62,8. Na descricao geral da
amostra pode-se observar, ao menos em parte dos pacientes, a presenca de alguns
fatores de risco classicos para o desenvolvimento da DAC, como a idade mais
avancada, a presenca de hipertensdo arterial, diabetes mellitus, tabagismo e
obesidade. De fato, ao classificar a amostra em um escore de risco para a doencga,
proposto pela Sociedade Brasileira de Cardiologia, 68% dos pacientes foram
classificados em alto risco para a DAC, enquanto que apenas 6% encontram-se na
categoria de baixo risco. Ao incluir as variaveis genéticas, objetivo principal deste
estudo, detectou-se um aumento do risco de DAC em portadores do alelo C do
polimorfismo rs2070744, evidenciado pelo efeito nos valores de colesterol HDL e na
pontuacdo do ERG. Para a variante rs1799983 nao foi detectado nenhum efeito
significativo. O alelo C da variante rs2070744 é caracterizado funcionalmente por um
efeito na reducdo da atividade promotora do gene eNOS, possivelmente com
consequente influéncia sobre a producao de ON (NAKAYMA et al 1999), e diversas
evidéncias sugerem que alteracdes na via do ON podem estar envolvidas na
disfuncdo endotelial e na aterosclerose (COOKE, 1996; OEMAR et al, 1998). O
oxido nitrico relaxa o masculo liso vascular, inibe a ativacao das plaquetas e modula
a migracao e o crescimento de células musculares lisas (LOCALZO et al, 1995).

Nossos resultados demonstraram que pacientes portadores do alelo C
(rs2070744) apresentaram niveis diminuidos de colesterol HDL, quando comparados
aos homozigotos TT. Sabe-se da existéncia de uma relacdo inversa entre 0s niveis
plasmaticos de colesterol HDL e o risco de doenga coronariana e, nesse contexto, o
HDL modula a atividade da enzima eNOS, como ja foi demonstrado em estudos in

vitro com células humanas endoteliais (BESLER et al, 2011) e também em estudos
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in vivo, utilizando modelos animais, e em seres humanos, apds aplicacao
intravenosa de HDL (BESLER et al, 2011). Os mecanismos responsaveis pela
preservacao da funcdo endotelial mediados pelo HDL estdo relacionados com a
capacidades deste ultimo em inativar os efeitos nocivos do colesterol LDL oxidado,
preservando a localizagéo e atividade da eNOS nas caveolas (localizagéo subcelular
funcional) e, assim, regulando a produg&o do 6xido nitrico (GUTIERREZ et al, 2013).
O colesterol LDL oxidado induz o deslocamento da eNOS das cavéolas e inibe a
producdo de ON. O HDL, por sua vez, promove a producdo do ON através de sua
atuacdo na regulacdo e distribuicdo subcelular da eNOS e do ambiente lipidico
dentro das cavéloas, prevenindo que o LDL desaclope a eNOS através da Apo A-1
(GUTIERREZ et al, 2013; TERASAKA et al, 2010).

Embora ndo estejam elucidados os mecanismos biologicos pelos quais a
disfuncdo endotelial na produgdo de ON possa influenciar os niveis de colesterol,
outros autores também ja relataram associacdes de polimorfismos no gene eNOS
com alteracbes do perfil lipidico (IMAMURA et al, 2008) e sabe-se que o colesterol
plasmatico esta sob intensa regulacéo genética. Estudos tém documentado que 80%
do colesterol é sintetizado endogenamente e 0s niveis plasmaticos de LDL-C, HDL-
C, triglicerideos e colesterol total apresentam medidas de herdabilidade estimadas
entre 60% a 80% (COHEN et al, 2004; ROBERTS, 2008). Estudos de GWAS ja
identificaram mais de 50 variantes associadas com o0s niveis de colesterol
(TESLOVICH et al, 2010; WILLER et al, 2013), sendo, portanto, possivel que
algumas destas variantes possam estar interagindo com polimorfismos no gene da
eNOS e, desta forma, influenciando os niveis séricos de colesterol. Estudos futuros,
avaliando essas possibilidades, podem ajudar a esclarecer nossos achados.

Indmeros estudos, em todo o mundo, relacionam a doenca arterial
coronariana com polimorfismos do gene da eNOS. Em nosso estudo, demonstramos
que homozigotos TT (rs2070744) possuem uma pontuacdo menor do que O0s
heterozigotos TC no ERG. Além disso, também demonstramos que portadores do
alelo C apresentaram um aumento do risco de DAC, ao considerar a classificagao
categoérica (baixo risco + intermediario versus alto risco). Esses resultados estdo de
acordo com o observado em outros estudos. Fatini e colaboradores (2008), em um
estudo com 477 pacientes e 537 controles, demonstraram que individuos
homozigotos para o alelo C apresentaram um aumento do risco para a doenca.

Rossi e colaborados (2003), em um estudo realizado com 1106 pacientes, também
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demonstraram que individuos portadores do alelo C tiveram um risco aumentado
(62,9%) de desenvolver DAC, sendo este significativamente associado como fator
de risco independente. Um estudo de meta-analise recente, realizado por Liu e
colaboradores em 2014, confirmaram os achados de associacédo entre o alelo C do
polimorfismo rs2070744 e o risco de DAC, para populacdes caucasoides e asiaticas.

Polimorfismos no gene eNOS também tém sido relacionados com outras
doencas e fatores de risco associados com as doencas cardiovasculares, sugerindo
um papel importante desse sistema no desenvolvimento da DAC. Alkharfy e
colaboradores (2012) avaliaram 886 individuos da Ardbia Saudita (477 com
sindrome metabdlica e 409 individuos saudaveis) e evidenciaram uma associacao
entre a sindrome metabdlica e o polimorfismo rs2070744, sugerindo um efeito do
alelo C. Na avaliacdo dos parametros metabdlicos, portadores do alelo C (TC + CC)
apresentaram niveis mais elevados de glicose (p= 0,014) e menor concentracdo de
HDL (p= 0,038). A sindrome metabdlica (dislipidemia, hiperglicemia, hipertensdo e
obesidade) aumenta o risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 e
doencas cardiovasculares. Além disso, a disfuncdo endotelial € um componente que
pode resultar em reducdo da biodisponibilidade do Oxido nitrico vascular
(DEANFIELD et al, 2007; WIDLANSKY et al, 2003) e outros estudos também
relacionam o polimorfismo rs2070744 com a sindrome e a reducdo dos niveis de
HDL (KANG et al, 2014; ALKHARFY et al, 2014).

Na populacédo brasileira, um estudo realizado no Rio Grande do Sul, por
Piccoli e colaboradores (2012) com 135 pacientes com Sindrome coronariana aguda
e 115 controles mostrou que polimorfismos no gene eNOS néo foram fatores de
risco independentes para a Sindrome Coronariana Aguda. Em outro estudo,
Sampaio e colaboradores (2006), com 128 pacientes com Infarto Agudo do Miocéadio
e 121 controles, demonstraram que o alelo T, da variante rs2070744, esteve
associado com a doenga e a hipertenséo. Rios e colaboradores (2005) investigaram
a variante rs2070744 em 358 pacientes com DAC e 129 controles e concluiram que
portadores de um haplétipo, que incluia o alelo C do rs2070744, tém um risco maior
para DAC. Em 2007, Rios e colaboradores estudaram a relacdo desta variante e sua
interacdo com o tabagismo e a DAC, em 715 brasileiros (447 caucasianos e 268
afro-brasileiros), evidenciando que pacientes portadores do alelo C apresentam um

risco aumentado de DAC, independentemte do tabagismo.
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Em nosso estudo, a variante rs1799983 néo foi associada a Doenca Arterial
Coronariana, em desacordo com dados de um estudo com populacao brasileira em
que individuos sem diabetes, mas com genétipo 894TT, demonstraram maior risco
para sindrome Coronariana Aguda, porém nao considerados como fator de risco
independente (PICCOLI et al, 2007). Em outros estudos, o rs1799983 (GT+TT) foi
associado com a hipertensédo (ALKHARFY et al, 2012) e com colesterol total,
triglicérides e LDL numa populacdo chinesa (GT+TT) (HSIEH et al, 2008); e a
dislipidemia em brasileiros com sindrome metabdlica (PICCOLI et al, 2008).

Por fim, algumas limitacbes deste estudo devem ser consideradas.
Primeiramente, a auséncia da avaliacdo dos niveis de Oxido nitrico, os quais
poderiam ser incluidos nas andlises clinicas e genéticas. Outra questao refere-se a
composicdo da amostra, que se limitou a analise de individuos doentes, sem ser
possivel um estudo caso-controle com individuos saudaveis. O numero amostral,
embora ndo seja tdo pequeno, ainda é um fator limitante relevante. Diante do
exposto, fica clara a necessidade de mais estudos, especialmente com abordagens
de interacdo gene-gene e gene-ambiente, para um melhor esclarecimento dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da DAC e os possiveis efeitos das

variantes do gene eNOS na doenca.



6 CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que o polimorfismo rs2070744 no gene eNOS esta
associado com um risco aumentado de DAC e com os niveis de colesterol- HDL
na nossa amostra. Esses dados confirmaram estudos prévios que sugerem o
envolvimento de polimorfismos no gene eNOS nas doengas cardiovasculares e

fendtipos associados.
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ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Estudo: Associacao entre polimorfismos genéticos e marcadores moleculares
e o desenvolvimento de doenca coronariana e infarto do miocardio em uma
populacédo gaucha.

A doenca coronariana (entupimento dos vasos do coracdo) € uma das
principais causas de doencas do coracdo, tendo como consequéncia angina (dores
no peito), infarto do miocardio (ataque cardiaco), e outras manifestacoes.
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
gue tem doencga coronariana e em pessoas que nao 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
doenca coronariana.

E também serdo realizados exames basicos de laboratorio, 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, prevencado 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 ndo sera picado mais uma vez para participar da pesquisa, nao
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 participacdo na pesquisa nao envolve nenhum tipo de gasto financeiro por
parte do participante, e nem traz riscos a sua saude, visto que os 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 o
possivel constrangimento diante de alguma pergunta, sendo que a entrevista pode
ser interrompida e retomada mais tarde, se necessario. Ainda, o participante nao
tera nenhum beneficio financeiro por participar deste estudo. Os desconfortos
relativos ao exame de cateterismo ja foram ou serdo explicados pela equipe do
hospital.
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Vocé deve saber que pode solicitar esclarecimentos sobre a sua participacao
no estudo a qualquer 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 informacdes obtidas neste estudo serdo analisadas pela equipe de
pesquisadores, garantindo o sigilo dos nomes e informacdes, ou seja, 0 seu home
nunca sera divulgado, e os seus resultados serdo analisados em conjunto com os de
outros participantes, nao sendo possivel identificar nenhum participante
individualmente.

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 0s pesquisadores).

Declaragéo do participante:
Declaro que li o termo acima, e que tive todas as informacfes necessarias sobre o
projeto, e assim, aceito participar, como voluntério, deste estudo.

Nome do Voluntario Assinatura do Voluntario

Nome do pesquisador Entrevistador Assinatura do pesquisador Entrevistador

Nome da Testemunha Assinatura da testemunha
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ANEXO B — Questionario semi-estruturado aplicado aos pacientes

Centro Universitario UNIVATES
Associagdo entre polimorfismos genéticos e marcadores moleculares e o

desenvolvimento de doenca coronariana e infarto do miocardio em uma populacao

gaucha.
Nome: Cadigo:
Entrevistador: Data: / /

Dados so6cio demogréficos:

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:
l. 1.( )Analfabeto

2. ( )Ensino fundamental incompleto (1° grau incompleto)

3. ()Ensino fundamental completo (1° grau completo)
4. ( )Ensino 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.()Pds-graduacéo
J. Profissdo/Ocupacao:
1.( )Aposentado
2.()Do lar
3.()Comerciante
4. ( )Autdbnomo
5.()Outro. Qual?
K. Plano de saude: 1.()SUS 2. ()Particular. Qual?

Tabagismo:



L. Fuma: 1.()Sim 2.()N&o
M. Abstinéncia ao fumo:
1.() Nao 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
N. Tem contato com fumantes ativos (sendo vocé fumante passivo)?
1.()Sim 2.()Nao
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 € o tempo de abstinéncia ao alcool:
1.() Nao 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 histéria de doenca cardiovascular na familia? 1.( )Sim 2.( )Nao

V. Qual é a doenca:
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X. Qual é o parentesco?
1.()Mée
2.()Pai
3. ()Irméos
4.()AvO0s por parte de mée
5.()Avés por parte de pai
6.()Tios
7.()Primos

Y. Atividade fisica regular:
1.()1X/sem
2.()2X/sem
3.()3 a4/Xsem
4.()5 a 7/Xsem

INFORMACOES MEDICAS

AA. Diagnéstico/sintomas anteriores ao cateterismo:

AB. Indicagéo do cateterismo:

AC. Resultado do cateterismo:

AD. Medicamentos utilizados:

AE.Altura: m AF.Peso: Kg AG. IMC.:

AH. circ. cintura:

cm
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Al. Achados eletrocardiogréficos:

AJ. Presséo arterial - data da ultima verificagdo: / 120
AK. Pressao sistdlica: mmHg Pressao Diastolica: mmHg
AL. Tempo de jejum: h

AM. Observagoes:




