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Identificacao de alvos genéticos com potencial diagnostico e

prognostico em doenca arterial coronaria
Pereira, A.C.; Krieger, J. E.;
Instituto do Coracao (InCor), Faculdade de Medicina Universidade de Sao

Paulo.

O desenvolvimento de uma abordagem de estratificacao de risco para
a doenca arterial coronaria é certamente uma ferramenta de grande utilidade
para o cardiologista clinico ou clinico geral, assim como para o planejamento
de saude publica e organizagdo de agcdes de saude publica mais eficazes.
No entanto, esse conhecimento deve ser discutido dentro de um cenério de
custo-efetividade e de acordo com seu potencial como objeto de valor
econdmico.

O presente estudo tem como objetivo a identificacdo de fatores de
risco genético de eventos cardiovasculares na populacdo brasileira e o
desenvolvimento de um algoritmo preditor que utilize essas informacdes
para o diagnéstico.

Esse trabalho encontra-se expositivamente dividido em dois médulos.
No primeiro, procuramos exemplificar através de um estudo de associagéo
genética nossa capacidade atual de encontrar e caracterizar variantes
genéticas com poder de estratificacdo populacional com relacdo ao risco
cardiovascular. Utilizamos dados obtidos a partir de pacientes com doenca
coronaria multiarterial, analisando a relevancia do polimorfismo C242T do
gene da p22phox, subunidade protéica da NADPH oxidase, na predigao de

mortalidade desta populacédo. Nossos dados permitem nao apenas associar



esse marcador genético a um risco aumentado de mortalidade nessa
populacdo, mas também fornecem informacdes a respeito do provavel
mecanismo molecular através do qual esse marcador genético age.

No segundo modulo, procuramos detalhar as limitacbes da
abordagem previamente exemplificada, avaliando a informag&o gerada para
o paciente individual. Aqui propomos uma nova abordagem de estratificacao
de risco desta populacao, capaz de fornecer de maneira individualizada uma
estimativa de risco com maior sensibilidade, especificidade e,
conseqlentemente, acurdcia. Atravées de uma abordagem analitica de
reducao de dimensionalidade obtivemos um algoritmo preditor com acuracia
maior do que aquela encontrada utilizando-se apenas os fatores de risco
classicos ou fatores de risco genéticos analisados individualmente.

O entendimento das bases genéticas do desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares facilitara ndo apenas o diagnéstico precoce, possibilitando
o surgimento de abordagens terapéuticas mais especificas e desenhadas a
atender suscetibilidades individuais, mas também podera levar a

identificagdo de novas vias eficazes de intervengéo.

Descritores: 1. Genética; 2. Polimorfismo; 3. Triagem genética; 4. Doencas
cardiovasculares; 5. Coronariopatia; 6. Marcadores genéticos; 7. Fatores de

risco
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Identification of genetic markers with diagnosis and
prognosis potential in coronary artery disease

Pereira, A.C.; Krieger, J. E.;

Instituto do Coracao (InCor), Faculdade de Medicina Universidade de Sao
Paulo.

The development of risk stratification approaches in coronary artery
disease is certainly an important tool for the clinical cardiologist or internist. It
also helps in the planning of public health policies and in the development of
effective disease management algorithms. Nevertheless, these tools
necessarily have to be developed in a cost-effective scenario and in close
relationship with its intrinsic economic value.

The present research project aims at the identification of genetic risk
factors for cardiovascular events in the Brazilian population and the
development of an algorithm with high predictive value for the diagnosis of
these events.

This thesis is, didactically, divided into 2 modules. Firstly, we have
exemplified the used paradigm through the development of a genetic
association study conducted in the Brazilian population. Here, we were able
to describe and characterize genetic variants with the capacity of risk stratify
populations into high and low risk groups. This section was possible with the
use of data derived from patients with multi-vessel coronary artery disease
and the analysis of the C242T gene variant of the p22phox gene, a subunit of
the NADPH oxidase protein complex. Our data show not only a major signal

of association between this genetic variant and overall mortality in this



population, but also shed light on the potential molecular mechanism of this
finding.

Secondly, we have described the potential limitations of this approach
analyzing information derived for the individual patient. Here, we propose a
new risk stratification algorithm for this population with the capacity to provide
individual risk with increased sensitivity and specificity. Through the use of a
dimensionality reduction analytical approach we were able to find a predictive
algorithm with higher accuracy than the one derived with the use of only
classical cardiovascular risk factors and no genetic information.

The understanding of the genetic basis for cardiovascular disease will
improve not only the early diagnosis of these disorders, facilitating the rise of
therapeutic approaches more specific and tailored to one’s particular genetic
susceptibility, but also lead to the identification of new pathways for effective

intervention.

Descriptors: 1. Genetics; 2. Polymorphism; 3. Genetic Screening; 4.
Cardiovascular disease; 5. Coronary disease; 6. Genetic markers; 7. Risk

factors
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca Arterial Coronaria

A doenca arterial coronaria (DAC) € uma doenca complexa com
predisposicao genética clara e participagao importante de fatores ambientais
(Wang 2005). O estudo dos determinantes ambientais de risco para o
desenvolvimento da DAC proporcionou avangos nao apenas para O
entendimento de aspectos fundamentais da fisiopatologia da doenca, mas
também na forma como a diagnosticamos, prevenimos e tratamos (Peyser
1997). No entanto, apesar do conhecimento de uma série de fatores de risco
ambientais para a doenca, esta ainda continua a ser a principal causa de
mortalidade em paises desenvolvidos, sendo responsavel ndo apenas por

uma parcela significativa dos gastos de salude destes paises, mas também
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por uma perda significativa de anos de vida produtiva nos individuos
acometidos (Russell, Huse et al. 1998).

A despeito da conhecida participacdo de fatores genéticos no
desenvolvimento e manifestacao clinica da DAC, poucos marcadores deste
tipo de risco sdo atualmente conhecidos (Ganesh and Nabel 2005; Morgan,
Krumholz et al. 2007). Neste cenario, diversas iniciativas em todo o mundo
tém objetivado identificar determinantes genéticos da doenca, a fim de
revelar aspectos desconhecidos da aterogénese, novas formas de
estratificacdo de risco, prevencao e tratamento (Ganesh, Skelding et al.
2004; Miller, Ridker et al. 2007).

O presente estudo objetiva a caracterizacao de marcador genético com
potencial diagnéstico e prognéstico a ser utilizado em individuos da
populacao brasileira para a identificacdo de pessoas com risco aumentado

de desenvolvimento de eventos cardiovasculares.

1.2. Impacto econdmico e social da Doenca Arterial Coronaria

A DAC é a principal causa de morte no Brasil e na maioria dos paises
industrializados do mundo (Cutler, Thom et al. 2006). Nos Estados Unidos,
mais de 14 milhdes de individuos sdo acometidos pela doencga, a um custo
médico e social que ultrapassa 90 bilhdes de dblares por ano.
Aproximadamente 10% dos eventos coronarios ocorrem em individuos com
menos de 50 anos de idade (Thom, Haase et al. 2006; Rosamond, Flegal et

al. 2007).
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No Brasil, as doencgas do aparelho circulatério sdo responsaveis por
10% das internacées hospitalares (1.163.808 pacientes), ficando em 3°
lugar, atras de parto e problemas relacionados (22,6%) e doencas do
aparelho respiratério (15,5%).

O total aproximado de gastos anuais com saude no pais é de R$ 142
bilhdes e o mercado de salde privada no Brasil é estimado em R$ 78,1
bilhdes. Grande parte deste valor é direta ou indiretamente ligado a

prevaléncia e a incidéncia da doenca cardiovascular em nosso meio.

1.3. Importancia de Fatores de Risco Classicos no desenvolvimento de

DAC

Fatores de risco ambientais sdo amplamente aceitos no modelo de
desenvolvimento de DAC. Estes incluem fatores de risco maiores (que
conferem aumento independente de risco) e menores (sem evidéncia
definitiva de conferir aumento independente de risco). Historicamente, os
fatores de risco maiores (também denominados classicos) sao o tabagismo,
a dislipidemia e a hipertensao arterial, e os fatores de risco menores incluem
0 sedentarismo, a obesidade, o diabetes mellitus, fatores psicossociais e a
resisténcia a insulina. Na ultima década, a American Heart Association
elevou o sedentarismo, a obesidade e o diabetes a qualidade de fatores de
risco maior, baseada em evidéncias epidemiolégicas acumuladas por meio
de diversos estudos prospectivos populacionais (2001; Smith, Allen et al.

2006).
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As inter-relagdes entre tais fatores de risco tém sido amplamente
estudadas e constituem a base de programas de prevencao primaria e
secundaria para DAC (Smith, Allen et al. 2006). No entanto, recentemente,
diversas evidéncias tém demonstrado que estes fatores de risco classicos
apresentam por sua vez grandes componentes de determinagao genética.

Entretanto, ainda ndo esta claro em que proporcado a variabilidade
genética é suficiente para disparar o processo de desenvolvimento de DAC
independentemente dos fatores de risco classicos, como dislipidemia,
hipertensdo ou tabagismo ou em que medida ela atuaria através da
modulagao do risco conferido pelos fatores classicos.

Desta maneira, fatores de risco genéticos poderiam nao apenas definir
diretamente o risco de desenvolvimento de DAC, mas também determinar
em grande parte, por via indireta, este risco, modulando um risco aumentado
de desenvolvimento de condicdes ou patologias que aumentam o risco de
desenvolvimento da doenca (como, por exemplo, diabetes e hipertensao
arterial).

De fato, uma série de estudos demonstrou e quantificou o papel de
fatores genéticos na variabilidade individual dos diversos fatores de risco
classicos associados ao desenvolvimento de DAC. O Northern Manhattan
Family Study avaliando 803 pacientes de 89 familias hipanico-caribenhas
determinou a herdabilidade (h?) de varios fatores de risco cardiovascular:
46% para circunferéncia abdominal, 24% para glicemia de jejum, 47% para
triglicérides, 60% para HDL colesterol, 16% para pressao arterial sistdlica,

21% para pressao arterial diastélica e 30% para hipertensao arterial (Lin,
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Boden-Albala et al. 2005). O San Antonio Family Heart Study foi realizado
com 1.250 individuos de 40 familias de individuos mexicanos residentes no
Texas. Para a maioria dos fenétipos relacionados aos lipides e lipoproteinas,
a proporcao da variancia atribuida aos genes foi no minimo trés vezes
superior a atribuida aos fatores ambientais mensuraveis. Os efeitos
genéticos e de ambiente familiar, analisados conjuntamente, foram
responsaveis por 50 a 60% do total da variabilidade fenotipica para
lipides/lipoproteinas, pressao arterial e medidas antropométricas e por 30 a
50% para mensuragdes relacionadas a glicemia. Os valores de
herdabilidade obtidos foram todos significativos: colesterol total (39,2%),
HDL-c (45,5%), LDL-c (40,1%), triglicérides (39,6%), apoAl (43,1%), apoAll
(34,1%), apoB (80,8%), apoE (33,3%), LpAl (36,0%), Lp[a] (69,0%),
atividade de LCAT (20,6%), glicemia de jejum e 2h apods sobrecarga de
glicose (18,3% e 15,9%, respectivamente), insulina de jejum e 2 horas apos
sobrecarga (34,8% e 12,9%, respectivamente), pressao arterial sistdlica e
pressao arterial diastélica (17,8% e 28,3%, respectivamente) e indice de
massa corporea (42,4%) (Mitchell, Kammerer et al. 1996).

Ademais, ha evidéncias epidemioldgicas e experimentais de que o
risco conferido por fatores de risco classicos parece ser modulado pela
idade, definindo desta maneira sub-populacbées em que a presenca de um
destes fatores de risco parece desempenhar papel ainda mais relevante. Por
exemplo, a presenca de tabagismo parece ser um fator de risco para DAC
mais importante em individuos jovens do que em individuos mais idosos

(Nascetti, Elosua et al. 2001).
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Tais fatos indicam ainda a necessidade de que estudos de identificacao
de fatores de risco genéticos para o desenvolvimento de DAC incorporem a
seu desenho e forma de andlise as diversas inter-relacbes e modulacoes
entre fatores de risco ambientais, entre os determinantes genéticos de
fatores de risco ambientais e outras variaveis de risco genético que atuem
de maneira outra que nao via fatores de risco classicos (Wallace 2006; Kraft,
Yen et al. 2007).

Do ponto de vista operacional, o estudo de fatores de risco classico
pode contribuir na identificacdo de covariaveis que apresentem efeitos
marginais ou modulem o efeito de outra variavel, definindo uma relacdo de
pleiotropismo ou epistasia. O presente estudo pretende trabalhar com este
problema de duas maneiras diferentes: primeiro, pela analise estratificada
por subgrupos identificaveis; segundo, por modelos de regressao que
permitam o ajuste para covariaveis que modulem o efeito final. Ambas as
abordagens serao desenvolvidas no decorrer do estudo e irdo permitir
aumentar a homogeneidade do efeito genético e explorar as complexas
relacoes existentes entre fatores de riscos genéticos e ambientais na

determinacao do risco de desenvolver DAC.

1.4. Histéria familiar como fator de risco para DAC

O papel da histéria familiar como fator de risco independente para

doenca coronaria ja foi claramente definido através de varios estudos

prospectivos. Mantém-se como fator independente de risco apds ajuste para
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outros fatores de risco classicos como lipides, pressao arterial, obesidade,
diabetes, classe social, tabagismo, consumo de alcool e dieta (Watkins and
Farrall 2006).

A histéria familiar prové informacao util na definicdo do risco
cardiovascular individual (Sorensen, Nielsen et al. 1988; Crouch and
Gramling 2005) e numerosos estudos ja foram realizados confirmando a
agregacao de casos de doenca coronaria em familias. Por exemplo, dados
do estudo de Framingham mostram que pessoas com historia familiar
positiva apresentaram um risco cardiovascular 29% maior que o de
individuos sem histéria familiar (Myers, Kiely et al. 1990). Do mesmo modo,
programas voltados a prevencdo de doencgas cardiovasculares, como o
Programa Nacional de Educacdo sobre Colesterol (NCEP) americano,
consideram histéria familiar de doenca cardiovascular precoce como fator de
risco e utilizam este dado na definicdo do status de risco de determinado
individuo (2001).

Varios estudos estimaram o risco relativo de desenvolvimento de DAC
precoce em irmaos de pacientes com DAC precoce entre 1.5 e 12.1,
dependendo da idade de aparecimento do caso indice (probando) na familia.

Marenberg e col. investigaram o risco de DAC precoce em 3298
gémeos monozigoéticos e 5964 gémeos dizigbéticos masculinos e 4012
gémeas monozigoticas e 7730 gémeas dizigbticas. Para homens, o risco
relativo de morte por DAC antes dos 55 anos foi 8.1 para gémeos
monozigoticos e 3.8 para gémeos dizigbticos quando o caso-indice havia

falecido em decorréncia de DAC com idade inferior a de 55 anos, em
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comparacao com aqueles em que o irmao nao havia falecido até os 55 anos.
Para mulheres, os riscos relativos correspondentes para morte em
decorréncia de DAC antes da idade de 65 anos foram de 15.0 para gémeas
monozigoticas e 2.6 para gémeas dizigbticas (Marenberg, Risch et al. 1994).
Neste sentido, existem evidéncias que fatores herdados podem explicar
parte do risco de determinado individuo desenvolver DAC. No entanto, tais
estudos nao contribuem de forma significativa para a identificacdo destes
fatores.

A possibilidade de que a histéria familiar positiva pudesse ser uma
varidvel contaminada com habitos familiares culturais de risco e nao
representar diretamente uma inferéncia de que fatores bioldgicos
hereditarios sejam os causadores de risco aumentado também ja foi
abordada através de estudos com irmaos adotivos (Sorensen, Holst et al.
1998; Osler, Holst et al. 2001). Um dos estudos mais detalhados foi
realizado através do seguimento de criancas nascidas entre os anos de
1924 e 1926 que foram subseqlientemente adotadas por familias que nao
eram biologicamente relacionadas as criancas adotadas. Neste estudo foram
acompanhadas 960 familias até 1982. O objetivo era o de comparar a taxa
de mortalidade de adotados, cujos pais biol6gicos haviam falecido antes dos
50 ou antes dos 70 anos de idade, com a taxa de mortalidade daqueles que
ainda tinham seus pais biologicos vivos nestas duas idades. Uma
comparacao similar foi realizada com relagdo aos pais adotivos. Assim,
pessoas adotadas que tiveram pelo menos um de seus pais biologicos

falecido antes dos 50 ou dos 70 anos de idade apresentaram um risco
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relativo 1,7 e 1,8, respectivamente, maior para doenca coronaria do que
aquelas cujos pais bioldgicos ainda estavam vivos nestas idades. Ainda, a
morte de um dos pais biolégicos por causas cardiovasculares antes dos 50
anos de idade esteve relacionada a um aumento de 4,5 vezes no risco de
mortalidade pela mesma causa na pessoa adotada. A morte de pais adotivos
por causas cardiovasculares com idade inferior a 50 anos também esteve
associada a uma tendéncia de aumento da mortalidade da pessoa adotada,
mas este aumento de risco nao se mostrou significativo nesta série. A maior
implicacdo deste estudo foi a observacao de que fatores genéticos tém
influéncia sobre o desenvolvimento de doenca cardiovascular em idade
precoce, sendo que esta importancia relativa diminui com o progredir da
idade (Evans, Van Baal et al. 2003).

Percebe-se, assim, que uma grande variedade de observagcdes
convergentes sugere que variaveis genéticas tém relevancia na
fisiopatologia da DAC. Além do valor preditivo de uma histéria familiar
positiva para DAC precoce e da verificagdo da agregacdo de casos
familiares de DAC, fendtipos intermediarios para DAC tém sido descritos
com maior freqiéncia e incidéncia em filhos de pacientes com DAC (Rutter,
Meigs et al. 2005). Desta maneira, uma prevaléncia maior de aterosclerose
carotidea, defeitos de perfusdo miocérdica, indices de disfungcédo endotelial e
alteracoes eletrocardiograficas tem sido descrita em familiares de primeiro-
grau de individuos afetados por DAC, sendo que estas associagcoes também

persistem mesmo apds ajuste para fatores de risco cardiovascular classicos
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(Haapanen, Koskenvuo et al. 1989; Giannini, Diament et al. 1998;
Margaglione, Cappucci et al. 2000).

Ao mesmo tempo, através da andlise destes estudos fica clara a
dificuldade de quantificacao do valor da histéria familiar na definicao do risco
cardiovascular de um individuo, mesmo que este tenha uma histéria familiar
positiva. Este fato coloca um claro obstaculo ao uso clinico deste tipo de
informagao.

Novos fatores de risco cardiovascular sdo, pelo menos em parte,
geneticamente determinados, como, por exemplo, a concentracido sérica de
lipoproteinas, de proteina-C reativa ou homocisteina plasmatica. A
identificagdo destes novos fatores de risco, assim como o maior
conhecimento da hereditariedade dos fatores de risco classicos, aponta para
uma mudanga significativa no entendimento do risco cardiovascular
“hereditario”. Este conhecimento passa cada vez mais a ser associado a
componentes mais mensuraveis.

No entanto, a identificacdo bioquimica de variaveis de risco
cardiovascular, que poderia ser utilizada como potencial marcador
intermediario do risco hereditario, é limitada quanto ao seu significado e
abrangéncia. De um lado, pode significar ndo apenas componente do risco
hereditario, mas espelhar também alteragdes fisiopatoldégicas subclinicas
vigentes em um individuo com risco aumentado (infeccdo crénica ou um
estado de ativagdo pré-inflamatério, por exemplo), ndo contribuindo, desta
forma, para explicar por completo o componente de risco hereditario de um

individuo. Por outro lado, os métodos de deteccdo de alteracbes séricas
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podem nao ser sensiveis o suficiente para detectar alteracbes de
homeostase protéica que ocorram na intimidade da placa aterosclerética.
Finalmente, a deteccdo de marcadores séricos de risco, apesar de sucesso
comprovado como preditor do risco cardiovascular de um individuo, somente
pode ocorrer a partir do momento que alteracdes protéicas ja existem. Uma
vez que variaveis de risco hereditario existem a partir do momento da
concepgado, marcadores deste risco, intrinsecamente relacionados a
constituicido genética do individuo, poderiam ser diagnosticados ja no
momento do nascimento, aumentando de maneira significativa o tempo para

que abordagens de prevencao sejam instituidas.

1.5. A importancia de fatores de risco genético

Uma vez estabelecida a existéncia e a importancia relativa de fatores
de risco genético na determinacao do risco cardiovascular de determinado
individuo, torna-se necessario identificar e validar o uso destes fatores de

risco em nossa populacéao.

1.5.1. Encontrando genes que modulem tragos complexos

Organismos apresentam variabilidade em todos os aspectos biologicos,
incluindo morfologia, comportamento, fisiologia, desenvolvimento e
suscetibilidade a doencas complexas. Muitos destes fenodtipos sao

controlados por multiplos genes, sendo denominados poligénicos ou tragos
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complexos, em com os fenétipos que sao controlados por um Unico gene
(tragos monogénicos ou mendelianos). O fato de que a maioria, senado todos,
os tracos mendelianos possam ser modificados pelo “pano de fundo”
genético sugere que poucos sado os fendtipos puramente monogénicos
(Glazier, Nadeau et al. 2002).

Muitos genes que controlam tragos mendelianos foram descritos nas
Ultimas duas décadas, em contraste com o0s poucos descritos para a
modulacdo dos tracos complexos. Genes que contribuem para tragos
complexos quantitativos (denominados em inglés de QTL, para Quantitative
Trait Loci), apresentam caracteristicas especificas que tornam sua
identificacdo muito mais trabalhosa e dificil. Tais caracteristicas incluem
heterogeneidade genética, epistasia, penetrdncia baixa, expressividade
variavel, pleiotropia e importancia relativa pequena na explicacdo da
variabilidade total do fenétipo de interesse. A despeito destes problemas, a
perspectiva futura de sucesso tem sido muito otimista, principalmente devido
ao recente desenvolvimento de um extenso arsenal de recursos advindos
dos estudos de genomas e de importantes avancos em biotecnologia.

Em tragos e doencas mendelianas, o primeiro passo na descoberta de
genes causadores envolve 0 mapeamento preciso e inquestionavel deste
gene a uma pequena regidao genémica. Este processo é realizado por meio
do estudo de grandes familias nucleares que apresentam segregacao
dicotdmica da doencga, ou traco de interesse, e do uso de painéis de
marcadores genéticos polimérficos espalhados de maneira a construir um

mapa genético de todos os individuos, afetados ou nao-afetados, da familia.
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O objetivo desse tipo de estudo, denominado estudo de ligacao, é o de
encontrar uma regido gendmica compartilhada por todos os individuos
afetados, mas ndo compartilhada pelos individuos néao-afetados.
Tipicamente, devido a forte relacdo existente entre gendtipo e fendtipo
nestes casos, um Unico individuo recombinante para a regido em estudo
pode ser suficiente para definir o intervalo minimo que contém o gene
causador da doencga para pequenas regides gendmicas, muitas vezes com
menos de 1cM. Como resultante, a descoberta da seqiéncia variante (a
alteracao causadora da doenca) pode ser realizada muitas vezes através do
rastreamento de apenas alguns poucos genes candidatos.

As mesmas certezas ndo se aplicam aos tragos geneticamente
complexos. Nesta situacao, uma série de outras variaveis entra em questao,
complicando a analise da correlagcdo genotipo-fenédtipo. Nao se espera,
agora, que exista correlacao total entre determinado marcador genético e o
traco estudado, mas sim uma associacao deste com o fenétipo. Nao se
define mais variante causadora da doenca, mas sim, variante que aumenta o
risco da mesma. Nao se espera que uma unica alteragcao de DNA explique a
existéncia ou ndao da doenga, mas sim, um conjunto de marcadores, que

interagem entre si e com fatores ambientais.

1.5.2. Avancos nas abordagens atuais

Exposto o cenario, atualmente se propde que a busca de variaveis que

modulam doencas complexas se dé em diversas etapas.
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O desenvolvimento da estatistica genética no século XX pode ser
dividido em 3 fases ndo totalmente independentes: (1) desenvolvimento
teérico de métodos estatisticos, (2) avancos tecnolégicos levando a
aplicacao pratica destes métodos a dados reais e (3) desenvolvimento de
desenhos de estudo mais sofisticados e voltados para situacoes especificas.

Na primeira fase, a base tedrica para a segregacado de informacao
genética foi elucidada e algoritmos estatisticos foram propostos para o
mapeamento de genes através da utilizacdo de técnicas de andlise de
ligacdo e desequilibrio de ligacao. Praticamente toda a abordagem
estatistica utilizada atualmente foi concebida na primeira metade do século
XX. A segunda fase, a era tecnolégica, iniciou-se com o desenvolvimento de
programas para analises de ligagcao, no final da década de 1950, e com o
desenvolvimento de conjuntos de marcadores moleculares polimérficos
espalhados por todo o genoma. Avancos em computacdo e biologia
molecular revolucionaram o mapeamento genético.

Cabe, neste momento, uma breve discussdo sobre a terminologia
genética utilizada no restante deste projeto. A recente revolucao na biologia
molecular e 0 aumento do entendimento de processos fundamentais em
biologia levaram ao equacionamento de conceitos advindos da genética
classica com fendbmenos moleculares recentemente descritos que parecem
explicar tais conceitos, pelo menos em algumas situacbes. Ao mesmo
tempo, este processo levou a certa confusdo e inconsisténcia da

terminologia utilizada, uma vez que a sinonimia dos termos geralmente nao
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€ completa. Muitos termos cunhados por geneticistas classicos tém
significados mais gerais do que os utilizados atualmente.

O termo polimorfismo deriva do grego poly (muitas) e morphe (forma),
devendo assim referir-se a algo que exista em duas ou mais formas
distintas, em nosso caso um Jocus que tenha dois ou mais alelos na
populacdo. Historicamente o termo polimorfismo tem sido definido como um
locus que tenha pelo menos dois alelos com freqiéncia maior que 1% na
populacdo. No entanto, este tipo de restricdo ndo parece ser particularmente
atil, uma vez que muitos Jloci que predispdem a doencas nao seriam
considerados polimérficos por esta definicho e muitas variantes génicas
analisadas como single nucleotide polymorphisms (SNPs) nao seriam,
tecnicamente, polimorfismos. Ainda, um determinado sitio, considerado
como polimorfismo quando estudado em uma populagdo, pode nao se
qualificar como tal em outra populagdo, e um locus que tenha 200 alelos
igualmente freqlentes ndo seria nunca considerado um polimorfismo, a
despeito do fato de que a maioria dos individuos iria apresentar dois
diferentes alelos em seus dois cromossomos neste mesmo /ocus. Parece,
entdo, mais apropriado chamar de polimorfismo qualquer entidade com dois
ou mais alelos, independente de suas freqtiéncias populacionais.

Curiosamente, um outro uso vernacular da palavra surge quando se
questiona a participacado funcional de determinada variante génica: &€ um
polimorfismo ou mutacdo? O uso da palavra polimorfismo nesta situacao
tenta indicar um alelo fenotipicamente silencioso; mutagdo, por sua vez,

significaria um alelo causador de doenca. A palavra mutacao deriva do latim
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mutatio (mudanca) e se refere ao processo através do qual uma seqiéncia
de DNA pode ser alterada. Apesar de tais alteracdes levarem a criacao de
novos alelos, parece inadequado o uso da palavra mutacdo para a
qualificacao dos efeitos fenotipicos do mesmo. Também deveriamos evitar o
uso da palavra polimorfismo quando na verdade estamos nos referindo a um
alelo. Desta maneira, parece mais adequado, ao invés da dicotdmica divisao
polimorfismo versus mutag&o, o uso dos termos alelo silencioso, ou neutro,

versus alelo causador ou que predispde a doenga (ou fendtipo).

1.5.3. Determinantes genéticos da DAC e estudos de associacao:

Varios estudos vém sendo realizados no sentido de identificar
marcadores genéticos de risco para DAC. Nestes, diferentes desenhos
experimentais tém sido contemplados e diferentes fenétipos escolhidos
como alvo. A despeito do grande esforco destas abordagens, os resultados
ainda nao sao conclusivos e esta permanece uma area de intensos esforcos
elucidativos (Nabel 2003).

Com o objetivo de determinar variantes genéticas que aumentem o
risco de infarto do miocardio, Yamada e colaboradores examinaram a
prevaléncia de 112 polimorfismos em 71 genes candidatos em pacientes
com infarto do miocardio e individuos controle no Japao. Esta analise
revelou uma associacdo estatisticamente significante em homens (um
polimorfismo citosina para timina no nucleotideo 1019 do gene da conexina

37) e duas em mulheres (a inser¢cao G na posicao -668 do promotor do gene
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PAI-l e a insercdo de uma adenina na posicdo -1171 no gene da
estromelisina-1). Estes resultados sugerem que, nesta populacdo, tais
polimorfismos podem conferir suscetibilidade direta a ocorréncia de infarto
do miocardio (Yamada, Izawa et al. 2002).

O estudo GeneQuest investigou 62 genes candidatos em pacientes e
familiares em primeiro grau com infarto do miocardio precoce (homens com
menos de 45 anos e mulheres com menos de 50 anos). Neste estudo, com
um desenho tipo caso-controle comparando as sequéncias genémicas de 72
polimorfismos entre casos e controles, identificaram-se trés variantes nos
genes codificando trombospondina-4, trombospondina-2 e trombospondina-1
associadas estatisticamente a DAC precoce. O mecanismo bioldgico através
do qual estas variantes podem levar a um infarto do miocardio precoce ainda
nao foi totalmente esclarecido (McCarthy, Parker et al. 2004).

Pesquisadores envolvidos em varios estudos epidemiolégicos, como o
estudo de Framingham, tém coletado um grande numero de amostras
biolégicas, incluindo DNA, de individuos participantes, além de um conjunto
enorme de informagbes demogréficas, clinicas e laboratoriais. Os
desenvolvimentos tecnol6gicos atuais permitem agora o teste em larga
escala de varias centenas de variantes genéticas, o que pode fornecer
ferramenta adequada de cobertura de quase todo 0 genoma humano.

As tecnologias disponiveis para este empreendimento também tém se
expandido rapidamente. A anadlise por microarray foi primeiramente
apresentada conceitualmente em 1994 e o primeiro manuscrito publicado

utilizando-se a metodologia ocorreu em 1995. Atualmente, 0 genoma inteiro
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pode ser amostrado em um unico microarray (ou chip de DNA). Esses chips
permitem que polimorfismos génicos do genoma de individuos participantes
de determinado estudo sejam avaliados, sendo que os métodos de
genotipagem atuais através dessa tecnologia podem amostrar até 1.000.000
de variantes genéticas simultaneamente.

A associacdo dessa miriade de dados genotipicos com informacdes
clinicas bem caracterizadas pode fornecer ao investigador as variaveis
necessarias para o desenvolvimento de uma equacao preditora com alta
acuracia.

Assim como com qualquer novo método, é importante ressaltar em que
cenario este tipo de abordagem pode transformar-se em importante
ferramenta ao investigador. Primeiramente, as populacdes em estudo devem
ser cuidadosamente caracterizadas no sentido de propiciar a selecao de
individuos com probabilidade elevada de compartilhar uma mesma “causa”
genética para seu fenétipo. Em segundo lugar, um nimero grande de casos
e controles deve ser utilizado de modo a fornecer ao estudo um poder
estatistico adequado para identificar os marcadores de interesse.
Finalmente, a grande quantidade de dados gerada necessita de capacidade
computacional adequada para sua manipulacao e analise.

Os fatores de risco genéticos identificados através de estudos de
associagcdo gendmicos provavelmente estardo associados a riscos
moderados (assim como é de fato o caso para a grande maioria dos fatores
de risco ambientais ja caracterizados), ao contrario de valores de risco

extremamente altos encontrados nas doencas monogénicas. No entanto, se
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este fator de risco for relativamente freqliiente numa dada populacao, ele
pode responder por uma parcela significativa do risco populacional atribuido
para aquele fenétipo e ser de relevancia no desenvolvimento de algoritmos
diagnésticos para esta doencga nesta populacao.

Para o médico, antecipa-se que o resultado destes estudos sera
similar ao de avaliacdo e desenvolvimento de qualquer nova tecnologia
médica. Os primeiros resultados deverdao ser confirmados em populagdes
similares. Em seguida, a utilidade clinica das novas variantes identificadas
dependera de sua capacidade de melhorar a acuracia de algoritmos
diagndsticos ja existentes.

O entendimento das bases genéticas do desenvolvimento de DAC
facilitara ndo apenas o diagnostico precoce de suscetibilidade genética
(podendo assim delimitar abordagens terapéuticas individualizadas), mas
também podera levar a identificacdo de novas vias para intervencao

terapéutica.

1.6. Escolhendo um alvo: estresse oxidativo e homeostasia vascular

Estresse oxidativo é definido como um desbalanco do estado redox no
qual substancias pro-oxidantes sobrepdem-se a capacidade oxidante,
resultando na producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio.
Espécies reativas de oxigénio (EROs) ja foram associadas a patogénese de
virtualmente todo estagio vascular durante o desenrolar do processo

aterosclerotico (Fortuno, Jose et al. 2005).
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Tradicionalmente, os macréfagos foram considerados a fonte da maior
parte das EROs presentes na parede vascular, desempenhando importante
papel na patologia vascular (Cathcart 2004). No entanto, um nimero cada
vez maior de evidéncias indica que praticamente todos os tipos celulares
presentes na parede vascular (células endoteliais, musculares lisas e da
adventicia) produzem espécies reativas de oxigénio em quantidades
variaveis e em resposta a diversos estimulos, podendo participar de vias
autdcrinas ou paracrinas com o objetivo de modular a funcao celular
(Griendling and Harrison 1999).

As espécies reativas de oxigénio tém um papel fisiolégico na parede
vascular, participando como segundos mensageiros na modulagdo da
funcdo endotelial, no crescimento de células musculares lisas e endoteliais e
no remodelamento da parede vascular (Taniyama and Griendling 2003).
Cada uma dessas respostas, quando nao balanceada, contribui para o
desenvolvimento de doencas vasculares. A principal espécie reativa de
oxigénio presente no tecido vascular é o anion superéxido, que inativa o
oxido nitrico (NO), o principal fator de relaxamento vascular (Kojda and
Harrison 1999). A dismutacdo do anion superéxido pela superdxido
dismutase produz peroxido de hidrogénio, uma forma mais estavel de
espécie reativa de oxigénio que €& convertida em agua pela catalase e
glutationa peroxidase. O peroxido de hidrogénio e outros perdxidos sao
importantes na regulacdo da sinalizacdo de crescimento em células
musculares lisas e na resposta inflamatéria de lesées vasculares. Altos

niveis de superoxido, com o consequiente acumulo de peréxido de
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hidrogénio e a diminuicdo da biodisponibilidade de O6xido nitrico tém um
importante papel na modulagdo do remodelamento vascular (Irani 2000).
Finalmente, o produto da reacdo entre super6xido e Oxido nitrico, o
peroxinitrito, constitui uma importante molécula oxidante, com a capacidade
de oxidar proteinas, lipides e acidos nucléicos, também modulando o
processo de lesdo vascular (Beckman and Koppenol 1996).

A producéo intra- e extra-celular de EROs e a conseqliente ativacao de
vias de sinalizacdo especificas coordenam varias respostas fisiol6gicas
integradas em tecidos do sistema vascular. Um grande numero de estudos
demonstrou que EROs influenciam processos celulares no remodelamento
vascular através da ativagcdo de varias vias de sinalizagao intra-celular.
EROs ativam potentemente quinases reguladas por sinais extra-celulares;
proteinas quinase ativadas por mitdgenos importantes para o crescimento e
diferenciacdo celular; tirosinas quinase importantes em processos de
remodelamento e lesdo vascular; e proteinas tirosino fosfatases e fatores de
transcricdo como AP-1 e NF-kB, que induzem a expressdo de genes pro-
inflamatérios importantes no processo de inflamacao vascular associado a

hipertensao e aterosclerose (Cai 2005).

1.7. Os sistemas NADPH oxidase

Alteracoes relacionadas ao estresse oxidativo tém importante

participacdo na patogénese da aterosclerose e consequentemente da doenga

arterial coronaria. Uma producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio
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€ uma caracteristica de estados patoldgicos vasculares. Vias de sinalizacao
sensiveis ao estresse oxidativo modulam a estabilidade de placas
ateroscleréticas e o remodelamento vascular.

Fontes potenciais da producdo de superdxido vascular incluem NADPH
oxidases, xantina oxidases, ciclo-oxigenases, 6xido nitrico sintases ou oxidases
mitocondriais. Em particular, NADPH oxidases, que sdo a principal fonte
produtora de radicais superdxido no tecido vascular, estdo presentes em
artérias coronarias humanas, e a expressao de suas subunidades esta
correlacionada tanto com a gravidade do acometimento corondrio, quanto com
caracteristicas de estabilidade em placas de aterosclerose em artérias
coronarias humanas (Mueller, Laude et al. 2005).

A NADPH mais bem caracterizada é encontrada em fagécitos, onde
ocorre a maior fonte de producdo de superdxido, com papel fundamental na
protecdo imune gracas a sua atividade bactericida. A oxidase em fagécitos
consiste de um citocromo associado a membrana que compreende uma
subunidade grande, a gp91phox (o radical phox sendo derivado de phagocytic
oxidase), e uma subunidade pequena, a p22phox. Além destas, existem ao
menos trés subunidades citosdlicas (p47phox, p67phox e p40phox) e uma
proteina G de baixo peso molecular (rac2). Todas as subunidades presentes na
NADPH oxidase fagocitica também foram identificadas em células vasculares,
assim como os homodlogos de p47phox, p67phox e gp91phox (nox2): nox1,
nox4 e nox5 (Lassegue and Clempus 2003).

A expressao de subunidades da NADPH oxidase, principalmente p22phox

e nox2, é regulada positivamente em individuos portadores de doencga arterial
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coronaria (Azumi, Inoue et al. 1999). A subunidade p22phox € uma proteina
ligada a membrana citoplasmatica celular e é expressa em células com funcao
de fagocitose, células endoteliais e células musculares lisas (Griendling,

Sorescu et al. 2000).

1.8. O gene da p22phox como gene candidato no risco cardiovascular

Varios polimorfismos génicos ja foram descritos no gene que codifica a
subunidade p22phox (denominado CYBA), sendo que uma variante polimérfica
tem sido muito estudada por sua associagdo com fenétipos cardiovasculares. O
polimorfismo C242T encontra-se localizado em um sitio com capacidade de
ligacao a grupos heme (Dinauer, Pierce et al. 1990; Wyche, Wang et al. 2004).
Este polimorfismo é caracterizado por uma Unica alteracdo nucleotidica
(citosina por timina na posicao numero 242 do RNA mensageiro do gene), que
leva a substituicdo de histidina por tirosina na posigdo 72 da proteina
codificada.

A observacao inicial foi de que a prevaléncia do alelo 242T estaria
aumentada em individuos sem doenca arterial coronéria (Inoue, Kawashima
et al. 1998). Este achado inicial ndo encontrou suporte na andlise de dados
angiograficos do estudo prospectivo LCAS (Lipoprotein and Coronary Artery
Study), o qual sugeriu uma associacao entre o alelo 242T e uma maior
progressdao de doencga coronaria (Cahilly, Ballantyne et al. 2000). Outros

estudos do tipo caso-controle foram inconsistentes na descricdo de
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associagdes entre este polimorfismo e doenca vascular (Hayaishi-Okano,
Yamasaki et al. 2003; Corsetti, Ryan et al. 2007; He, Cheng et al. 2007).

Neste mesmo cenario, varios estudos funcionais objetivaram descrever
as possiveis associacoes entre polimorfismos no gene da p22phox e funcao
vascular medida através de fenétipos quantitativos intermediarios. Desta
maneira, através da medida da producao vascular de superéxido in vitro de
segmentos de veias safenas humanas de 110 pacientes submetidos a cirurgia
de revascularizagdo do miocardio, Guzik et al. observaram uma producao
significativamente menor de superdéxido em veias de pacientes com o alelo
242T (Guzik, West et al. 2000). Ainda, uma associacao entre um menor burst
oxidativo neutrofilico e o gendtipo TT foi descrita em individuos jovens, sem
histéria de DAC e com uma baixa prevaléncia de fatores de risco
cardiovascular (Wyche, Wang et al. 2004).

De maneira inversa, outros autores observaram uma associacao entre a
presenca do alelo 242T e aumento da atividade de NADPH oxidase. Shimo-
Nakanishi et al., através de estudo de transfeccao celular de cDNA do gene da
p22phox com o alelo 242C e 242T, observaram uma producdo de superoxido
significativamente maior em células transfectadas com cDNA contendo o alelo
242T da p22phox. Ainda, estes autores observaram em neutréfilos extraidos de
sangue periférico uma producao significativamente maior de anion superéxido
nos neutrofilos estimulados com PMA derivados de individuos portadores do
alelo 242T (Shimo-Nakanishi, Hasebe et al. 2004).

Nakano et al., com o objetivo de avaliar a influéncia do polimorfismo

C242T da p22phox e a concentragdo sérica de marcadores do estado redox,
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avaliaram amostras de soro de 134 pacientes diabéticos. Estes autores
observaram uma associacado significativa entre a presenca do alelo 242T e
niveis reduzidos de HDL oxidada e niveis aumentados de LDL oxidada
(Nakano, Matsunaga et al. 2003)

E claro, portanto, que a associagdo entre o gendtipo do polimorfismo
C242T do gene da p22phox e a ocorréncia de eventos cardiovasculares ainda

nao foi totalmente esclarecida.



2 . Objetivos
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2. OBJETIVOS

O presente projeto de pesquisa tem como objetivo a identificacao de
fatores de risco genético ao desenvolvimento de eventos cardiovasculares na
populacdo brasileira e 0o desenvolvimento de um algoritmo preditor com alta

acuracia para esse diagnéstico.

Especificamente, trata-se de:

1. investigar a associagao entre o polimorfismo C242T no gene codificante da
subunidade p22phox da NADPH oxidase humana e eventos cardiovasculares
em pacientes portadores de doenca arterial coronaria multiarterial seguidos por

5 anos;
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2. investigar o potencial mecanismo molecular de acédo do polimorfismo

estudado na modulacéo do risco cardiovascular em humanos;

3. avaliar se a informacao clinica advinda do marcador molecular estudado

pode ser associada a algoritmos clinicos de predicéo do risco cardiovascular.



3 . Casuistica e Métodos




Casuistica e Métodos 31

3. CASUISTICA E METODOS

Uma vez que o presente estudo utilizou-se de uma série de diferentes
ferramentas epidemioldgicas, laboratoriais e analiticas para abordar cada um
dos trés objetivos especificos, apresenta-se a descricdo metodolégica de
cada uma das ferramentas utilizadas em sec¢des destinadas a cada um dos

objetivos especificos propostos.

3.1. Objetivo 1

3.1.1. Casuistica e métodos

A abordagem analitica escolhida para explorar o objetivo especifico 1

foi a de um estudo de associacdo genética utilizando uma amostra de

individuos portadores de doenca coronaria multiarterial seguidos
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prospectivamente no Instituto do Coracdo por um periodo de 5 anos. A
hipotese aqui testada foi a de que o conhecimento sobre o genétipo do
polimorfismo C242T no gene codificante da p22phox teria o poder de
estratificar duas populacdes de pacientes com relacdo ao risco de eventos
cardiovasculares incidentes durante um periodo de 5 anos de seguimento.
Seguem-se descricoes sobre a casuistica, métodos de recrutamento,
variaveis coletadas, método laboratorial de determinacdo genotipica e
abordagem analitica utilizada para testar a hip6tese referente ao obijetivo

especifico 1.

3.1.2. Pacientes estudados:

Este estudo avaliou fatores de risco genético em pacientes
selecionados como participantes do projeto MASS Il (The Medicine,
Angioplasty and Surgery Study II).

O projeto MASS Il consiste de um estudo unicéntrico, aleatorizado,
prospectivo e multidisciplinar que compara as opcgdes terapéuticas:
tratamento clinico, revascularizagdo cirurgica do miocardio e angioplastia
transluminal coronaria em pacientes com doencga arterial coronaria de
caracteristica multiarterial, apresentando angina estavel e funcao ventricular
preservada. O projeto MASS vem sendo desenvolvido no Instituto do
Coracao (InCor) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, envolvendo a Unidade Clinica de Coronariopatia

Crbnica, o Servico de Métodos Graficos, o Laboratério de Pesquisas
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Clinicas, o Servigo de Hemodinamica, a Divisédo de Cirurgia e o Laboratério
de Genética e Cardiologia Molecular, com aprovagdo da Comissao de Etica
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo sob o0 no. 264/94/11.

3.1.3. Selecao de pacientes

A populacao considerada para a inclusdo no projeto MASS I
compreende pacientes com DAC multiarterial, portadores de angina estavel
e/ou isquemia miocardica esforco-induzida, com diagnéstico através de
estudo cinecoronariografico revelador de estenoses coronarias significativas
(>70%) em dois ou mais ramos arteriais. As cinecoronariografias foram
realizadas em até dois meses antes do procedimento, sendo analisadas por
um cardiologista clinico, um cardiologista intervencionista e um cirurgiao
cardiovascular, havendo necessidade para a randomizacdao de uma triplice
concordancia para a indicagao do tipo de intervencao de revascularizacao do

miocardio isquémico (ATC e RCM)

3.1.4. Critérios para a nao-inclusao

Foram considerados critérios de exclusao no estudo MASS Il os

seguintes:

e |dade (<35 ou >75 anos);
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Doencas cardiacas  associadas  (congénita, valvar,
miocardiopatia nao-isquémica, pericardica);
Cinecoronariografia de definicdo insatisfatoria;

FEVE < 35% (calculada pela formula de Dodge);

Aneurisma de ventriculo esquerdo;

Revascularizacao prévia do miocardio (RCM ou ATC);

Angina instavel ou IAM nas ultimas quatro semanas;

Lesao do tronco da artéria coronaria esquerda > 50%;

Extensa calcificacdo de aorta ascendente ou espasmo
coronario primario;

Acidente Vascular Encefédlico ou Ataque Isquémico Transitério
nos ultimos seis meses;

Anatomia coronaria inacessivel para ATC ou RCM (de acordo
com o consenso dos cardiologistas: o clinico, o intervencionista
e 0 cirurgiao);

Expectativa de vida limitada a doenca grave associada
(neoplasia, insuficiéncia renal ou hepatica, doencas
hematoldgicas ou discrasias sanguineas);

Gravidez (suspeita, diagnosticada ou planejada);

Outras morbidades que contra-indicassem ATC ou RCM.
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3.1.5. Definigcao de critérios e procedimentos de investigacao

Os pacientes participantes do projeto MASS II, foram aleatorizados
para RCM ou ATC e submetidos aos respectivos procedimentos de
revascularizacdo do miocardio isquémico, com intervalo, quando possivel,
de até quatro semanas apdés a aleatorizagao.

Assim, foram selecionados pacientes de maneira equivalente e
consecutiva, de acordo com o numero de artérias envolvidas, com a
localizagdo das lesbes coronarias e ainda indicacbes semelhantes para
ambos os procedimentos de revascularizacao do miocardio.

A angina foi considerada de acordo com a classificacao funcional da
Canadian Cardiovascular Society (Campeau 1976), entendendo-se como
refrataria quando os pacientes tratados com terapia anti-isquémica triplice
(betabloqueador e/ou blogueador de canais de calcio, nitrato e aspirina) nao
obtiveram sucesso.

O infarto agudo do miocardio foi assim definido:

1 — surgimento de novas ondas Q em pelo menos duas derivacoes
eletrocardiograficas contiguas; ou

2- sintomas compativeis com infarto agudo do miocardio, associados
a elevacao da fracao MB da enzima creatinofosfoquinase (CPK) maior que
trés vezes o limite superior ao normal, ndo sendo considerado diagndstico
para o grupo ATC quando esta elevacao ocorresse dentro de 96 horas apés

o procedimento de revascularizacado (Chaitman, Rosen et al. 1997).
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A revascularizagdo do miocardio anatomicamente completa foi
definida, angiograficamente, como a auséncia de lesdo coronaria residual
importante (>70%) em todos os ramos epicardicos considerados passiveis
de receber o tratamento através da ATC ou de acordo com o numero de
anastomoses distais realizadas em todos os vasos considerados doentes na
mesma condicdo (Bourassa, Yeh et al. 1998).

Os eventos cardiacos passaram a ser analisados apds a respectiva
alta dos pacientes sobreviventes aos procedimentos de revascularizacdo do
miocardio.

A avaliagédo clinica foi realizada trimestralmente durante os cinco
primeiros anos apos a intervengao, enquanto que a avaliacao funcional foi
realizada através do teste ergométrico (TE) em esteira, de acordo com o
protocolo Bruce modificado em condi¢cées basais ao final de cada ano de
seguimento até completar o 5° ano apds a intervengao.

O teste ergométrico foi considerado ineficaz quando o paciente nao
conseguiu atingir 5 METs (equivalente metabdlico) ou FC maxima < 80%.

Exceto quando contra-indicado, todos os pacientes receberam
aspirina, nitratos, inibidores da HMG-CoA reductase, inibidores da ECA,
betabloqueadores e/ou bloqueadores do canal de calcio. Exames de rotina
incluiram ECG de repouso, ecocardiograma e rotina laboratorial a cada seis
meses.

Os pacientes do grupo ATC foram submetidos a angiografia

corondria, de rotina, no 6° més pds-procedimento.
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3.1.6. Cateterismo cardiaco

Todos os pacientes foram submetidos a cinecoronariografia em
aparelho Philips modelo Integris 3000, incluindo coronariografia e
ventriculografia esquerda pela técnica de Sones ou Seldinger, com registro
de pelo menos quatro projecdes ortogonais para a avaliagdo da artéria
coronaria esquerda e duas projecoes para a artéria coronaria direita, bem
como para os enxertos arteriais ou venosos, quando presentes no grupo
RCM submetido a cineangiocoronariografia de controle (Sones 1962). A
fracdo de ejecao foi calculada pela férmula proposta por Dodge et al.
(Dodge, Sandler et al. 1966).

Dois observadores experientes quantificaram visualmente as
obstrucdées (considerando significativas aquelas = 50%), bem como a
presenca de circulacdo colateral. A classificacdo das lesées coronarias foi
baseada na sua localizacdo, gravidade, extensdo e angulacdo conforme
proposto por Ryan et al. (Ryan, Bauman et al. 1993).

A doenca aterosclerética coronaria multiarterial foi caracterizada
quando encontrada estenose = 50% em mais de uma artéria coronaria ou
um de seus ramos, considerando-se apenas vasos com didmetro luminal

superior a 1,5 mm.
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3.1.7. Revascularizacao cirurgica do miocardio

A RCM foi realizada utilizando técnica cirdrgica padronizada, sob
hipotermia e uso de solucdo cardioplégica (Kirklin, Frye et al. 1991). O
cirurgido cardiovascular foi estimulado a intervir em todas as artérias
abordaveis, incluindo aquelas com estenose < 50%. Dessa forma, a
estratégia cirtrgica foi determinada pelo cirurgido com o objetivo de obter
RM completa, utilizando enxertos venosos ou condutos arteriais, sempre que
possivel.

Os pacientes foram submetidos ao procedimento apés a definicao da
estratégia terapéutica, tendo sido medicados com betabloqueadores e
drogas anti-plaquetarias, quando necessario em todo o periodo peri-

operatério.

3.1.8. Revascularizacao miocardica percutanea

A angioplastia transluminal coronéaria (ATC) foi realizada conforme
técnica convencional, incluindo a administracdo oral de aspirina ou
ticlodipina nas 24 horas precedentes (Safian, Feldman et al. 2001); heparina
endovenosa (10000 Ul) e nitroglicerina foram infundidas imediatamente
antes e durante o procedimento.

Os cardiologistas intervencionistas foram estimulados a intervir em
todas as artérias que pudessem estar contribuindo para a isquemia

miocardica e/ou demonstrassem obstru¢cdao = 70%. Além disso, todas as
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opcoes técnicas baseadas em cateteres estavam disponiveis, incluindo
cateter-baldo, stent, “laser”, aterectomia direcional e/ou rotacional, de tal
modo que a estratégia foi planejada para permitir a revascularizacao
funcional completa, iniciando pelo tratamento da leséo “culpada”, seguida do
tratamento dos outros vasos. Quando necessaria, a ATC foi planejada e
realizada em mais de uma sessao.

No caso de oclusdo aguda do vaso tratado durante a ATC, o
cardiologista intervencionista e o cardiologista clinico tinham a opg¢ao de
indicar a cirurgia de revascularizacédo do miocardio, de emergéncia.

Em todos os procedimentos percutidneos havia uma equipe de cirurgia
cardiaca disponivel para os casos de emergéncia.

O resultado foi considerado como sucesso quando a obstrugao
residual foi inferior a 50%, ou foi reduzida em pelo menos 20% do valor

inicial.

3.1.9. Coleta de dados demograficos

Os dados clinicos, demograficos, laboratoriais e imagenolégicos

coletados foram:

e |dade;
e Sexo;
e Etnia;

e Resultados de angiografias;

e Histéria de eventos coronarios prévios;
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e Histéria de hipertensao;

e Historia de diabetes mellitus;

e Grau de gravidade da angina;

e Condigcéo de fumante presente ou ausente;
e Peso;

e Altura;

e Glicose sérica em jejum;

e Valor sérico de colesterol total, HDL, LDL;
e Valor sérico de triglicerideos;

e Cateterismo cardiaco;

e Alocacéo para grupo de tratamento;

e DNA genbmico.

3.1.10. Extracao do DNA

O DNA foi extraido de sangue colhido com EDTA. O experimento foi
realizado segundo o protocolo descrito abaixo.

Oito (8) ml de sangue foram transferidos para um tubo de 50ml e o
volume completado para 30ml com tampao A (1mM NH4HCO; + 144mM
NH.CI). A mistura foi agitada em vortex por 20 segundos e deixada a 4°C
por 10 minutos. Em seguida o material foi centrifugado a 4°C por 10 minutos
a 3000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido ao
mesmo procedimento descrito acima. O sedimento leucocitario foi finalmente

ressuspenso em 3 mL de tampao B (10 mM Tris-HCI pH 8 + 400 mM NaCl +
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2 mM NaEDTA pH 8) + 200 pul de SDS 10% + 500 pul de tampéao C (50 ul de
SDS 10% + 2ul de Na;EDTA 0,5 M pH 8 + 488 mL de agua destilada) com
proteinase K (2 ul de proteinase K 20 mg/mL diluida em 5 mL de tampéao C)
e deixado a 37°C por aproximadamente 12-18 horas.

A segunda parte do protocolo comeca com a adicdo de 1 mL de
solucado D (NaCl 6 M), vigorosamente agitada em vértex por 1 minuto e em
seguida centrifugada a 4°C por 20 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um tubo de 15 mL e a ele foi adicionado 10 mL de etanol
absoluto gelado. Com uma leve agitacdo ja se nota a precipitacdo do DNA
que pode ser “pescado” e transferido para um eppendorf de 1,5 mL de
capacidade contendo 1 mL de etanol 70% gelado. O eppendorf foi entdo
centrifugado a 4°C por 15 minutos a 13500 rpm, o etanol descartado e o
sedimento (DNA) deixado a temperatura ambiente até ser totalmente seco.

Em seguida, este pellet é ressuspenso em 1 ml de TE (10 mM Tris-
HCI pH 8 + 1 mM EDTA pH 8).

Apbs a completa diluicdo, a determinacdo da concentracdo do DNA
foi realizada diluindo-se 20 ul do material em 980 ul de TE e em seguida a
mistura foi submetida a leitura em espectrofotobmetro no comprimento de

onda de 260 nm. A concentracao final foi corrigida para 100 ng/ul.
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3.1.11. Determinacao do genétipo do polimorfismo C242T do gene

CYBA

Apbs extragcdo de DNA gendmico, os gendtipos do polimorfismo
C242T do gene CYBA foram determinados através de analise de restricao
alelo-especifica, como previamente descrito na literatura.

Resumidamente, o gendétipo do polimorfismo C242T foi determinado
através da avaliacdo do nucleotideo C ou T na posicao 242 da sequéncia
codificante do gene CYBA através de reacdo de polimerase em cadeia
seguida de reacdo de digestdo por endonuclease de restricdo utilizando
oligonucleotideos especificos flanqueando a seqtiéncia polimorfica. A reacao
de polimerase em cadeia foi realizada apds etapa inicial de desnaturacao a
95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos caracterizados pelas seguintes
temperaturas: 95°C por 1 minuto, 54 °C por 1 minuto, e 72°C por 1 minuto.
Ao final dos ciclos utilizou-se 7 minutos de extensdo a 72°C. Apods
amplificacdo digestdo enzimatica utilizando a endonuclease de restricao
Rsal foi realizada no material amplificado. O gendtipo na posicdo C242T foi
identificado através da observacao de padrdao de digestdo especifico para
cada gendtipo em gel de agarose na concentragdo de 2.5%, corado em

brometo de etidio na concentragao de 50ug/mL.
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3.1.12. Analise estatistica

Pacientes foram divididos de acordo com a presencga ou hao do alelo
242T em dois grupos: individuos com o genétipo CT ou TT e individuos com
o genotipo CC. Os dados sao apresentados na secao resultados como
médias + desvio padrao para variaveis continuas e como freqiéncias para
variaveis categoéricas. Diferencas entre os grupos genotipicos com relacao
as caracteristicas ao inicio do estudo foram analisadas através do uso do
teste t de Student para variaveis continuas e através do teste do Qui-
quadrado para variaveis categoricas. Curvas de sobrevida livre de eventos
foram calculadas através do método de Kaplan-Meier e diferencas entre as
curvas foram avaliadas através da estatistica de log-rank. No presente
estudo nds acessamos a relacao entre as variaveis de risco e os desfechos
de mortalidade total, infarto agudo do miocardio incidente, acidente vascular
cerebral incidente e angina refrataria levando a novo procedimento de
revascularizacao através de modelo de sobrevida proporcional de Cox.
Razao de chance (OR) e risco relativo (RR) com intervalos de confianca de
95% foram as medidas de associacao de risco escolhidas para descricao
dos resultados. As analises estatisticas apresentadas nesta secao foram
realizadas com o auxilio estatistico dos programas StatView para Windows,
versao 5.0 (SAS Institute, Inc., Cary, North Carolina, EUA) e SPSS versao

13.0.
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3.1.13. Consideracoes sobre o poder estatistico da abordagem

proposta para o objetivo 1

Calculamos o poder estatistico do teste de associacao proposto no
objetivo 1 analisando a possivel auséncia de associacao entre a incidéncia
de eventos cardiovasculares na populagdo testada e genétipos do
polimorfismo C242T do gene CYBA.

De acordo com a freqiiéncia de eventos cardiovasculares observada no
estudo MASS Il e o tempo de acompanhamento realizado (5 anos), as
freqUéncias genotipicas observadas na populacao brasileira e o numero de
pacientes incluidos no estudo, pudemos antecipar um poder estatistico de
0.8 para demonstrar um aumento no risco de até 36% na predicao de
eventos cardiovasculares combinados ou um aumento no risco de até 37%
na predicdo de mortalidade. Isso significa que o estudo proposto tem até
80% de chance de observar uma diferenca estatisticamente significativa se o
genotipo estudado conferir uma diferenca relativa igual ou maior do que 37%
na chance de um individuo morrer durante o periodo de 5 anos de

seguimento.
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3.1.14. Estudo de confirmacao do objetivo 1

3.1.14.1. Pacientes selecionados

Com o objetivo de confirmar nosso achado inicial, realizamos estudo
semelhante testando a mesma hipétese em uma nova populacdo de
individuos portadores de doenca coronaria estavel e seguidos
prospectivamente no Instituto do Coracdo — Hospital das Clinicas da
Universidade de Sao Paulo.

A populagdo selecionada para esta fase do projeto consistiu de 359
pacientes que foram submetidos a procedimento de revascularizagao
coronaria percutdnea por angioplastia no Servico de Hemodinamica do
Instituto do Coragédo no periodo de Outubro de 1998 a Dezembro de 2005.
Pacientes foram selecionados antes do procedimento e eram critérios de
inclusdo o diagndstico de doencga arterial coronaria obstrutiva estavel com
indicacao de revascularizacdo coronaria percutdnea. Eram critérios de
exclusao: presenca de sindrome coronaria aguda ha menos de 6 meses e
histéria prévia de valvopatia.

A inclusdo, pacientes responderam a questionario clinico envolvendo
questdes referentes a histéria médica prévia, antecedentes familiares de
DAC, sedentarismo, tabagismo, hipertensdo, obesidade, dislipidemia,
diabetes e uso atual de medicacbes. Durante a entrevista, medidas
antropométricas foram realizadas (peso e altura). Uma amostra de sangue

foi obtida durante realizacdo do cateterismo para a realizacdo de medidas
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bioquimicas e extracdo de DNA gendmico. Todos os pacientes leram e
assinaram termo de consentimento esclarecido previamente aprovado pela
Comissdo de Etica em Pesquisa Médica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP.

Os pacientes selecionados para este estudo foram seguidos
prospectivamente através de consultas médicas peridédicas no ambulatério
do Servigo de Hemodinamica e/ou contato telefénico regular.

Para a presente analise optou-se por utilizar a mortalidade como
desfecho principal uma vez que a identificacdo de IAM incidente poderia no

caso deste protocolo estar sujeita a viés de identificacao.

3.2. Objetivo 2

3.2.1. Determinacao da estrutura de desequilibrio de ligacao e estrutura

haplotipica do l6cus do gene da p22phox (CYBA)

Para obtencdo dos parametros acima citados foram utilizadas

informacdes genotipicas derivadas do Projeto HapMap (www.hapmap.org).

A informagdo genotipica utilizada na determinacdo da estrutura de
desequilibrio de ligacdo do locus do gene CYBA foi obtida do HapMap Data
release #20/phase Il, janeiro 2006, NCBI B35 assembly, dbSNP b125.
Informacdes sobre a fase haplotipica do locus do gene CYBA foi obtida do
HapMap Data release #19/phase I, Oct05, do NCBI B34 assembly, doSNP

b124. Foram utilizadas informagdes de todas as 4 populagcdes estudadas no



Casuistica e Métodos 47

projeto HapMap (Yorubas de Ibadan , Nigéria, Japoneses de Téquio, Japao,
Chineses Han de Pequin, China e residentes de Utah de ascendéncia do
Norte e Oeste Europeu). Para a determinacao da estrutura de desequilibrio
de ligacao as informagdes de individuos japonenses e chineses foram
agrupadas (uma vez que o padrao de Desequilibrio de Ligacado para estes
dois grupos era muito semelhante no locus estudado). Tanto as regides de
desequilibrio de ligacdo, quanto os haplétipos foram definidos tomando-se
como ponto central a regido gendmica do polimorfismo C242T (utilizamos
50kbp de cada lado genémico do /locus polimdrfico). Utilizou-se o programa
Haploviewer, versdo 3.32 para a determinacdo grafica da estrutura de
Desequilibrio de Ligacéao local.

Para a determinacdo da estrutura de desequilibrio de ligacdo em
individuos da populacdo brasileira, ensaios de genotipagem foram
desenvolvidos para mais 6 marcadores localizados nos genes da p22phox,
IL17C, MVD e NHN1. Os marcadores selecionados foram: rs2291160,
rs2254073, rs11076688, rs7195830, rs8854 e rs4782395. A metodologia
utilizada para a realizacdo das genotipagens foi a mesma descrita em
3.1.11. Na tabela a seguir apresentamos primers e endonucleases de

restricdo utilizados em cada um dos ensaios de genotipagem desenvolvidos.
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Tabela 1 . Ensaios de genotipagem desenvolvidos para determinagao da estrutura de desequilibrio de ligagao

Marcador Primers Endonuclease de restricao

rs2291160 5' GGAGGTCACCCCTTCCAC &' Smlil
5' TGCTGGAGCTCTTGGACTG 3'

rs2254073 5' CACGAGAGGCCCTCATCTAC 3 Haelll
5' GTGGCCACGCCCACTTGACAGGTGAGAACG 3'

rs11076688 5' ACAGGGTAGGGCCAGAGACT 3' Ddel
5' CAGCACCAGCAGGCTCTGGAGCAGCCGCTC 3

rs7195830 5' CAGAGGCTCACGCGCTCCCGGCTTCGCTGA 3"  Ddel
5' AGATCGGAGGCACCATCA 3'

rs8854 5' GTGGCCTCGCCGGAGCTAGGGAGCGGATCT 3"  Mael
5' CTTAGGGCAGCTGAAGCACT &'

rs4782395 5' AGGCAGGAGAATTGCTTGAA 3' Ddel

5' AGCCCAGAAAGGCTATCCTTCCTCTACTGA &'

3.2.2. Populacao proveniente do estudo MONICA-Vitoria

A populagdo de Vitoéria/ES — Brasil € uma populagdo urbana
proveniente do projeto WHO-MONICA (World Health Organization—
Monitoring of Trends and Determinants in Cardiovascular Disease) este
estudo iniciou—se em 1980, estendendo-se durante 10 anos, resultado de
um estudo multicéntrico (32 centros) realizado em 21 paises no mundo com
o objetivo de monitorar e relatar os fatores de riscos associados a doengas
cardiovasculares. Em Vitéria, adotou-se um método de estudo sem a
monitoragdo dos individuos durante o estudo (cross sectional) com um

namero amostral de 2044 participantes entre 25 a 64 anos de idade, que
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estdo localizados no centro urbano de Vitéria/ES. A participacdo destes
individuos foi voluntaria, apds obtencdo do termo de consentimento livre e
esclarecido, inclusive para a coleta de material genético (Pereira, Mota et al.
2003). Esses participantes foram selecionados de forma randomizada, por
domicilio, seguido da escolha pela data de nascimento. Foram realizadas
avaliacOes clinicas, no que diz respeito a pressdao sanguinea, obesidade e
exames bioquimicos laboratoriais de rotina. Os individuos foram
classificados de acordo com a caracteristica fenotipica da raca
(descendentes africanos, brancos e mulatos) seguindo critérios de
classificacao racial como: textura do cabelo, cor da pele e aspecto da face
(Pereira, Mota et al. 2001).

Através da realizacdo das genotipagens proposta nesta amostra,
objetivou-se identificar possiveis associacdes entre os genétipos definidos e
a presenca de fatores de risco cardiovascular: hipertensédo, diabetes,

obesidade e dislipidemia.

3.2.3. Populacao utilizada para verificar associacoes com o grau de

acometimento aterosclerotico coronario

A amostra desta populacdo foi selecionada entre os pacientes
submetidos a avaliagdo cineangiocoronariografica com propdésito diagnostico
de DAC no servico de hemodinamica do Instituto do Coracédo (InCor),
estudados através da técnica descrita em 1959 por Sones (Sones 1962). Os

critérios de inclusdao foram: pacientes com insuficiéncia coronaria
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demonstrada por provas nao invasivas prévias e/ou clinica sugestiva de
angina estavel ou instavel assintomatico nas ultimas 48 horas. Os critérios
de exclusao foram: pacientes submetidos a cateterismo para avaliacao de
procedimentos invasivos prévios (angioplastia, stent, cirurgia), paciente com
infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca classe funcional -1V,
disfungdo hepatica, disfuncdo tiredidea ou adrenal, hipercolesterolemia
familiar, pacientes com transplante cardiaco ou renal, pacientes em
tratamento com antivirais, e pacientes com doencas inflamatérias crénica
tais como artrite e lupus.

Antes do cateterismo os pacientes foram submetidos a questionario
de perguntas referentes a histéria médica pessoal, antecedentes familiares
de DAC, sedentarismo, fumo, hipertensdo, obesidade, dislipidemia e
tratamento atual e presenca de condicoes comérbidas relevantes
(insuficiéncia renal crénica, valvulopatias, hipotireoidismo). Todos os
pacientes assinaram o termo de consentimento antes da realizagcdo do
estudo hemodinamico.

Durante a entrevista foram coletadas medidas antropométricas (peso
e altura) e a amostra de sangue foi obtida durante estudo hemodinamico.

Como objetivo de identificar os resultados quanto ao grau de lesées,

utilizou-se uma classificagao de 6 graus descrita abaixo:

e 1 - Cateterismo com coronarias normais ou sem lesoes.
e 2 -Irregularidades parietais difusas.

e 3 - Lesdes nao obstrutivas; menores de 50%.
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e 4 - |Lesdes obstrutivas; entre 50 e 70%.
e 5 - Lesodes obstrutivas; entre 70 e 90%.

e 6 - Lesdes obstrutivas entre 90 e 100%.

Vinte segmentos coronarios foram examinados para criacao do escore.
Vasos epicardicos ou ramos principais foram divididos em trés segmentos
(proximal, medial e distal) exceto ramos secundarios da coronaria direita que
foram divididos somente em porcdo proximal e distal. Ainda, um escore
adicional foi criado para estimar a extensao e severidade da doenca. Para
determinacdo do escore de extensdo analisou-se em cada segmento a
presenca de obstru¢do vascular acima de 50% do lumen. Utilizando-se este
escore foi definido o niumero total de regides acometidas.

O processo de selecao ocorreu durante o periodo de abril de 2000 a abril
de 2004. Durante este periodo foram incluidos neste protocolo 871 pacientes
que preenchiam os critérios de inclusdo acima citados (Lanz, Pereira et al.

2005).

3.2.4. Ensaios de quantificacao de expressao génica em veias safenas

humanas

3.2.4.1. Obtencao e cultura das veias safenas humanas

Veias safenas humanas foram obtidas de pacientes submetidos a

cirurgia de revascularizacdo do miocardio no Instituto do Coracao, HC-
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FMUSP. Durante o procedimento cirargico, foram retirados segmentos da
veia nao utilizada. Os segmentos venosos foram entao cultivados no sistema
de cultura ex vivo, conforme padronizado no Laboratério de Genética e
Cardiologia Molecular do Instituto do Coragdao, HC-FMUSP. Este sistema
permite o controle da pressdo e do fluxo de maneira independente e com
isto possibilita mimetizar as condigdes venosas e arteriais (Figura 1). A veia
safena humana foi cultivada por 24 horas em regime venoso (fluxo: 5
mL/min). Este procedimento especifico dentro da tese apresentada foi
aprovado pela Comissdo de Etica do HC-FMUSP (SDC - 1834/01/22,

CAPPesq —299/01).
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Figura 1. Representacdo do sistema ex vivo de cultura de vaso. A veia

safena é colocada na cuba de cultivo (A) e um sistema de bomba peristaltica

ajustavel faz com que o meio de cultura circule no sistema em velocidade
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controlada. Em (B) esta representado o sistema de ajuste de pressao que

possibilita o controle de fluxo e pressao de maneira independente.

3.2.4.2. Extracao de RNA

Apbs 24 horas em cultura sob regime venoso procedemos a extracao
de RNA das veias estudadas. Para isolar o RNA total de veias safenas, as
amostras foram homogeneizadas em Trizol®Reagent. A partir desta etapa,
segue-se o protocolo de extracdo de RNA, conforme instrucbes do
fabricante. O RNA total extraido foi tratado com 10 U de deoxiribonuclease
(RNase)-free por 1 hora a 37°C. Apés o tratamento, foi realizado uma
extracdo com igual volume de mistura contendo fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico na proporcéo de 25:24:1, seguida por precipitacdo com 0,2 M de
acetato de sbédio e 2 volumes de etanol absoluto. O RNA precipitado foi
lavado com etanol 70% para eliminar residuos de fenol e sal, e solubilizado
em agua tratada com DEPC. A concentracdo das amostras de RNA total foi
determinada por espectrofotometria no comprimento de onda de 260 nm. A
integridade das amostras foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose 1%, contendo 0,5 ug/mL de brometo de etideo. O gel foi imerso em
tampao TAE 1X e a eletroforese realizada a 100 Volts por aproximadamente
45 minutos. O Trizol®Reagent, uma solucdo monofasica de fenol e
guanidina isotilcianato corresponde a uma variagdo do método desenvolvido
por Chomczynski e Sacchi (Chomczynski and Sacchi 1987; Chomczynski

and Sacchi 2006).
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3.2.4.3. Reacao de Transcriptase Reversa (RT)

Para a sintese do cDNA foram utilizados 5 ug de RNA total, extraido
de amostras de veias safenas utilizadas nos ensaios. As amostras foram
incubadas com 0,5 ug/mL de oligo dT12-18 a 65°C por 5 minutos, para se
obter a primeira fita de cDNA. A transcricdo reversa das amostras foi
realizada em um volume total de 20 uL contendo 10 mM de dNTPs, 0,1 M de
DTT, 1X tampé&o da enzima, 3U de RNAsin e 2,5U de transcriptase reversa
(AMV-RT). Apds incubacédo por 1 hora a 37°C, a temperatura foi elevada a
95°C por 5 minutos e as amostras rapidamente colocadas em gelo para
denaturacdo de hibridos RNA-cDNA formados e inativacdo da enzima
utilizada na reacdo. Em alguns tubos, a transcriptase reversa nao foi
adicionada, a fim de se controlar a contaminagdo ou amplificacdo de DNA
gendmico. O cDNA obtido foi estocado a -20°C até que seja realizada a

reacao de PCR.

3.2.4.4. Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR) em tempo-real

O cDNA, obtido na etapa anterior, foi utilizado como molde nas
reacbes de PCR. Para estes experimentos, foram sintetizados primers
especificos para os genes da p22phox, IL6, IL8, IL1B, IL1R, IL1RA, TNF-
alfa, BMP-2 e CSF3, CXCL3 E CXCL10 (Tabela). Para evitar a amplificagcao

inespecifica, os primers sintetizados sao posicionados em diferentes exons.
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Desta forma, é possivel distinguir, por tamanho, os produtos de PCR

derivados da amplificagcdo do cDNA dos derivados da contaminacdo de DNA

gendmico.

Tabela 2. Primers utilizados nos ensaios de quantificagdo da expressao génica através da técnica de PCR em tempo-real

Gene

IL1b

CXCL10

IL-8

BMP2

IL1-Ra

IL-6

CXCL-3

CSF3

28S

TNF-A

IL1R1

I m I o m M I o m o m I o m o m

ssliasl

5 TCTGTACCT GTCCTGCGTGTTG 3
5TTCTTT GGG TAATTT TTG GGATCT &

5 GTCCACGTGTTGAGATCATTIGC 3
5 TCT TGA TGG CCT TCG ATT CTG 3

5 AGC TGG CCG TGG CTC TCT 3
5 TTAGCACTC CTT GGC AAAACT G &

5 GCC AGC CGA GCC AACAC 3
5 GGTTGTTTTCCCACTCGTTTIC T3

5 GAC CTT CTATCT GAG GAACAACCAA3T
5 CAT GAG GCT CAATGG GTACCA %

5 TGG CAG AAAACAACCTGAACCTYZ
5 GGC AAG TCT CCT CAT TGAATCC 3

5 CAT CCC CCATGG TTC AGA AA 3’
5" AAG TGT CAA TGA TAC GCT GAT AAG CT 3’

5'CTG GAC GTC GCC GAC TTT 3’
5 CCATTC CCAGTT CTTCCATCT G 3’

5 TCA TCA GAC CCC AGA AAA GG 3’
5 GAT TCG GCA GGT GAG TTG TT 3’

5 AGGCGGTGCTTGTTCCTCAZYZ
5 GTT CGA GAA GAT GAT CTG ACT GCC

5'ACT CAACTG GCC GGT GACA 3
5'ACT CAACTG GCC GGT GACA 3’

Apoés a reacdo de PCR, 10 puL de cada amostra, correspondente as

amostras de veias safenas estudadas, foram submetidas a eletroforese em
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gel de agarose 1%. Os produtos de amplificacdo foram identificados de
acordo com o peso molecular.

Apos a transcrigao reversa, 1 uL do cDNA foi utilizado nas reacdes de
PCR contendo os pares de primers. Para a amplificagao, foram utilizados 25
pmoles do primer, 1,25 mM de dNTP, 50mM de KCI, 2 mM de MgCl,, 10 mM
de Tris-Cl (pH 9,0), 0.1% de Triton X-100 e 2,5 U de Taq DNA Polimerase,
em um volume total de 50 uL de reacdo. Para a amplificacdo do 28S
(normalizador adotado) foram utilizadas as mesmas condicoes
experimentais descritas anteriormente, a excecdo dos pares de primers
adequados. O programa utilizado consiste na denaturacao das fitas de DNA,
anelamento dos primers e extensdo das cadeias pela DNA polimerase
Todas as etapas de amplificacdo possuiram duragédo de 1 minuto, sendo o
ultimo ciclo seguido por uma nova extensao a 72°C por 10 minutos.

Para excluir a possibilidade de contaminagdo, foram realizados
controles negativos para cada reacéo. Nestes tubos, foi adicionada agua ao
invés de cDNA.

Apés a reagédo de PCR, 10 yL de cada amostra foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%. Os produtos de amplificacdao foram

identificados de acordo com o peso molecular.
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3.24.5. Andlise da expressao génica relativa utilizando PCR

quantitativo por tempo-real

A transcricdo reversa combinada com a reacado de polimerase em
cadeia (RT-PCR) é um método sensivel para a quantificacdo da expressao
génica. A tecnologia de PCR em tempo-real foi adaptada para a realizacao
de RT-PCR quantitativo com sensibilidade ainda maior, sendo atualmente o
método mais sensivel para a quantificacdo de expressdao génica (Heid,
Stevens et al. 1996). Existem basicamente dois métodos diferentes para
avaliar-se a expressao génica através dessa tecnologia: quantificacao
absoluta e relativa. A quantificacao absoluta determina o nimero de cépias
do transcrito de interesse, geralmente através do relacionamento do sinal de
PCR a uma curva padrao previamente determinada. A quantificacao relativa
descreve a mudancga na expressao génica do gene de interesse relativa a
um grupo de referéncia como um grupo controle ndo tratado ou uma amostra
no tempo zero de um experimento de curso temporal (Livak and Schmittgen
2001). Nos experimentos apresentados neste trabalho utilizamos a
quantificacdo da expressao génica dos genes testados utilizando a técnica
de PCR em tempo-real e metodologia analitica de quantificacao relativa de
expressao génica.

Nos experimentos de quantificacdo de expressdo génica realizados
neste trabalho utilizamos diversas abordagens para a representacao grafica
dos resultados obtidos, assim como para a realizagdo de inferéncia

estatistica sobre hipbteses testadas.
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Um dos métodos utilizado foi 0 2-AACT conforme descrito por Livak e
Schmittgen (Livak and Schmittgen 2001). Neste método a normalizagdao com
uma referéncia exdégena fornece um método para a correcao dos resultados
para diferentes quantidades de RNA nas reacdes. Desta forma utilizamos
dados normalizados pelo marcador 28S e a comparagcao entre as
expressdes génicas relativas entre grupo de veias safenas de individuos
com o gendtipo CC e veias safenas de grupo de individuos com os
gendtipos CT ou TT. Este método assume uma eficiéncia de 100% da
reacdo de PCR e utiliza um uUnico gene de referéncia para a normalizacao
(no presente trabalho 28S).

Outra alternativa aqui utilizada para analisar os dados obtidos dos
experimentos de PCR em tempo-real foi através da utilizacdo da
comparacao dos valores de ACt obtidos de veias safenas de individuos com
0 gendtipo CC com os valores obtidos de veias safenas de grupo de
individuos com os genoétipos CT ou TT. As médias dos dois grupos foram
comparadas através do teste t de Student como proposto por Yuan JS et al
(Yuan, Reed et al. 2006).

Finalmente utilizamos a abordagem proposta por Hellemans J et al.,
uma modificacdo do método delta-delta-Ct que utiliza multiplos genes de
referéncia como normalizadores (aqui utilizamos 28S, GAPDH e Ciclofilina),
para uma analise descritiva do aumento relativo de expressao génica ao
compararmos 0s grupos de vasos de individuos com o genétipo CC com os
vasos de individuos com os genétipos CT e TT (Hellemans, Mortier et al.

2007).
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3.3. Objetivo 3

Para o desenvolvimento do objetivo 3 foi utilizado o banco de dados do
projeto MASS Il ja descrito no objetivo 1.

Os modelos de regressao logistica descritos nesta etapa do trabalho
foram construidos através da utilizacdo do programa de estatistica SPSS
13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os modelos foram derivados através da
utilizagdo de variaveis demograficas, clinicas, bioquimicas e genéticas como
preditores independentes. Foi utilizada como variavel dependente a
presenca de ébito ou IAM incidente no periodo de 5 anos de seguimento do
estudo MASS II.

Com o objetivo de diminuir a probabilidade de perda de incorporacéao
de variaveis independentes importantes o p valor foi fixado em 0,10 para a
entrada de variaveis no modelo. O modelo final foi definido através da
utiizacdo de algoritmo step-wise do tipo forward (baseado em
verossimilhanca) e estimado através do X?*Wald e da mudanca -2log da
verossimilhanca em cada passo. O p valor foi fixado em 0,05 como critério
para selecao de variaveis independentes.

Apos definicdo do melhor modelo, estimativas individuais de risco
foram algebricamente calculadas para cada participante do estudo.

A representacdo grafica da acuracia de cada um dos diferentes
modelos propostos foi observada através da construgdo de curvas ROC e

andlise descritiva de suas respectivas areas sob a curva (AUC).
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Arvores de classificagdo foram também utilizadas como técnicas de
classificacdo com o objetivo de discriminar a populacdo estudada em
diferentes estratos de risco para a ocorréncia do evento (morte + IAM
incidente).

O procedimento de construgdo de arvores de classificacdo gera um
modelo de classificacdo semelhante a uma arvore através da classificacao
de casos em grupos (ou valores preditos) de uma variavel dependente. Este
tipo de procedimento pode ser utilizado como uma forma eficiente de
estratificacao (através da classificacao de individuos em alto- médio e baixo-
risco, por exemplo) ou de predicdo (através da criacao de regras que podem
entdo ser utilizadas na predicao de ocorréncia de eventos).

As arvores de classificacdo foram geradas com a utilizacdo do
programa estatistico SPSS 13.0. O método de crescimento utilizado foi o
método de CHAID (Chi-squared Automatic Interaction Detection). Neste
algoritmo, em cada passo o procedimento escolhe qual a variavel
independente que tem maior interagdo com a variavel dependente.
Categorias para cada variavel independente sdao mescladas se estas nao

sao significativamente associadas a variavel dependente.
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4. RESULTADOS

4.1. Objetivo 1

Investigar a associacdo entre o polimorfismo C242T no gene codificador da
subunidade p22phox da NADPH oxidase humana e eventos cardiovasculares
em pacientes portadores de doenca arterial coronaria multiarterial apos 5 anos

de seguimento.

4.1.1. Caracteristicas clinicas de entrada de acordo com o gendtipo

C242T do gene p22phox

Como estratégia analitica inicial optou-se por estudar descritivamente a

distribuicao de variaveis clinicas e demograficas dos pacientes estudados no
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momento de entrada no estudo MASS Il. O gendétipo C242T do gene
codificador da p22phox foi realizado em 558 pacientes.

As freqléncias genotipicas encontradas foram de 44,4% para o
genotipo CC, 40,9% para o gendtipo CT e 14,7% para o gendétipo TT. Tal
freqUéncia de distribuicdo genotipica encontra-se de acordo com a predita
pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg. Devido ao pequeno numero relativo de
individuos portadores do genoétipo TT, optamos por agrupa-los com os
individuos portadores do gendétipo CT, permitindo uma comparacao entre
individuos portadores do alelo T contra os nao-portadores. Na tabela a
seguir encontra-se a distribuicdo de fatores de risco cardiovascular no
momento de inicio de seguimento de acordo com a presencga ou nao do alelo

T.
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas e demogréficas de acordo com a presenga ou nao do alelo T

CcC CT+TT p valor

Numero 248 310
Idade, anos 59.7 (9.0) 59.6 (9.3) 0.89
Sexo masculino, % 64.1 71.6 0.07
Tabagismo atual, % 32.7 33.2 0.93
Hipertensao, % 56.9 60.3 0.44
Glicemia, mg/dL 129.1 (57.8) 128.1 (56.3) 0.84
Colesterol total, mg/dL 222.5 (46.5) 223.1 (49.3) 0.88
LDL colesterol, mg/dL 146.7 (41.6) 147.3 (45.4) 0.88
HDL colesterol, mg/dL 36.7 (9.1) 37.9 (11.5) 0.19
Triglicérides, mg/dL 191.9 (117.6) 192.4 (114.6) 0.96
Tratamento inicial

Médico, % 28.2 36.1

ATC, % 36.3 31.3 0.13

RM, % 35.5 32.6
Tempo médio de seguimento, meses 56.5 (12.5) 54.3 (14.4) 0.06

Esta analise revelou ndao haver nenhuma diferenca estatisticamente
significante em relagdo a distribuicdo dos fatores de risco estudados e a
presenca do alelo 242T. O tempo médio de seguimento também nao foi

diferente entre os grupos estudados.

4.1.2. Desfechos cardiovasculares e o genétipo C242T do gene

p22phox

Uma vez néo identificada qualquer diferenca importante na distribuicao

do perfil de risco dos grupos estudados no momento de inicio do estudo,



Resultados 66

realizamos a analise univariada dos desfechos cardiovasculares apés 5 anos
de acordo com os grupos genotipicos definidos pelo polimorfismo C242T da

gene p22phox:

Tabela 4. Incidéncia de desfechos cardiovasculares ap6s 5 anos de seguimento de acordo com genétipo C242T

Desfecho cC CT T P valor
Infarto do Miocardio 6,1 (15) 10,1 (23) 7,3 (6) 0,26
Acidente Vascular Cerebral 3,6 (9) 4.8 (11) 2,4 (2) 0,59
Necessidade de nova revascularizagao 17,0 (42) 17,5 (40) 15,9 (13) 0,94
Obito 9,3 (23) 18,9 (43) 14,6 (12) 0,01

A andlise univariada (sem levar em conta o tempo de seguimento ou
ajustes por covariaveis) mostrou uma diferenca estatisticamente significativa
em relacdo a mortalidade geral associada a presenca do alelo 242T do
polimorfismo estudado. A seguir, passamos a explorar a possibilidade de
que diferencas no tempo médio de seguimento pudessem interferir nas
variaveis em questdo. Para tal, construimos curvas de Kaplan-Meier
comparando os desfechos cardiovasculares principais de acordo com o
grupo genotipico. A comparagao entre as curvas foi realizada através do
teste de log-rank.

A figura a seguir mostra as incidéncias de infarto do miocardio,
necessidade de nova revascularizacdo e 6bito de acordo com os gendétipos
estudados. N&o calculamos as curvas para acidente vascular cerebral em

virtude do pequeno numero de eventos.
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Figura 2: Incidéncia de eventos cardiovasculares de acordo com genétipo
C242T do gene p22phox. A. Infarto agudo do miocardio; B. Novo

procedimento de revascularizagéo; C. Obito.

Interessante notar que para o desfecho mortalidade um aumento
significativo na incidéncia de 6bito foi verificado em individuos portadores do
alelo 242T do gene da p22phox. Apds a construcdo de um desfecho
combinado para 6bito e infarto do miocardio incidente, verificamos o

seguinte resultado:

1 1 B
a5 -
Cum. Survival (CC)
w g - 5
=
- Cum. Survival (CT)
1 85 1 -
E
a3 & | == Cum. Survival (TT)
- -
7 P=00036 L
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Figura 3: Incidéncia de mortalidade geral e/ou infarto agudo do miocardio

em relacdo ao gendtipo C242T do gene da p22phox.
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Claramente ao estudarmos a incidéncia deste desfecho combinado
(6bito + infarto do miocardio incidente) acrescentamos acuracia ao modelo
inicial, conseguindo agora separar 0os pacientes em duas populacdes de
risco de eventos incidentes distintos: aqueles individuos portadores do alelo
242T e os individuos nao portadores do alelo 242T (gendétipo CC). Vale notar
que neste caso em particular, a associagcdo dos eventos IAM incidente e
Obito geral (126 eventos, sendo 45 |IAM incidentes e 81 Obitos) torna-se
interessante uma vez que a maioria dos pacientes com |IAM incidente nesta
populacao ndo faleceu durante o periodo de 5 anos (entre os 45 individuos
que apresentaram infarto incidente, 14 vieram a falecer durante o periodo de
seguimento, 31%).

Na figura a seguir, agrupamos os individuos com os genétipos CT e

TT a fim de melhor ilustrar este modelo.
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Figura 4: Incidéncia de mortalidade geral e/ou infarto agudo do miocardio
incidente em relacédo ao gendtipo C242T do gene da p22phox (separado em

dois grupos genotipicos).

A andlise de regressao nao-ajustada para outros fatores de risco
mostra um risco 1.9 vezes maior de 6bito ou IAM (desfecho combinado) para
os individuos portadores do alelo 242T em relagcdo aos individuos néao-
portadores deste alelo apds 5 anos (IC 95% 1.27 — 2.89).

A seguir, procuramos realizar a analise multivariada, explorando o

efeito do polimorfismo C242T e dos outros fatores de risco para os
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desfechos estudados. Esta etapa é importante ndo apenas por proporcionar
informacdao sobre a independéncia ou ndo do marcador genético, mas
também por permitir contextualizar o efeito do polimorfismo frente a outros
fatores de risco cardiovascular utilizados na prética clinica.

Optamos por trabalhar com o odds ratio (razdo de chances) como
medida de associacao basica. A inferéncia das razées de chance para cada
variavel no modelo foi realizada através de modelo de riscos proporcionais
de Cox, que tem como vantagem, assim como as analises apresentadas
através das curvas de Kaplan-Meier, levar em consideracao diferentes
tempos de seguimento ou tempo até o desfecho em questao.

A seguir, apresentamos tabela contendo as medidas de associagao e
os valores dos testes de hipétese para um modelo “forcado” contendo todas
as variaveis preditoras estudadas. Utilizamos a partir deste momento o
desfecho combinado de ébito + IAM incidente e uma divisdo binaria dos
grupos genotipicos (individuos portadores ou nao do alelo 242T do gene da

p22phox).
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Tabela 5. Modelo de riscos proporcionais de Cox para desfecho combinado (6bito + IAM)

OR IC 95% p valor
Polimorfismo C242T p22phox 1.89 1.22 2.94 0.0047
Idade, anos 1.04 1.02 1.07 0.0012
Tratamento recebido 0.78 0.48 1.27 0.58
IAM prévio 2.29 1.51 3.46 <0.0001
Hipertensao 1.61 1.03 2.52 0.369
Triglicérides 1.01 1.00 1.01 0.0282
LDL-Colesterol 1.01 0.99 1.01 0.3253
HDL-Colesterol 1.01 0.98 1.03 0.7270
Carga aterosclerética 0.82 0.53 1.25 0.3496
IMC 0.98 0.93 1.04 0.5454
Sexo 0.84 0.53 1.35 0.4777
Diabetes 1.45 0.96 2.18 0.08
Tabagismo 1.48 0.96 2.28 0.07

IMC - indice de massa corpérea
Carga aterosclerética foi definida através do nimero de vasos acometidos

Esta analise revela que o gendtipo C242T do gene da p22phox persiste
significativamente associado a uma chance maior do desfecho combinado,
mesmo apos ajuste para outras variaveis. Outro dado interessante
proveniente desta andlise é a ndo observagcao de alteracao significativa da
medida de associacdo utilizada em relagdo a encontrada na analise

univariada. Isto sugere a auséncia de interagdo importante entre o
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mecanismo de agdo do polimorfismo estudado com os outros fatores de

risco ajustados no modelo.

4.1.3. Estudo de confirmacao da associacao encontrada em populacao
independente

E muito comum na literatura de estudos de associacdo genéticos de
um determinado marcador a ocorréncia de resultados discordantes em
relacdo as associagdes inicialmente descritas. Multiplas sdo as razdes para
tal fato: o pequeno poder estatistico dos trabalhos, as diferengas nas
populacées estudadas, a estrutura populacional no locus estudado, as
diferentes formas de determinacédo do desfecho em estudo, ou mesmo o erro
tipo I, ou seja, a ocorréncia de um resultado falso-positivo decorrente da
realizacdo de multiplos testes em diferentes polimorfismos.

Assim, com o objetivo de confirmar nosso achado inicial, realizamos
um estudo semelhante testando a mesma hipétese em uma nova populacao
de individuos portadores de doenca arterial coronaria estavel, em
seguimento clinico no Instituto do Coracdo — Hospital das Clinicas da

Universidade de Sao Paulo.

4.1.4. Dados descritivos da amostra utilizada em estudo confirmatorio

A amostra utilizada no estudo confirmatério foi composta de 339

individuos atendidos no Servico de Hemodinamica do Instituto do Coracao —
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HC-FMUSP. Os individuos pertencentes a esta amostra eram individuos
portadores de doenca coronaria estavel que foram submetidos a
procedimento de angioplastia coronaria para tratamento de insuficiéncia
coronaria. O momento da angioplastia foi considerado o inicio do
seguimento do estudo. A tabela a seguir traz os dados descritivos da

populacdo em questdo no momento de inclusdo do estudo:



Resultados 75

Tabela 6. Caracteristicas Clinico e demograficas da populacao
estudada na fase confirmatoria:

Ndmero de individuos 339
Sexo masculino, % 64.3
Idade, anos 60,1 (10,4)
Raca, %
Branca 67,6
Parda 27,7
Negra 2,7
Oriental 2.1
Diabetes, % 32,6
Hipertensao, % 73,5
Dislipidemia, % 65,5
Tabagismo atual, % 14,3
Antecedente Familiar de DAC precoce, % 18,3
IAM prévio, % 35,7
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva, % 16,4

NUmero de vasos acometidos, %

1 66,4
2 28
3 5,7

Apesar de ser semelhante a populacédo do estudo MASS Il utilizada na
primeira fase do estudo, a populacdo deste segundo estudo apresenta
algumas caracteristicas que diferenciam essa amostra confirmatéria. Dentre

estas, destaca-se a presenca de 16% de individuos com histéria de



Resultados 76

insuficiéncia cardiaca congestiva (caracteristica ausente na populagdao do
MASS Il, uma vez que tratava-se de critério de exclusdo do estudo); a
presenca de um numero grande de individuos com lesdo coronaria
obstrutiva uniarterial (critério de exclusdo do estudo MASS Il), e a presenca
de algumas informagdes adicionais ndo coletadas no estudo MASS Il como
a presenca de histéria familiar de doenca coronaria precoce.

A distribuicdo das freqiiéncias genotipicas para a populacdo desta
amostra foi a seguinte: 45,2% de individuos com o genétipo CC, 44,9% de
individuos com genétipo CT e 9,9% de individuos com o gendétipo TT. Essa
distribuicdo ndo se mostrou significativamente diferente da encontrada no
estudo MASS Il e anteriormente descrita.

Apresentamos abaixo a tabela contendo a distribuicdo dos principais
fatores de risco cardiovascular no momento da inclusdo no estudo de acordo

com os gendétipos do polimorfismo C242T do gene p22phox.
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Tabela 7. Caracteristicas Clinico e demogréficas da populagdo estudada na fase confirmatéria de acordo com genétipo:

cC CT T p valor
Sexo masculino, % 60,00 65,80 75,80 0,20
Idade, anos 61,39 (10,5) 58,78 (10,0) 60,34 (11,03) 0,09
Raga, %
Branca 65,30 69,80 66,70 0,59
Parda 29,30 26,20 30,30
Negra 2,00 3,40 3,00
Oriental 3,30 0,70 0,00
Diabetes, % 28,00 37,40 33,30 0,22
Hipertenséo, % 74,00 73,50 72,70 0,99
Dislipidemia, % 62,90 74,80 71,90 0,09
Tabagismo atual, % 8,30 18,60 25,00 0,01
Antecedente Familiar de DAC precoce, % 18,20 19,30 15,60 0,89
IAM prévio, % 34,80 33,10 51,50 0,13
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva, % 17,90 12,30 28,10 0,07
Numero de vasos acometidos, %
1 62,80 70,90 66,70 0,48
2 29,10 24,30 33,30
3 8,10 4,80 0,00

sopejnsey

L



Resultados 78

prevaléncia, e inferéncias derivadas dos dados encontrados nesta fase sao

apenas especulativas.

4.1.5. Desfechos cardiovasculares e o genétipo C242T do gene

p22phox: Resultados em amostra de confirmacao

Uma vez néo identificada qualquer diferenca importante na distribuicao
do perfil de risco dos grupos estudados no momento de inicio do estudo, a
analise univariada dos desfechos cardiovasculares principais do estudo foi
conduzida. Como o protocolo de seguimento da coorte de confirmagdo nao
seqguiu critérios estritos e homogéneos (uma vez que o0s pacientes nao
estavam incluidos em um protocolo de seguimento e sim eram mantidos em
seu seguimento rotineiro na Instituicao), o Unico desfecho cardiovascular que
consideramos nao-sujeito a viés de identificagdo foi o de mortalidade. Esta
informacao foi obtida de maneira fidedigna para 100% dos 339 individuos
participantes desta amostra e, por conseguinte, & o desfecho cardiovascular
escolhido para esta etapa do estudo.

O tempo médio de seguimento dos pacientes nesta fase do estudo foi
de 1000 dias (desvio padrdo de 431 dias). Durante este tempo de
seguimento foram verificados apenas 13 oObitos, o que reflete a presenca de
uma populacdo menos grave do que a estudada na primeira fase do estudo.

Nao obstante o pequeno numero de Obitos incidentes neste grupo
estudado, 10 foram verificados no grupo de individuos portadores do alelo

242T e apenas 3 em individuos ndo portadores do alelo 242C. Desta
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maneira, a presenca do alelo 242T nesta populacdo de individuos
submetidos a angioplastia coronaria para o tratamento de doenca arterial
coronaria estavel esteve associada a um risco 2,63 vezes maior de
mortalidade (p = 0,02, IC 95% 1,17 — 5,93).

A seguir, passamos a explorar a possibilidade de que diferencas no
tempo médio de seguimento possam interferir nas inferéncias encontradas.
Para tal construimos curvas de Kaplan-Meier comparando os desfechos
cardiovasculares principais de acordo com o grupo genotipico. A
comparagao entre as curvas foi realizada através do teste de log-rank. Neste
cenario o papel do polimorfismo C242T na estratificagdo do risco de ébito

fica ainda mais claro.
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Figura 5: Curvas de Kaplan-Meier para mortalidade de acordo com genétipo

do polimorfismo C242T do gene da p22phox. Tempo expresso em dias de
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seguimento apds angioplastia coronaria. P valor refere-se a teste de log-rank

para tendéncia linear de efeito.

Em conclusdo, apés o término dos experimentos propostos para
responder ao objetivo 1 formulado concluimos que a presenca do alelo 242T
do gene da p22pphox em individuos brasileiros portadores de doenca
arterial corondria estavel estd associada a um maior risco de ébito quando
comparada a auséncia deste alelo.

Consideramos que os resultados até aqui obtidos dao suporte a busca

do objetivo 2.
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4.2. Objetivo 2

Investigar o potencial mecanismo molecular de agdo do polimorfismo

estudado na modulag&o do risco cardiovascular em humanos.

4.2.1. Determinacao da estrutura de desequilibrio de ligacao e Estrutura

haplotipica do locus do gene da p22phox (CYBA)

Como estratégia analitica inicial desta etapa, consideramos de
fundamental importancia um estudo descritivo detalhado da estrutura
haplotipica do locus do gene da p22phox (CYBA) na populacdo em questao.
A importancia deste mapeamento descritivo € identificar diferencas nos
padroes de desequilibrio de ligacao na regiao do polimorfismo C242T. Estas
diferencas precisam ser detectadas uma vez que podem enviesar 0sS
resultados obtidos até o momento (por exemplo, por diferengcas na
estratificacao étnica). Outro ganho potencial consiste em conhecer o bloco
de desequilibrio de ligacdo no qual se encontra o polimorfismo C242T,
contendo também outros marcadores que possam ser responsaveis diretos
pela associacao descrita no objetivo 1.

Para este fim, utilizamos dados tornados publicos pelo projeto
internacional Hapmap que, através de um mapeamento genotipico detalhado
do genoma de 4 populacbes humanas, caracterizou a estrutura de
desequilibrio de ligagdo nestes grupos. Nosso objetivo foi obter os dados

descritivos da estrutura realizada pelo Hapmap nos 4 grupos populacionais
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estudados: caucasianos de origem européia, negros de origem africana,

chineses e japoneses.

4.2.2. Localizacao e estrutura gendmica do gene da p22phox

O gene da p22phox localiza-se no braco longo do cromossomo 16
(16924) humano. Sua sequiéncia gendmica estende-se por 7,76 Kbp entre os
nucleotideos 87Mbp e 88Mbp. O gene é composto por 6 exons que
codificam uma proteina de 195 aminoacidos. Sao atualmente descritos na
base de dados de polimorfismos humanos dbSNP 61 polimorfismos
diferentes de base uUnica (SNPs) na regido genémica do gene. Dos 61
polimorfismos ja catalogados neste gene, 11 foram estudados no projeto
Hapmap, entre os quais o0 SNP rs4673, também denominado polimorfismo

C242T.
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Figura 6. Estrutura gendmica do gene CYBA (p22phox) e SNPs genotipados
pelo projeto Hapmap para o lécus em questdo. Graficos de pizza mostram a
freqUéncia alélica relativa para cada populacao estudada. CEU: caucasianos
de origem européia, CHB: chineses, JPT: japoneses, YRI: africanos

provenientes da Nigéria.

Ampliando a regidao gen6mica estudada pode-se obter uma visdao dos
genes contiguos ao gene da p22phox. Na Figura 6 estdo representados os
genes existentes a 80Kbp de cada lado do gene da p22phox. Claramente,
observa-se uma proximidade grande entre os genes codificadores para
IL17¢c, p22phox e MVD (difosfomevalonato decarboxilase). N&o distantes,
situam-se ainda os genes NHN1, uma proteina nuclear conservada NHN1, e

o SNAI3, snail homolog 3. O estudo das diferentes estruturas de
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desequilibrio de ligacao nesta regido gendémica foi realizado a partir da
regiao representada pela Figura 6, que corresponde ao intervalo genémico

do cromossomo 16 dos nucleotideos 87160553 a 87321602.
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Figura 7. Representacado da disposicao génica existente no cromossomo 16
flanqueando o gene CYBA (p22phox), em amarelo. Intervalo representado:

nucleotideos 87160553 a 87321602.

4.2.3. Determinacao da estrutura de desequilibrio de ligacdao na regiao

gendmica selecionada

Apoés a identificacdo dos genes candidatos potencialmente associados
diretamente ao efeito observado para o polimorfismo C242T na populacédo
estudada, a determinacdo da estrutura de desequilibrio de ligacdo nesta
mesma regido foi avaliada através da obtencao dos dados genotipicos do
projeto Hapmap (para os marcadores genotipados nesta regidao e construcao
dos mapas de desequilibrio de ligacao).

Na populagdo CEU, individuos caucasianos com ascendéncia

européia, foram genotipados 148 diferentes SNPs na regido estudada. A



Resultados 85

Figura a seguir mostra a estrutura de desequilibrio de ligacdo da regiao

estudada.
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Figura 8. Estrutura de desequilibrio de ligacdo em regido gendmica

contendo o gene da p22phox. Dados extraidos a partir da populagdo CEU.

Claramente, um grande bloco de recombinacéo liga os genes MVD,
p22phox, IL17c e NHN1 nesta populacédo. Nao parece haver dependéncia de
marcadores no gene da p22phox com SNAI3 nesta populacéo.

No entanto, uma visdo centrada no SNP rs4673, o polimorfismo
C242T, mostra a auséncia de relagdo de grande dependéncia (correlagdo)

entre este marcador e marcadores tanto a montante (Figura 9), quanto a
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jusante de sua localizagdo gendémica (Figura 10), a excecao de marcadores

localizados no gene IL17c¢ (Figura 9) ou MVD (Figura 10).
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Figura 9. Estrutura de desequilibrio de ligacao da regidao 3’ do marcador
rs4673 obtida a partir de dados provenientes da populacdo CEU. Seta larga
indica linha com o grau de correlacdo dois-a-dois do marcador rs4673 e
outros marcadores testados nesta regido. Setas finas mostram que
marcadores do gene da p22phox e da IL17¢c sdo os Unicos a apresentaram

forte correlagdo com o polimorfismo C242T nesta populagéao.
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Figura 10. Estrutura de desequilibrio de ligacdo da regido 5 do marcador
rs4673 obtida a partir de dados provenientes da populacdo CEU. Seta larga
indica linha com o grau de correlacao dois-a-dois do marcador rs4673 e
outros marcadores testados nesta regido. Setas finas mostram que
marcadores do gene da p22phox e do gene MVD sdo os Unicos a

apresentaram forte correlagdo com o polimorfismo C242T nesta populagéo.

Na populacdo YRI, de individuos africanos provenientes da Nigéria
foram estudados 143 diferentes SNPs. A figura a seguir mostra a estrutura

de desequilibrio de ligagao na regiao estudada.
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Figura 11. Estrutura de desequilibrio de ligagdo em regido genbmica

contendo o gene da p22phox. Dados extraidos a partir da populacao YRI.

Aparentemente, apesar de uma estrutura de desequilibrio de ligacao
um pouco menos compacta, 0 mesmo grande bloco que une os genes MVD,
p22phox, IL17c e NHN1 também parece estar presente nesta populacao.
Aqui, jA& nao existe qualquer correlacdo entre marcadores no gene da
p22phox e marcadores situados 5’ desta regido genémica.

Da mesma maneira como realizado para a populacdao CEU, a analise

mais cuidadosa das relacbes de correlagcdo entre o marcador rs4673 e
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outros marcadores na regidao mostra a estrutura representada nas figuras 12
e 13.

De particular interesse é o fato de que uma andlise detalhada da
regiao gendmica a 3’ de rs4673 mostra que o bloco de desequilibrio de
ligacdo na populacao africana ja € de menor tamanho e engloba apenas o
gene NHN1. De fato, os genes IL17c e da p22phox situam-se em outro bloco
de desequilibrio de ligagdo e no caso particular do marcador rs4673 somente
existe correlagdo importante com outros marcadores do proprio gene

codificante da p22phox (Figura 12).
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Figura 12. Estrutura de desequilibrio de ligagao da regido 3’ do marcador
rs4673 obtida a partir de dados provenientes da populacao YRI. Seta larga
indica linha com o grau de correlacdo dois-a-dois do marcador rs4673 e
outros marcadores testados nesta regido. Setas finas mostram que
marcadores do gene da p22phox sdo os Unicos a apresentar forte correlacao

com o polimorfismo C242T nesta populagéo.

Assim como o observado na regido genbmica a 3 de rs4673, a
analise da regiao a 5’ desse marcador na populacao YRI também restringe a
regiao em desequilibrio de ligacdo com este marcador (portanto,
potencialmente envolvida na modulagé&o do risco observada no objetivo 1).
Nesta regido, apenas os marcadores do proprio gene p22phox apresentam

estrutura de desequilibrio importante com o marcador rs4673 (Figura 13).
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Figura 13. Estrutura de desequilibrio de ligagcao da regido 5 do marcador
rs4673 obtida a partir de dados provenientes da populacado YRI. Seta larga
indica linha com o grau de correlacdo dois-a-dois do marcador rs4673 e
outros marcadores testados nesta regido. Setas finas mostram que
marcadores do gene da p22phox sao o0s Unicos a apresentar forte correlacao

com o polimorfismo C242T nesta populagéo.

Para a andlise das populagbes orientais optamos por agrupar o0s
dados provenientes das genotipagens de individuos japoneses com as

genotipagens provenientes de individuos chineses. A figura a seguir mostra
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a estrutura de desequilibrio de ligacao da regido estudada nas populacdes

orientais.
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Figura 14. Estrutura de desequilibrio de ligagdo em regidao genbmica
contendo o gene da p22phox. Dados extraidos a partir da populacédo

japonesa (JPN) e chinesa (CHN).

Ao contrario do observado na populacédo caucasiana, na populagao de
individuos orientais, o grande bloco de desequilibrio de ligacdao do gene
NHN1 nao contém os genes IL17c, p22phox e MVD, que aparentemente

encontram-se também pouco correlacionados entre si. Da mesma maneira



Resultados 93

como realizado para as populagées CEU e YRI, a analise mais cuidadosa

das relacdes de correlacdo entre o marcador rs4673 e outros marcadores na

regido mostra a seguinte estrutura representada nas figuras 15 e 16.
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Figura 15. Estrutura de desequilibrio de ligacdo da regido 3’ do marcador

rs4673 obtida a partir de dados provenientes da populacao JPN+CHN. Seta

larga indica linha com o grau de correlacao dois-a-dois do marcador rs4673

e outros marcadores testados nesta regidao. Setas finas mostram que

marcadores do gene da p22phox sdo os Unicos a apresentar forte correlacao

com o polimorfismo C242T nesta populagéo.
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Figura 16. Estrutura de desequilibrio de ligacdo da regido 5 do marcador
rs4673 obtida a partir de dados provenientes da populacdao JPN+CHN. Seta
larga indica linha com o grau de correlagdo dois-a-dois do marcador rs4673

e outros marcadores testados nesta regiao.

A semelhanca do verificado na populagdo africana, apenas
marcadores dentro do préprio gene codificador da p22phox encontram-se
significativamente correlacionados com o marcador rs4673 na amostra de

individuos de etnia oriental.
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Ao final desta analise descritiva, reinem-se elementos para apontar o
marcador rs4673, polimorfismo C242T do gene da p22phox, como um
marcador molecular com uma pequena estrutura de correlagdo com outros
marcadores contiguos. Desta forma, o resultado obtido no objetivo 1 parece
estar pouco sujeito aos vieses de associacdo por um marcador em outro
gene que nao o da p22phox. Em particular, apenas marcadores nos genes
IL17c e MVD, poderiam justificar o resultado de associacdo positivo
encontrado com o polimorfismo C242T do gene p22phox, mas tal hipétese é
pouco provavel. Assim, as alteracdes moleculares na prépria proteina
p22phox s&o as principais candidatas a explicar o mecanismo molecular da

associagao descrita no objetivo 1.

4.2.4. Determinacao da estrutura de desequilibrio de ligacao na regiao

gendmica do gene da p22phox na populacao brasileira:

Com base nos resultados obtidos até o presente momento, optamos
por determinar a estrutura de desequilibrio de ligacao na regido genémica do
gene da p22phox, incluindo a regiao gendmica dos genes imediatamente
contiguos ao gene da p22phox, uma vez que marcadores nestes genes
encontram-se em desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo C242T nas
populacdes estudadas pelo projeto Hapmap.

Com este objetivo, ensaios de genotipagem foram desenvolvidos para
mais 6 marcadores localizados nos genes da p22phox, IL17C, MVD e NHN1.

Os marcadores selecionados foram: rs2291160, rs2254073, rs11076688,
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rs7195830, rs8854 e rs4782395. A distribuicdo destes marcadores de acordo
com a localizagao genbémica ao longo do cromossomo 16 humano pode ser

apreciada na figura a seguir.
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Figura 17. Distribuicdo gendémica dos marcadores selecionados para a
determinacao da estrutura de desequilibrio de ligacao do gene p22phox na

populacao brasileira.

Através da utilizagdo do programa Haploviewer e do algoritmo de
determinacao de blocos de desequilibrio de ligacao proposto por Gabriel et
al.,, obtivemos a seguinte estrutura de ligagdo utilizando os individuos

participantes do estudo MASS II.
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Figura 18. Estrutura de Desequilibrio de Ligacdo do gene da p22phox na

populacdo brasileira. Bloco 1 de desequilibrio de ligacdo definido por

algoritmo proposto por Gabriel et al.

Como esperado apds a analise utilizando dados do projeto Hapmap, o

marcador rs4673, polimorfismo C242T, apresenta apenas desequilibrio de

ligacao significativo com marcadores dentro do proprio gene da p22phox, em

nosso painel apenas com o marcador rs71955830. Outros marcadores
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situados nos genes da IL17C, MVD ou NHN1 nao apresentam correlacédo
significativa com o marcador rs4673, sendo improvavel que tais marcadores
expliguem a associagdo descrita no objetivo 1 entre rs4673 e eventos

cardiovasculares nas populacdes estudadas.

4.2.5. Medidas de associacao entre marcadores estudados e eventos

cardiovasculares na populacao MASS Il

Uma outra forma de avaliar tanto a confiabilidade da associacao
descrita para o marcador rs4673 como a provavel ligacao direta entre
variabilidade genética em p22phox e a modulacao do risco cardiovascular
nas populagdes estudadas consiste em buscar a mesma associacao
previamente descrita para rs4673 com outros marcadores na mesma regiao
gendmica, porém situados em outros genes.

A tabela a seguir tras o p valor assim como o valor da estatistica Qui-
quadrado observada nos testes de associacéo entre os diversos marcadores
estudados nesta regidao gendémica e fendtipo combinado de 6bito ou infarto
agudo do miocardio apdés 5 anos de seguimento da populacdo do estudo

MASS II.



Tabela 8. Associacao entre marcadores polimérficos testados na regido genémica de p22phox e obito+IAM

Marcador Alelo associado Razao Caso/Controle Chi-quadrado p valor
rs2291160 G 0.649, 0.593 2.103 0.147
rs2254073 C 0.783, 0.765 0.258 0.6114
rs11076688 T 0.099, 0.091 0.119 0.7298
rs7195830 G 0.715, 0.653 2.584 0.108
rs4673 T 0.434, 0.342 5.809 0.0159
rs8854 A 0.093, 0.090 0.02 0.8878
rs4782395 T 0.619, 0.578 0.992 0.3192

sopejnsey

66
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De modo interessante, apenas o marcador rs4673 encontra-se
significativamente associado ao fendtipo combinado. Ainda, o marcador
rs71955830, que também esta localizado no gene da p22phox e apresenta
um valor de desequilibrio de ligacdo de 95 com rs4673, ndo mostra
associagao significativa com o fenétipo estudado. Finalmente, utilizando-se
os dois marcadores pertencentes ao Unico bloco de desequilibrio de ligacao
observado na regiao testada (rs71955830 e rs4673), nao houve acréscimo
significativo na associagdao encontrada (valor de Qui-quadrado de 4,76 e p
valor de 0,03 para analise haplotipica), o que sugere que toda a associacao
observada advém fundamentalmente da informagéao fornecida pelo marcador

rs4673.

Em conclusao, os dados descritos até o presente momento sugerem
fortemente que o resultado de associagdo descrito no objetivo 1 deve-se
fundamentalmente a variabilidade genética existente no gene da p22phox
(uma vez que nao observamos em nossa populagao desequilibrio de ligacao
significativo entre rs4673 e marcadores localizados nos genes contiguos a
p22phox). Ainda, sugerem que a associagdo descrita pode ser causada
diretamente por modificagdo molecular induzida pelo polimorfismo C242T e
nao explicada por outra alteracao genética em desequilibrio de ligacdo com

a mesma.
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4.2.6. Definindo hipdéteses para explicar mecanismo molecular da

associacao encontrada

Apos a definicdo do marcador rs4673 como o principal candidato a

explicar diretamente a associagdo encontrada, o mecanismo molecular de

acao desta associacado poderia expressar-se em diversos niveis dentro da

arquitetura fenotipica da doencga coronaria estavel.

A natureza complexa do fenétipo estudado é evidente, e a relagéao

entre o marcador genético em questdo e a maior incidéncia de eventos

cardiovasculares poderia resultar de varios fenétipos intermediarios. Destes,

0s principais candidatos seriam:

Alteracdes protéicas codificadas pelo polimorfismo C242T
poderiam expressar-se fenotipicamente através da modulacao
de um dos fatores de risco cardiovascular classicos e assim
modular a incidéncia de eventos cardiovasculares em uma
populacdo de pacientes com doenga arterial coronaria
multiarterial;

Alteracdes protéicas codificadas pelo polimorfismo C242T
poderiam expressar-se fenotipicamente através da modulacao
da carga aterosclerética, o que poderia refletir-se em uma
maior incidéncia de eventos cardiovasculares em uma
populacdo de pacientes com doenga arterial coronaria

multiarterial;
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e AlteracGes protéicas codificadas pelo polimorfismo C242T
poderiam ndo modular nem fatores de risco cardiovasculares
classicos, nem a chance de determinado individuo apresentar
uma maior carga aterosclerética, mas sim modular diretamente
a estabilidade de placas ateroscleroéticas, modulando, assim, a
incidéncia de eventos cardiovasculares em uma populacédo de

pacientes com doenca arterial coronaria multiarterial.

A seguir testaremos as hipoteses formuladas em cada um dos

cenarios sugeridos.
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4.2.7. Teste de hipotese

Alteracbées protéicas codificadas pelo polimorfismo C242T poderiam
expressar-se fenotipicamente através da modulacdo de um dos fatores
classicos de risco cardiovascular e assim modular a incidéncia de eventos
cardiovasculares numa populagdo de pacientes com doenca arterial

coronaria multiarterial.

A hipétese enunciada pressupbe uma associacdo entre o0
polimorfismo C242T do gene da p22phox com fatores de risco
cardiovasculares, o que influenciaria o risco de ébito e IAM incidente na
populacao estudada. Dessa maneira, o alelo 242T estaria associado a niveis
pressoricos maiores, ou a uma maior prevaléncia de diabetes, ou a niveis
mais elevados de colesterol, 0 que aumentaria por conseguinte a chance de
Obito ou IAM.

Para testarmos a hipétese apresentada, estudamos a distribuicao do
polimorfismo C242T em 1575 individuos selecionados aleatoriamente de
uma populacdo urbana brasileira. Os individuos aqui descritos foram
selecionados de modo a formarem uma amostra representativa da
populacao geral da cidade de Vitoria/ES.

Na tabela a seguir apresentamos a distribuicdo de variaveis
demograficas e de risco cardiovascular para a amostra selecionada. Note-se
que os dados apresentados exemplificam a distribuicdo destas variaveis na

populacéo urbana brasileira.
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Tabela 9. Caracteristicas demograficas da populagéo urbana da cidade de Vitéria

Idade, anos

Sexo masculino, %

Classe Socioeconémica, %

A

B

C

D+E
Etnia, %

Branco

Mulato

Negro

Outros
Tabagismo, %
Presséao Arterial Sistélica
Pressao Arterial Diatolica
Colesterol Total, mg/dL
Triglicérides, mg/dL
HDL-Colesterol, mg/dL
LDL-Colesterol, mg/dL
VLDL-Colesterol, mg/dL
Glicose sérica, mg/dL
Creatinina, mg/dL
Acido trico, mg/dL
Leucécitos
IMC

Clearance de creatinina

44,78

45,5

10,3
27,5
31

31,2

35,3
51,2
7.9
5,6
22,1
127,94
84,21
214.4
137,6
45,36
142,22
25,6
104,99
0,97
4,8
6588
26,29

89,47

10,86

21,87
14,02
47,79
127,9
12,35
39,58
20,14
32
0,2
1,51
2643
4,88

25,52
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Foi possivel obter o genétipo do polimorfismo C242T nos 1575
individuos estudados neste estudo transversal. As freqliéncias genotipicas
observadas foram, respectivamente: 43,0% para o genétipo CC, 11,0% para
0 gendtipo TT e 46,0% para o genétipo CT. Tal freqiiéncia de distribuicao
genotipica encontra-se de acordo com a predita pelo Equilibrio de Hardy-
Weinberg. Devido ao pequeno numero relativo de individuos portadores do
genodtipo TT, optamos por agrupa-los com os individuos portadores do
genotipo CT (de forma que uma comparacao entre individuos portadores ou
nao do alelo T pudesse ser conduzida).

A seguir, apresentamos a distribuicdo de variaveis demograficas e
fatores de risco cardiovascular de acordo com o gendtipo do polimorfismo
C242T do gene da p22phox nesta mesma populagao.

Conforme demonstrado na Tabela, a presenca de determinado
genotipo do polimorfismo C242T do gene da p22phox nao parece associar-
se a nenhum dos fatores de risco cardiovascular maiores na populagao
brasileira. Assim, a hip6tese de que a associacdo entre o polimorfismo
C242T e a incidéncia de eventos cardiovasculares pudesse ser explicada
por uma modulacdo de fatores classicos de risco cardiovascular nao

encontra evidéncia empirica na populagao brasileira estudada.
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Tabela 10. Caracteristicas demograficas da populagao urbana da cidade de Vitéria

cC CT+TT p valor

Idade, anos 44,91 (10,82) 44,69 (10,90) 0,69
Sexo masculino, % 40,72 59,28 0,06
Classe Socioecondémica, %

A 11,54 9,36

B 25,74 28,73 0,46

C 30,77 31,29

D+E 31,95 30,62
Etnia, %

Branco 37,05 33,97

Mulato 51,51 51,13 0,19

Negro 6,33 8,91

Outros 5,12 5,98
Tabagismo, % 23,08 21,4 0,43
Pressao Arterial Sistélica 127,79 (20,56) 128,08 (22,82) 0,8
Pressao Arterial Diatélica 84,00 (13,78) 84,37 (14,18) 0,61
Colesterol Total, mg/dL 214,29 (50,34) 214,51 (45,84) 0,93
Triglicérides, mg/dL 142,73 (158,17) 133,80 (99,25) 0,17
HDL-Colesterol, mg/dL 44,98 (12,50) 45,65 (12,25) 0,3
LDL-Colesterol, mg/dL 141,83 (40,80) 142,52 (38,70) 0,74
VLDL-Colesterol, mg/dL 26,16 (24,95) 25,19 (15,60) 0,86
Glicose sérica, mg/dL 103,40 (29,13) 106,19 (34,00) 0,09
Creatinina, mg/dL 0,97 (0,20) 0,97 (0,20) 0,75
Acido trico, mg/dL 4,78 (1,47) 4,81 (1,51) 0,7
Leucécitos 6672 (3405) 6523 (1876) 0,27
IMC 26,28 (4,96) 26,29 (4,81) 0,96
Clearance de creatinina 90,09 (25,79) 88,99 (25,27) 0,4
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4.2.8. Teste de hipotese:

Alteragbes protéicas codificadas pelo polimorfismo C242T poderiam
expressar-se  fenotipicamente através da modulacdo da carga
aterosclerotica, o que poderia refletir-se em uma maior incidéncia de eventos
cardiovasculares em uma populacdo de pacientes com doencga arterial

coronaria multiarterial.

Dados iniciais das analises apresentadas para o objetivo | do presente
estudo sugerem que nao existe relacdo entre o0 desenvolvimento
aterosclerotico e o polimorfismo C242T estudado. No entanto, cabe ressaltar
que a populacdo do estudo MASS Il caracteriza-se por ser uma populacao
com pequena variabilidade inter-individual com relacdo a carga
aterosclerotica dos individuos estudados. Todos os individuos estudados
eram individuos bi- ou tri-arteriais, ndo representando assim o espectro de
variabilidade populacional do processo aterogénico.

No sentido de melhor explorar a hipétese de uma possivel associacao
entre o polimorfismo C242T e uma maior ou menor suscetibilidade individual
ou desenvolvimento de lesGes corondrias ateroscleréticas optamos por
estudar uma nova populacao, composta por individuos submetidos a exame
de angiografia coronaria frente a suspeita clinica de insuficiéncia coronaria.

Nesta nova amostra de individuos analisamos 871 individuos
submetidos pela primeira vez a exame de cineangiocoronariografia (com a

indicacao clinica de investigar possivel doenca arterial coronaria obstrutiva).
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O grafico a seguir mostra a distribuigao relativa do numero de artérias

epicardicas principais com obstrucao significativa (maior do que 50%).

NUMERO DE LESOES

= Cateterismo sem lesdes
obstrutivas

= Cateterismo com lesédo
Uniarterial

o Cateterismo com lesdes
biarteriais
Cateterismo com lesdes
triarteriais

21,13%

Figura 19. Distribuicdo relativa do numero de artérias epicardicas com

obstrugéo luminal maior que 50%.

Conforme esperado, num numero expressivo dos exames nao foi
observada qualquer lesdo corondria obstrutiva significativa (34,3%).

Considerando a distribuicdo do numero total de lesdes epicardicas em todos
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0s segmentos estudados (tercos proximais, médios e distais), observamos a

seguinte distribuicdo na populacao estudada:

300

250

200 —

150—

Frequency

100

50—
Mean = 1,8301
Std. Dev. = 1,67086
— N = 871
0 T T T T T T
2,00 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

NUMERO TOTAL DE LESOES EPICARDICAS

Figura 20. Distribuicdo do numero total de lesbGes epicardicas em todos os

segmentos estudados

Claramente nao se observa distribuicdo normal no numero total de
lesbes epicardicas nos individuos estudados. Desta maneira, optamos por
separar nossa amostra com relagdo aos tercis da variavel numero total de

lesbes epicardicas, de forma a comparar o primeiro (individuos com menor
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namero total de lesdes epicardicas) com o terceiro tercil (individuos com o
maior numero total de lesbes epicardicas). Na tabela a seguir apresentamos
as caracteristicas clinicas e demograficas da amostra estudada com relacao
ao tercil do numero total de lesdes epicardicas. Destaca-se que o primeiro
tercil inclui apenas individuos sem lesdes epicardicas com obstrucao luminal
maior que 50% e que o terceiro tercil inclui individuos com lesdes coronarias
obstrutivas em pelo menos 3 artérias epicardicas (0 segundo tercil inclui

individuos com 1 ou 2 lesdes coronarias obstrutivas).

Tabela 11. Caracteristicas clinicas e demogréficas de acordo com o numero total de lesdes (tercil)

Primeiro Tercil Segundo Tercil Terceiro Tercil p Valor
Idade 56,65 (10,30) 59,70 (9,99) 61,18 (10,54) 0,24
Sexo Masculino, % 34,1 55,6 63,6 < 0,001
Tabagismo atual, % 14,9 22,4 21,2 0,001
HAS, % 70,9 70,9 75,1 0,43
DM tipo 2, % 24,5 34,2 43,4 < 0,001
IMC 29,15 (5,88) 27,30 (4,75) 27,40 (4,32) 0,07
Colesterol Total, mg/dL 222,08 (45,86) 230,79 (55,48) 233,00 (45,19) 0,73
Triglicérides, mg/dL 174,76 (158,64) 175,87 (118,31) 193,94 (146,80) 0,28
LDL-colesterol, mg/dL 139,49 (39,93) 145,40 (46,20) 148,83 (37,03) 0,54
HDL-colesterol, mg/dL 46,71 (12,78) 45,18 (12,07) 42,18 (11,18) 0,51
Histéria Familiar de IAM 38,7 39,3 36,7 0,79

HAS - Hipertensao Arterial Sistémica, DM tipo 2 - Diabetes Mellitus tipo 2, IMC - indice de Massa Corpérea
Variaveis categéricas comparadas através do teste do Chi-quadrado
Variaveis continuas comparadas através de ANOVA
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A seguir, apresentamos a distribuicado genotipica do polimorfismo
C242T do gene da p22phox de acordo com os tercis do numero total de

obstrugdes coronarias significativas.

Tabela 12. Frequéncias Genotipicas do polimorfismo C242T do gene da p22phox
de acordo com o tercil do nimero total de lesdes epicardicas observadas ao
exame cineangiogréfico

Genotipo Primeiro Tercil Segundo Tercil Terceiro Tercil
CcC 411 44.8 42 1
CT 46,1 44 .2 455
TT 12,8 11,0. 12,3

A comparacdo entre as freqiéncias genotipicas nos trés grupos de
distribuicdo de lesdes ateroscleréticas coronarias nao mostrou haver
diferenca significativa entre os grupos (p = 0,90).

Uma outra maneira de analisar o potencial efeito de um marcador
genético na modulacao de um fenétipo complexo é o de estudar potenciais
efeitos de interagdo deste marcador com outros fatores importantes para a
definicdo do fenotipo estudado. Exploramos esta possibilidade através da
avaliacdo do poder preditivo dos diversos fatores associados a carga
aterosclerotica na populacao estudada, levando-se em consideragao grupos

genotipicos especificos do polimorfismo C242T.
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Na tabela a seguir, apresentamos as estimativas de associacédo entre

diversos fatores de risco cardiovasculares e a chance de encontrar-se no

tercil mais elevado da distribuicio do numero de artérias epicardicas

acometidas ao exame de cineangiocoronariografia.

Tabela 13. Grau de associacao entre fatores de risco cardiovascular e nimero de
artérias epicardicas acometidas por grupo genotipico

OR (95% IC)

CC

OR (95% IC)

CT+TT

HAS
Hipertrigliceridemia
Obesidade
Hiperglicemia

HDL Baixo

1,08 (0,61 - 1,92)
1,13 (0,62 - 2,06)
0,36 (0,20 - 0,65)
1,69 (0,95 - 3,01)

1,10 (0,55 - 2,61)

1,27 (0,77 - 2,10)
1,65 (1,0 - 2,74)

0,51 (0,31 - 0,84)
2,55 (1,56 - 4,16)

1,77 (0,90 - 3,47)

HAS - hipertensao arterial sistémica
Hipertrigliceridemia definida como triglicérides > 150 mg/dL
Obesidade definida como IMC > 30
Hiperglicemia definida como glicemia de jejum acima de 110 mg/dL

HDL baixo definido como HDL < 40 em homens e HDL < 50 em homens

OR calculados como razéo de chance do primeiro tercil versus ultimo tercil
da distribuicdo do nimero de artérias epicardicas acometidas.

Nesta tabela observamos um maior impacto dos diversos fatores

listados no risco de uma maior carga aterosclerética no grupo de individuos

com gendtipo CT + TT em relacdo aos individuos com gendtipo CC. Este

dado sugere haver interacdo entre a capacidade aterogénica de diversos

fatores de risco cardiovascular e o genoétipo C242T do gene da p22phox.
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Uma outra maneira de quantificar este efeito de interacdo é o de
estudar o niumero médio de vasos epicardicos acometidos (com leséo
obstrutiva maior do que 50%) em relacdo ao numero de fatores de risco
cardiovasculares nos dois grupos genotipicos.

Na figura a seguir essa relacao é representada. Enquanto no grupo de
individuos portadores do genétipo CT ou TT uma relacdo linear entre o
namero de fatores de risco e o grau de aterosclerose apresentada ao exame
parece claro e mostra tendéncia linear, 0 mesmo nao € observado no grupo

de individuos com o genétipo CC.

cC CT+TT

2,50= -
[7]
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o
£
s 2,00 =
o
©
7]
o
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>
8 1% -
o
2
=}
-4

1,00 = -

T | ] T T T T T | ] T T T T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Numero de fatores de risco Numero de fatores de risco

Figura 21. Relacdo entre numero de fatores de risco cardiovascular e

namero médio de artérias epicardicas acometidas de acordo com grupo

genotipico.
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De fato, um teste estatistico para o termo de interagao “numero de
fatores de risco * gendtipo C242T” é estatisticamente significativo (p=0,038)
e apenas o grupo de individuos pertencentes ao grupo genotipico CT+TT
apresenta uma tendéncia linear significativa (p=0,0004 para o grupo CT + TT
e p=0,95 para o grupo CC).

Desta maneira, apesar de ndo observarmos associacao direta entre o
genodtipo do polimorfismo C242T do gene da p22phox e a carga
aterosclerotica, os dados apresentados sugerem que existe interagdo entre o
polimorfismo C242T e fatores de risco cardiovascular aterogénicos na
modulacdo da carga aterosclerética em individuos com suspeita clinica de

insuficiéncia coronaria.
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4.2.9. Teste de hipotese

Alteragbes protéicas codificadas pelo polimorfismo C242T poderiam
ndo modular nem fatores de risco cardiovasculares classicos, nem a chance
de determinado individuo apresentar uma maior carga aterosclerdtica, mas
sim modular diretamente a estabilidade de placas ateroscleroticas,
modulando, assim, a incidéncia de eventos cardiovasculares em uma

populagao de pacientes com doencga arterial coronaria multiarterial.

4.2.9.1 Existe associacao entre o polimorfismo C242T e a expressao do

gene CYBA (p22phox) em veias safenas humanas?

Inicialmente nossa abordagem foi a de investigar a possivel existéncia
de relacéo entre o gendtipo do polimorfismo C242T e a expressao tecidual
vascular do préprio gene da p22phox. Para este experimento
desenvolvemos ensaio especifico para a quantificagdo da expressado do
gene em amostras de veias safenas mantidas em cultura ex vivo por 24
horas apds retirada durante procedimento de revascularizagao cirtrgica do
miocardio.

Foram realizadas dosagens em amostras de 28 pacientes (14 com o
genotipo CC e 14 com o gendtipo CT ou TT). Nao identificamos qualquer
tendéncia a expressao diferencial do gene da p22phox com relagdo aos

genotipos estudados (Figura).
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Figura 22. Comparagéo entre valores de ACt (normalizados com 28S) para

o gene CYBA (p22phox) de acordo com gendtipos do polimorfismo C242T.

4.2.9.2. O polimorfismo C242T pode modular o padrao de expressao
génica em tecido vascular humano para genes associados a resposta

inflamatoria?

Uma vez ndo se verificando qualquer relacdo entre o gendtipo do
polimorfismo C242T e a expressao génica vascular do gene CYBA,
passamos a explorar a hipétese de que a alteracao protéica codificada pelo
polimorfismo C242T possa levar a uma proteina p22phox diferenciada que
poderia modular o padrdo de expressdao génica em tecido vascular de

respostas associadas ao papel da NADPH oxidase.
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Dessa forma, desenvolvemos ensaios especificos para 10 diferentes
genes associados a respostas inflamatoérias e exploramos a possibilidade de
que a expressao destes genes possa estar associada aos genoétipos do
polimorfismo C242T.

Este segundo experimento foi conduzido de maneira independente ao
primeiro experimento em 15 novas amostras de veias safenas humanas
retiradas sob o0 mesmo protocolo anteriormente descrito.

Na tabela a seguir apresentamos os dados de expressao relativa dos
genes testados em dois grupos definidos pela presenga ou ndo do alelo

242T.



Tabela 14. Expressao relativa de genes inflamatérios de acordo com genétipo do polimorfismo C242T em veias safenas humanas

28S DCt DDCt Aumento p-Value
BMP2
CC 26,56 1,68 24,82 1,05 1,74 1,98 0,00 1,98 1,00 0,25 3,95 0,04
CT+TT 26,12 1,97 25,46 1,71 0,66 2,61 -1,08 2,61 2,11 0,35 12,88
CSF3
CC 25,65 2,60 24,82 1,05 0,83 2,81 0,00 2,81 1,00 0,14 7,00 0,08
CT+TT 24,33 2,47 25,46 1,71 -1,13 3,00 -1,96 3,00 3,89 0,49 31,21
CXCL3
CC 31,82 5,40 24,82 1,05 7,01 5,50 0,00 5,50 1,00 0,02 45,32 0,19
CT+TT 28,98 4,73 25,46 1,71 3,52 5,03 -3,49 5,03 11,26 0,35 367,04
CXCL10
CC 28,29 3,21 24,82 1,05 3,48 3,38 0,00 3,38 1,00 0,10 10,39 0,41
CT+TT 27,89 2,15 25,46 1,71 2,44 2,74 -1,04 2,74 2,06 0,31 13,79
IL1b
CC 20,05 2,38 24,82 1,05 -4,76 2,61 0,00 2,61 1,00 0,16 6,09 0,05
CT+TT 18,57 2,26 25,46 1,71 -6,89 2,83 -2,13 2,83 4,37 0,61 31,03
IL1R1
CC 22,72 1,54 24,82 1,05 -2,10 1,86 0,00 1,86 1,00 0,27 3,64 0,38
CT+TT 22,77 0,74 25,46 1,71 -2,69 1,86 -0,59 1,86 1,51 0,41 5,48
IL6
CC 18,63 2,25 24,82 1,05 -6,19 2,48 0,00 2,48 1,00 0,18 5,59 0,29
CT+TT 18,09 2,97 25,46 1,71 -7,37 3,43 -1,18 3,43 2,27 0,21 24,41
IL8
CC 19,71 2,55 24,82 1,05 -5,11 2,76 0,00 2,76 1,00 0,15 6,76 0,18
CT+TT 18,58 2,94 25,46 1,71 -6,88 3,40 -1,78 3,40 3,43 0,32 36,24
TNF-ALFA
CC 22,90 1,89 24,82 1,05 -1,91 2,16 0,00 2,16 1,00 0,22 4,47 0,11
CT+TT 22,41 2,15 25,46 1,71 -3,05 2,75 -1,14 2,75 2,21 0,33 14,81
IL1RA
CC 27,96 3,77 24,82 1,05 3,14 3,92 0,00 3,92 1,00 0,07 15,09 0,02
CT+TT 24,80 2,57 25,46 1,71 -0,66 3,09 -3,80 3,09 13,89 1,63 118,14

sopejnsey

8L
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Dos 10 genes inflamatérios testados, 3 apresentaram expressao
relativa significativamente maior nos individuos portadores do alelo 242T
(BMP2, IL1b e IL1Ra). Ainda, uma tendéncia a expressao aumentada em
individuos portadores do alelo 242T foi também observada em outros 2

genes (CSF3 e TNF-alfa).

Desta maneira, os resultados apresentados sugerem que o
polimorfismo C242T nao tem importante papel na modulacdo vascular da
expressao génica basal do gene CYBA (p22phox). No entanto, a presenca
do alelo 242T parece estar associada a aumento significativo na expressao
vascular basal de diversos genes com papel na modulacdo da resposta
inflamatéria vascular. Tal fato pode explicar os resultados observados até o
presente momento, justificando assim, um papel na modulacdo do impacto
de fatores de risco cardiovasculares na carga aterosclerética e uma maior
incidéncia de eventos cardiovasculares em pacientes com doenca arterial

coronaria.
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Figura 23: Pontos médios de 3 replicatas para valores deltaCt normalizados
por 28S para cada vaso estudado de acordo com grupo genotipico do
polimorfismo C242T para 10 genes inflamatérios. Note que valores menores

de deltaCt representam expressao maior do gene estudado.
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4.3. Objetivo 3

Avaliar se a informagdo clinica advinda do marcador molecular
estudado pode ser associada a algoritmos clinicos de predicdo do risco

cardiovascular.

4.3.1. Variaveis clinicas e demograficas preditoras do evento
combinado morte + IAM incidente na populacao de individuos

participantes do estudo MASS I

Ao abordar o objetivo 3 devemos inicialmente considerar quais sao as
variaveis demograficas, clinicas ou bioguimicas com poder preditivo sobre o
desfecho combinado de morte + IAM incidente na populacdo do estudo
MASS II. Esta andlise preliminar se faz de fundamental importancia uma vez
que eventualmente apenas a utilizagao de variaveis facilmente disponiveis e
ja comumente utilizadas pode gerar algoritmo com capacidade preditora
eficiente e com elevada acuracia na predicdo de quais individuos teréao
morrido ou sofrido um IAM nos 5 anos seguintes a obtencdo das
informacdes de entrada sem que haja necessidade de associar informacéao
advinda de um novo teste de estratificagdo (em nosso caso um teste
genético de determinacao do genétipo do polimorfismo p22phox C242T).

Com esse objetivo construimos modelo de regressao logistica
avaliando como variavel dependente a ocorréncia ou nao de morte ou IAM

incidente no periodo de 5 anos de seguimento e, como variaveis
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independentes, variaveis demograficas, clinicas e bioquimicas utilizadas
comumente em modelos de predicdo de eventos cardiovasculares em
diversos cenarios (prevencao primaria, secundaria e terciaria).

Desta maneira, ao final de 5 anos de seguimento, 21% dos individuos
participantes do estudo haviam apresentado o evento combinado estudado.
Na tabela a seguir sdo apresentadas as variaveis consideradas no modelo
de regressao logistica como candidatas a predizer a ocorréncia deste

desfecho.

Tabela 15. Variaveis consideradas na criagdo de modelo de regressao
logistica para morte + |IAM

IAM prévio

IMC

HAS

Sexo

DM tipo 2
Tabagismo

Idade

Colesterol total
Triglicérides
Tratamento recebido

Numero de artérias epicardicas acometidas

z

E interessante notar que, considerando-se as variaveis previamente

listadas somente idade, presenca de HAS e histéria prévia de IAM foram
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incluidas no modelo final de predicao. Na tabela a seguir descrevem-se as

caracteristicas finais do modelo.

Tabela 16. Variaveis no modelo logistico final

B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Passo 1(a) Idade (anos) 0,042808 0,011779 13,20821 1 0,000279 1,04
Constant -3,985152 0,735614 29,34874 1 6,05E-08 0,01
Passo 2(b)  Idade (anos) 0,048957 0,012139 16,26642 1 55E-05 1,05
IAM 0,83818 0,21301 1548375 1 8,32E-05 2,31
Constant -4,773049 0,783695 37,09345 1 1,13E-09 0
Passo 3(c) Idade (anos) 0,048055 0,012193 15,53234 1 811E-05 1,05
IAM 0,835177 0,213761 15,26506 1 9,34E-05 2,31
HAS -0,500064 0,223218 5,018693 1 0,025075 1,65
Constant -4,532045 0,790546 32,86506 1 9,88E-09 0,01

Com relagdo a estimativas da medida de forca de associacao no
modelo final, os valores do R® de Cox & Snell e Nalgelkerke foram
respectivamente 0,057 e 0,090.

Ressalta-se que a despeito de obtermos um modelo com variaveis
independentes e preditoras do evento estudado, a capacidade de
discriminacdo destas variaveis ndo permite a construcdo de um algoritmo
preditivo com acuracia adequada para seu uso clinico. A representacao
grafica da capacidade de acuracia de cada uma das varidveis estudadas
pode ser observada através das seguintes curvas ROC e suas respectivas

areas sob a curva (AUC).
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Curva ROC - IDADE (anos)
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Figura 24. Curva ROC considerando a idade em anos como variavel
continua e sua respectiva AUC para a predicao de morte + IAM incidente.

Area sob a curva = 0,613.
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Curva ROC - 1AM prévio
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Figura 25. Curva ROC considerando IAM prévio e sua respectiva AUC para

a predicdo de morte + IAM incidente. Area sob a curva = 0,591.



Resultados 127

Curva ROC -HAS
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Figura 26. Curva ROC considerando HAS e sua respectiva AUC para a

predicdo de morte + IAM incidente. Area sob a curva = 0,558.

Claramente, muito embora estas varidveis estejam associadas ao
desfecho estudado, seu uso individual como preditoras do evento nao
parece ter grande aplicabilidade em virtude da baixa acuracia diagnéstica de
cada variavel individualmente. Na tabela a seguir apresentamos as
sensibilidades, especificidades e acuracia das trés variaveis selecionadas

pelo modelo quando utilizadas individualmente.



Resultados

128

Tabela 17. Sensibilidade, especificidade e acuracia das variaveis selecionadas
na predigdo do desfecho 6bito + IAM incidente em 5 anos de seguimento.

Sensibilidade Especificidade Area sob a curva
Idade (anos) 0,63 0,60. 0,61
IAM prévio 0,59 0,59 0,59
HAS 0,69 0,43 0,56

A pequena contribuicdo relativa de cada uma das variaveis

selecionadas no modelo apresentado pode também ser contemplada através

da utilizacao de arvores de classificacao, onde a diferenca na incidéncia de

eventos em cada subgrupo pode ser observada.

Nas figuras a seguir apresentam-se a capacidade de classificacdo de

cada uma das variaveis selecionadas com relagdo a diferenga na incidéncia

de eventos em cada grupo definido.
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MORTE+IAM
Node 0
Category % n
TTT oo B SEMEVENTO 79,3 484
| ® SEM EVENTO B EVENTO 20,7 126
:_' EVENTO Total 100,0 610
| =]
ANOS
Adj. P-value=0,000, Chi-square=16,876,
df=1
<=|59 > 59
Node 1 Node 2
Category % n Category % n
B SEM EVENTO 86,3 253 B SEMEVENTO 72,9 231
B EVENTO 13,7 40 B EVENTO 271 86
Total 48,0 293 Total 52,0 317

Figura 27. Arvore de classificacdo utilizando como variavel dependente a

ocorréncia ou ndo de evento morte ou IAM incidente e variavel independente

idade em anos.

| ™ SEM EVENTO

| ® EVENTO

MORTE+IAM

Category

Node 0

% n

- '; B SEM EVENTO 79,3 483

B EVENTO

20.7 126

I
1 Total

100,0 609

J—

| =]

IAM prévio
Adj. P-value=0,000, Chi-square=13,340,
df=1

IAM prévio + IAM prévio -
Node 1 Node 2
Category % n Category % n
B SEM EVENTO 72,6 196 B SEM EVENTO 84,7 287
B EVENTO 274 74 B EVENTO 15,3 52
Total 44,3 270 Total 55,7 339
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Figura 28. Arvore de classificacdo utilizando como variavel dependente a
ocorréncia ou nao de evento morte ou IAM incidente e variavel independente

histéria de IAM prévio.

MORTE+IAM
Node 0
Category % n
oo A B SEMEVENTO 79,4 482
| @ SEM EVENTO ! B EVENTO 206 125
:_' EVENTO | Total 100,0 607
| =]
HAS

Adj. P-value=0,019, Chi-square=5,490, df=1

HAS - HAS +

Node 1 Node 2
Category % n Category % n
B SEM EVENTO 84,1 206 B SEM EVENTO 76,2 276
B EVENTO 15,9 39 B EVENTO 23,8 86
Total 40,4 245 Total 59,6 362

Figura 29. Arvore de classificacdo utilizando como variavel dependente a
ocorréncia ou nao de evento morte ou IAM incidente e variavel independente

historia de HAS.

Note-se que a capacidade de estratificacdo das variaveis
selecionadas é baixa. Mesmo a melhor variavel selecionada (idade em anos)
apresenta uma discreta capacidade, conseguindo estratificar dois grupos:
um com baixo risco (incidéncia de evento de 13,7%) e outro com alto risco

(incidéncia de evento de 27,1%).
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Mesmo a utilizacdo conjunta das trés variaveis na delimitacdo do risco
de apresentar o evento estudado ndo se constitui em ferramenta com alta
acuracia.

A construcdo do modelo de regressao logistica com dados
prospectivamente adquiridos permite que se possa utilizar o modelo ajustado
para a obtencéao do risco predito para cada individuo da amostra. No caso do
modelo gerado para a predi¢cao do evento morte + |AM incidente, esse risco

€ dado pela seguinte férmula:

1/1+EXP(-(-5.027+(0.048*IDADE EM ANOS)+(0.834* IAM PREVIO)+(0.502*HAS)))

Através da aplicacdo da férmula acima aos dados empiricamente
observados, obtém-se o seguinte histograma de distribuicdo de risco na

populacéo estudada.
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Figura 30. Histograma de distribuicdo da probabilidade predita de evento de

acordo com modelo logistico empiricamente observado.

A utilizacao das probabilidades preditas utilizando um modelo
contendo idade em anos, historia de 1AM prévio e HAS melhora a acuracia
preditora da ferramenta diagnéstica proposta. Tal fato pode ser observado

na curva ROC apresentada a sequir.
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Curva ROC - Idade, IAM prévio, HAS
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Figura 31. Curva ROC considerando Idade, IAM prévio e HAS e sua
respectiva AUC para a predicdo de morte + IAM incidente. Area sob a curva

= 0,669.

Como esperado o uso de informacdo advinda das 3 variaveis
selecionadas como preditoras independentes de morte + IAM incidente
adiciona capacidade de estratificacdo ao modelo. Nesta situacao, o ponto de
corte com melhor poder discriminativo (probabilidade maior ou menor que
16,5%) tem sensibilidade de 83,2%, especificidade de 42,3% e area sob a

curva de 0,67.
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A vantagem na utilizagdo conjunta das 3 variaveis preditoras também

pode ser observada através da construcao de arvores de classificacao.

| m SEM EVENTO
| ® EVENTO !

—_—— e e e — o

MORTE+IAM

Node 0

Category

% n

B SEM EVENTO 79,3 484

B EVENTO

20,7 126

Total

100,0 610

=

IAM prévio
Adj. P-value=0,001, Chi-square=13,474,

df=1

IAM prévio +

Node 1
Category % n
B SEM EVENTO 72,6 196
B EVENTO 274 74

Total 44,3 270
| =

HAS

Adj. P-value=0,005, Chi-square=10,437,

df=1

IAM prévio -;

|

<missing>

Category

Node 2

% n

H EVENTO

B SEM EVENTO 84,7 288

153 52

Total

55,7 340

=

ANOS
Adj. P-value=0,005, Chi-square=15,097,

df=

1

HAS - HAS +; <missing> <=59 > 59
Node 3 Node 4 Node 5 Node 6
Category % n Category % n Category % n Category % n
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Figura 32. Arvore de classificacdo utilizando como variavel dependente a

ocorréncia ou nao de evento morte ou

IAM

incidente e variaveis

independentes idade em anos, histéria de IAM prévio e histéria de HAS.
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Como esperado, a utilizacdo de informacéo advinda de 3 variaveis
consegue estratificar a populacado de individuos estudados em 4 diferentes
grupos, um com baixo risco de evento (incidéncia predita em 6,3%), um com
alto risco de evento (incidéncia predita em 34,6%) e dois com risco

intermediario de evento (incidéncias preditas em 17,7% e 26,6%).

A despeito da melhor acuracia alcancada na discriminacao do risco de
eventos utilizando-se o modelo construido através de informacbdes de
variaveis demogréficas, clinicas e bioquimicas, fica clara a necessidade de
melhorar a capacidade preditora de tal modelo caso sua utilizacdo como

ferramenta clinica seja vislumbrada.

4.3.2. Adicionando informacao genética ao modelo preditivo: existe

ganho de acuracia?

Apo6s definir a necessidade de um melhor modelo preditivo do
desfecho estudado (morte + IAM incidente), a consideracdo sobre o
acréscimo de informacdo advinda com a utilizacdo de variavel genética
passa a ser relevante.

Neste cendario, um novo modelo logistico deve preferivelmente
contemplar a presengca da varidvel genética a ser acrescentada como
preditora independente do desfecho de interesse.

A introducao do genétipo do polimorfismo C242T do gene da p22phox

como variavel independente no modelo de regressao logistica proposto pode
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ser avaliada quanto as alteragdes das estimativas relativas de risco na

tabela abaixo.

Tabela 18. Variaveis na Equagao

B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Passo 1(a)  P22phox C242T 0,85 0,24 13,07 1 0,00 2,35
Constant -1,96 0,20 100,49 1 0,00 0,14
Passo2(b)  |AM prévio 0,78 0,22 12,28 1 0,00 2,19
P22phox C242T 0,89 0,24 13,90 1 0,00 2,43
Constant -2,37 0,24 98,79 1 0,00 0,09
Passo 3(c) Idade (anos) 0,04 0,01 11,67 1 0,00 1,04
IAM prévio 0,88 0,23 14,81 1 0,00 2,41
P22phox C242T 0,90 0,24 13,81 1 0,00 2,45
Constant -5,07 0,84 36,14 1 0,00 0,01
Passo 4(d) Idade (anos) 0,04 0,01 10,73 1 0,00 1,04
HAS 0,52 0,24 4,73 1 0,03 1,69
IAM prévio 0,87 0,23 14,33 1 0,00 2,39
P22phox C242T 0,89 0,24 13,37 1 0,00 2,42
Constant -5,30 0,86 38,10 1 0,00 0,00

Chama atencdo que nao apenas informacdo genotipica do
polimorfismo C242T é independentemente associada ao desfecho estudado
(informagédo ja explorada no objetivo 1 através de modelo de riscos
proporcionais de Cox), mas também que a contribuicdo relativa do
polimorfismo C242T ¢ a primeira variavel a entrar no modelo, denotando seu

importante peso na estimativa final da acuracia do mesmo.
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Ao compararmos as estimativas da medida de forca de associacéo no
modelo final, os valores do R® de Cox & Snell e Nalgelkerke foram
respectivamente 0,077 e 0,123, ambos maiores do que os observados no
modelo prévio, que nao levava em consideracao informagdes advindas do
conhecimento de teste genético (0,057 e 0,090, respectivamente).

Interessantemente, o novo modelo, que leva em consideragcao
informacdes genéticas, parece também desempenhar melhor sua funcao
preditora de eventos. A comparacao das curvas ROC mostra um ganho de
acuracia representado pela maior area sob a curva para o modelo
envolvendo informacgdes clinicas e genéticas quando comparado ao modelo
envolvendo apenas informagdes clinicas (0,69 versus 0,66,

respectivamente).
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Figura 33. Curvas ROC para o modelo utilizando apenas variaveis clinicas

(curva verde) e modelo utilizando variaveis clinicas e genéticas (curva azul).

Comparando-se as sensibilidades, especificidades e areas sob a

curva dos dois diferentes modelos obtemos:



Tabela 19. Sensibilidade, especificidade e acuracia das variaveis selecionadas
na predicdo do desfecho 6bito + IAM incidente em 5 anos de seguimento.

Sensibilidade Especificidade Area sob a curva
Modelo Clinico 0,76 0,49 0,66
Modelo Genético 0,69 0,63 0,69
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Através da utilizacdo da metodologia apresentada, o0 modelo contendo
informacdes genéticas é capaz de estratificar individuos em 6 diferentes
grupos, 2 de baixo risco (6,8% e 7,8%), um de alto risco (40,5%) e trés com
taxas de incidéncia de eventos intermediaria.

A melhor capacidade discriminatéria resultante do modelo envolvendo
a inclusao de informacdes de variavel genética pode ser observada através
da construcao de curvas de incidéncia de eventos estratificadas para os

diferentes n6s obtidos nas arvores de classificagao.
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Figura 35: Arvore de classificacdo do modelo clinico definindo 4 diferentes
nés e curva de mortalidade representando tempo para Obito nos 4 nés

previamente definidos.
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Figura 36. Arvore de classificacdo do modelo genético definindo 6 diferentes

nés e curva de mortalidade representando tempo para Obito nos 6 nés

previamente definidos.
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As diferentes curvas obtidas nos modelos acima descritos podem ser
comparadas 2x2 através do teste de log-rank. As tabelas a seguir trazem os

resultados destas comparacoes.



Tabela 20. Diferencas entre curvas de Kaplan-Meier para nés definidos no modelo clinico

# N6 3 4 5 6
Chi-Square Sig. Chi-Square Sig. Chi-Square Sig. Chi-Square Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 3 6,49 0,01 5,24 0,02 2,08 0,15
4 6,49 0,01 24,22 0,00 2,02 0,16
5 5,24 0,02 24,22 0,00 14,78 0,00
6 2,08 0,15 2,02 0,16 14,78 0,00

sopejnsey
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Tabela 21. Diferengas entre curvas de Kaplan-Meier para nés definidos no modelo genético

# No6 3 4 7 8 9 10
Chi-Square Sig. Chi-Square Sig. Chi-Square Sig. Chi-Square Sig. Chi-Square Sig. Chi-Square Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 3 7,57 0,01 0,11 0,74 4,42 0,04 1,45 0,23 11,95 0,00
4 7,57 0,01 5,16 0,02 0,11 0,74 14,37 0,00 36,48 0,00
7 0,11 0,74 5,16 0,02 2,92 0,09 1,96 0,16 11,52 0,00
8 4,42 0,04 0,11 0,74 2,92 0,09 9,26 0,00 24,08 0,00
9 1,45 0,23 14,37 0,00 1,96 0,16 9,26 0,00 3,32 0,07

10 11,95 0,00 36,48 0,00 11,52 0,00 24,08 0,00 3,32 0,07

sopejnsey

17



Resultados 147

Apbs o exposto, pode-se concluir que o polimorfismo C242T do gene
da p22phox ndo apenas encontra-se associado de maneira independente a
uma maior incidéncia de eventos cardiovasculares na populagdo estudada,
como também sua utilizacdo em algoritmo clinico de predi¢cao de eventos em
uma populacdo de pacientes portadores de doenca arterial coronaria
multiarterial com funcédo ventricular preservada adiciona informacdo ao
modelo utilizando apenas informacdes clinicas, demograficas e bioquimicas
e contribui para uma melhor estratificacdo de risco em individuos da

populacéo estudada.



5 . Discussao
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5. DISCUSSAO

“...why should the offspring at one time bear a stronger
resemblance to the father, at another to the mother, and, at a third, to
progenitors both maternal and paternal, farther removed?”

William Harvey, De Generatione Animalium, 1651

“Long life, is like some Diseases, a Thing Hereditarie, within
certaine Bounds.”
Francis Bacon, Historie Naturall and Experimentall of Life and

Death, 1638

Foi necessario muito tempo para que a humanidade descobrisse a

existéncia de relacdes bioldgicas consistentes entre pais e filhos.
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Até ha aproximadamente 2 séculos a palavra “hereditario” nao tinha
qualquer significado biol6gico. Nao existiam estudos sobre hereditariedade
pelo simples fato de que até aquele momento na histéria da humanidade
este fenémeno ainda ndo havia sido “descoberto”, conceituado.

Interessante notar que as ferramentas necessarias para que as bases
desse fendbmeno pudessem comecar a ser entendidas ndao foram novos
aparatos tecnolégicos, mas sim bancos de dados que pudessem ser

analisados estatisticamente (Cobb 2006).

5.1. Superoxido e doencga vascular

As primeiras alteracbes descritas da doenca vascular sao
anormalidades no endotélio, resultando na perda das funcbes de
homeostase caracteristicas do 6rgao e que inibem processos relacionados a
patologias como inflamacao e trombose. Em particular, o 6xido nitrico (NO)
produzido pela NO-sintase no endotélio vascular (eNOS) tem a capacidade
de modular pressao e fluxo e importantes efeitos anti-aterogénicos em
plaquetas, células musculares lisas e células endoteliais (Fortuno, Jose et al.
2005).

Em humanos a funcdo endotelial dependente de NO se encontra
deficiente em estados pré-ateroscleréticos como na hipercolesterolemia, no
diabetes mellitus, na hipertensdo e no tabagismo. Ainda mais interessante,

estudos prospectivos foram capazes de identificar a disfuncdo endotelial
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como uma variavel independente, preditora de eventos cardiovasculares
(Schachinger, Britten et al. 2000; Heitzer, Schlinzig et al. 2001).

Os mecanismos que resultam na perda da bioatividade de NO na
doenca vascular, a despeito de muito estudados, permanecem pouco
conhecidos. Um aumento na producao local ou sistémica de espécies
reativas de oxigénio (EROs) como o anion superdxido parece contribuir para
este déficit. De fato, a contribuicdo de radicais livres na disfungéo endotelial
mediada por NO também é uma variavel preditora de uma maior incidéncia
de eventos cardiovasculares (Heitzer, Schlinzig et al. 2001).

As diferentes fontes de superdxido no tecido vascular variam em
diferentes tipos de vasos e em diferentes espécies. Em humanos, a
producdo de superoxido é observada em células da camada média e
adventicia vascular e, em menor quantidade, em células endoteliais. Em
alguns estados patolégicos, como no diabetes, por exemplo, a contribuicao
de células endoteliais para a producdao de superoxido parece ser mais
proeminente (Channon and Guzik 2002).

Nas diferentes células que formam a parede vascular o superdxido
pode ser produzido por diferentes oxidases. Fontes potenciais de producéao
vascular de superéxido incluem NADPH oxidases, xantino oxidases,
lipoxigenase, oxidases mitocondriais e NO sintases. Uma série de estudos
demonstrou a grande importancia relativa de NADPH oxidases na producao
de superdxido em tecido vascular humano (Guzik, West et al. 2000).

NADPH oxidases sao proteinas formadas por varias subunidades

protéicas presentes em vasos humanos, o que inclue artérias coronarias
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normais e doentes, veias safenas, artérias mamarias e células musculares
lisas e endoteliais em sistemas de cultura ex vivo. O sistema da NADPH
oxidase, mais conhecido por seu papel no processo de oxidacao respiratoria
neutrofilico é formado por mdultiplas subunidades protéicas que incluem
p47phox, p67phox, p22phox, Rac e gp91phox ou outra proteina da familia
Nox. A subunidade p22phox € necessaria para a atividade enzimatica em
todas as NADPH oxidases e se liga a subunidade Nox formando o citocromo
b558. Niveis aumentados de p22phox, p47phox, p67phox e Nox estdo
presentes em artérias coronarias humanas com aterosclerose e em vasos de
individuos com diabetes e associam-se a uma producdo aumentada de
superoxido. Tal fato sugere que o aumento de expressdao génica e/ou
aumento dos niveis protéicos mediado por alteracdes pds-transcricionais sao
importantes na regulacdo de um aumento de atividade de NADPH oxidase
na doenga vascular. Ainda, a ativacdo aguda de subunidades do complexo
da NADPH oxidase (via fosforilagcdo protéica, por exemplo) parece também
ter relevancia na modulacao da funcao enzimatica do complexo.

A associacao entre o processo de neutralizacdo do NO proporcionado
pelo superoxido sugere que a producao de superdxido pode, em parte,
modular a disfuncdo endotelial na aterosclerose humana. No entanto, o
namero de estudos in vivo disponiveis ainda é pequeno. Huraux e
colaboradores encontraram grande variabilidade tanto na vasodilatacdo
mediada por NO quanto na producdo basal de superdoxido em artérias
mamarias (Huraux, Makita et al. 1999). Guzic e colaboradores observaram

uma relacéo inversa entre o perfil de risco cardiovascular e vasodilatacdo
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mediada por NO em estudos de tensdo isométrica e uma relagao direta entre
o perfil de risco cardiovascular e a producdo de superéxido pela NADPH

oxidase (Guzik, West et al. 2000).

5.2. Fatores genéticos modulando a producao vascular de superoxido

A identificacdo das NADPH oxidases como a principal fonte de
producdo vascular de superdoxido na aterosclerose levou a um grande
interesse na identificacdo de variantes genéticas nos genes codificantes
para as diferentes subunidades da NADPH oxidase que pudessem modular
a producgdao vascular de superoxido.

De fato, evidéncias de um importante componente genético na
determinacao da variabilidade inter-individual de fendétipos intermediarios
relacionados a processos de homeostase oxidativa estdo presentes na
literatura (Wang, Rainwater et al. 2001). Wang et al. observaram uma
herdabilidade de 51% na variabilidade inter-individual da atividade anti-
oxidante total do plasma, uma medida que reflete o balanco entre oxidantes
e antioxidantes no sistema, em uma populacdo de individuos de origem
mexicana nos EUA (Wang, Rainwater et al. 2001). Da mesma maneira, Lacy
et al. observaram que a herdabilidade dos niveis plasmaticos de perdxido de
hidrogénio varia entre 20 e 35% da variancia inter-individual observada
(Lacy, Kailasam et al. 2000).

Polimorfismos genéticos comuns na regidao promotora e codificante do

gene CYBA (p22phox) podem ter importantes efeitos na expressao génica,
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atividade enzimatica ou na geracao de superéxido vascular, justificando em
parte a grande variabilidade inter-individual nos processo de estresse
oxidativo vascular e bioatividade de NO.

O polimorfismo C242T no gene da p22phox leva a substituicado de
tirosina por histidina na posicao 72 da p22phox. Devido a relacdo de 1:1
entre a p22phox e a gp91phox e devido ao fato da necessaria presenca da
p22phox para a estabilizacdo do ambiente heme nativo do citocromo b558 é
possivel que o polimorfismo C242T possa regular a estabilidade da ligacao
entre p22phox e gp91phox e, consequentemente, a atividade enzimatica de
NADPH oxidase.

Inicialmente, Inoue e colaboradores descreveram uma associacao entre
o gendétipo TT do polimorfismo C242T e um risco diminuido de
desenvolvimento de DAC em individuos japoneses (Inoue, Kawashima et al.
1998). Ainda, Guzik e colaboradores encontraram uma associacao entre a
presenca do alelo T242 e uma expressao basal diminuida do mRNA do gene
da p22phox. Ainda, estes autores relataram uma estimulacdo da producao de
superoxido diminuida em vasos de individuos portadores do alelo T242 quando
comparada a de individuos portadores do alelo C242 (Guzik, West et al. 2000).

De maneira contraria, uma série de autores observou uma associag¢ao
entre a presengca do alelo 242T e uma maior chance de DAC (Cahilly,
Ballantyne et al. 2000; Nasti, Spallarossa et al. 2006; Niemiec, Zak et al. 2007),
e uma maior producao de superoxido (Shimo-Nakanishi, Hasebe et al. 2004) ou
oxidacao lipidica (Nakano, Matsunaga et al. 2003). A despeito das associacoes

positivas entre a presenca do alelo 242T e aterosclerose em alguns estudos,
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nenhum estudo até o presente momento havia reportado associacao entre este

marcador genético e eventos cardiovasculares em humanos.

5.3. Discussao geral dos resultados obtidos

Neste trabalho descreve-se uma associagao positiva entre a presenca
do alelo 242T e uma maior incidéncia de morte ou IAM incidente em
pacientes com DAC multiarterial seguidos prospectivamente por 5 anos. A
maior mortalidade associada a presenca do alelo 242T se manteve
consistentemente presente mesmo apds ajuste para fatores de risco
cardiovasculares tradicionais em modelo multivariado. Mostra-se, ainda, que
a mesma associacao foi confirmada em uma segunda amostra de pacientes
similares, porém com menor gravidade de doenca arterial coronaria, o que
sugere a consisténcia da associacao descrita para individuos da populacao
brasileira.

Estudos anteriores descreveram associagées entre o polimorfismo
C242T da p22phox e doenga cardiovascular com resultados discordantes.
Inoue e colaboradores encontraram uma associacao entre o genoétipo TT e
um risco diminuido de desenvolvimento de DAC numa populacdo de
individuos japoneses (Inoue, Kawashima et al. 1998). Outros estudos, como
ja descrito, descreveram uma associacdo no sentido contrario, ou
descreveram haver auséncia de associacao entre este marcador e fenétipos

cardiovasculares.
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Uma das possibilidades para tantos achados discordantes seria que o
polimorfismo C242T é um marcador molecular ndo diretamente responsavel
pela alteracédo funcional causadora do aumento de risco cardiovascular, mas
sim em desequilibrio de ligagdo com o alelo responsavel. Neste cenario,
diferentes etnias e, consequentemente, diferentes estruturas populacionais
para o locus do gene da p22phox poderiam explicar grande parte da
variabilidade encontrada entre diferentes estudos.

O padrao da estrutura de desequilibrio de ligacdo do locus estudado
foi avaliado em diferentes popula¢gdes mundiais e, de maneira original, em
individuos da populacéao brasileira.

A analise do padrao de desequilibrio de ligacdo para o locus do gene
da p22phox em diferentes populacbes humanas utilizou dados
disponibilizados pelo projeto HapMap humano e permitiu a observagao de
que este locus é delimitado por um unico bloco de desequilibrio de ligacao
em todas as populacdes estudadas. Ainda, nesta mesma analise, reinem-se
elementos para colocar o marcador rs4673, polimorfismo C242T do gene da
p22phox, como um marcador molecular com uma pequena estrutura de
correlacdo com outros marcadores contiguos. Desta forma, o resultado de
associacao obtido parece estar pouco sujeito aos efeitos de confusdo de
associagao por desequilibrio de ligacao (neste caso, por um marcador em
outro gene que nao o da p22phox). De particular importancia, apenas
marcadores nos genes IL17c e MVD, poderiam justificar, apesar de com
baixa probabilidade, o resultado de associacido positivo encontrado para o

polimorfismo C242T do gene p22phox. Isto coloca alteracdo molecular na
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prépria proteina p22phox como a principal candidata a explicar o mecanismo
molecular da associagao descrita.

Na tentativa de melhor delimitar outros marcadores nesta mesma
regiao gendmica potencialmente associados ao fenoétipo cardiovascular
descrito, a estrutura de desequilibrio de ligacdo do gene da p22phox foi
delimitada em individuos da populacao brasileira. Com este objetivo, 6 novos
marcadores genéticos foram genotipados na regidao do gene da p22phox e
nos dois genes contiguos, MVD e IL17c. Apds essa analise, 0 marcador
rs4673, polimorfismo C242T, apresentou apenas desequilibrio de ligacao
significativo com marcadores dentro do proprio gene da p22phox, em nosso
painel apenas com o marcador rs71955830. Outros marcadores situados
nos genes da IL17c, MVD ou NHN1 n&o apresentam correlagao significativa
com o marcador rs4673, o que torna improvavel que possam explicar a
associacao descrita entre rs4673 e eventos cardiovasculares nas
populacdes estudadas.

Interessantemente, apenas o0 marcador rs4673 mostrou-se
significativamente associado ao fenétipo combinado testado (IAM incidente +
morte). Ainda, o marcador rs71955830, que também esta localizado no gene
da p22phox e apresenta um valor de desequilibrio de ligacdo de 95 com
rs4673, ndo esteve associado de maneira significativa ao fenotipo estudado.
Finalmente, utilizando-se os dois marcadores pertencentes ao Unico bloco
de desequilibrio de ligacdo observado na regiao testada (rs71955830 e
rs4673) ndo houve acréscimo significativo na associacao encontrada (valor

de chi-quadrado de 4,76 e p valor de 0,03), sugerindo que toda a associagao
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observada advém fundamentalmente da informagéao fornecida pelo marcador
rs4673.

Neste sentido, os dados descritos sugerem fortemente que o
resultado de associacao deve-se fundamentalmente a variabilidade genética
existente no gene da p22phox (uma vez que nao observamos em nossa
populacao desequilibrio de ligacao significativo entre rs4673 e marcadores
localizados nos genes contiguos a p22phox). Ainda, sugere-se que a
associacao descrita pode potencialmente ser causada diretamente por
modificacdo molecular induzida pelo polimorfismo C242T e ndo explicada
por outra alteracao genética em desequilibrio de ligacdo com a mesma.

A hipétese de que a associacado entre o polimorfismo C242T e a
incidéncia de eventos cardiovasculares pudesse ser explicada por uma
modulacéo de fatores de risco cardiovascular maiores ndo parece encontrar
evidéncia empirica na populagdao brasileira estudada. De fato, ndo se
observou qualquer associacao entre o polimorfismo C242T e fatores de risco
cardiovascular que pudessem modular a associacao descrita com o fenétipo
de morte ou IAM incidente.

Ainda, apesar de ndao observarmos associag¢ao direta entre o genétipo
do polimorfismo C242T do gene da p22phox e a carga aterosclerética, os
dados apresentados sugerem que existe importante interacdo entre o
polimorfismo C242T e fatores de risco cardiovascular aterogénicos na
modulacdo da carga aterosclerética em individuos com suspeita clinica de

insuficiéncia coronaria.
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Ao estudarmos o impacto da presenca de diversos fatores de risco
cardiovascular na intensidade de acometimento por aterosclerose coronaria,
claramente percebe-se um maior impacto destes fatores de risco no grupo
de individuos portadores do alelo 242T quando comparado ao impacto dos
mesmo fatores em individuos portadores do genoétipo CC. Este dado sugere
haver interacado entre a capacidade aterogénica de diversos fatores de risco
cardiovascular e o genétipo C242T do gene da p22phox. Tal resultado
parece particularmente interessante no sentido em que oferece uma possivel
justificativa para achados discordantes com relacdo ao papel do
polimorfismo C242T na modulacao do risco de doenca arterial coronaria. No
cenario proposto por nossos dados, o0 marcador C242T sé seria capaz de
discriminar um risco aumentado de DAC em uma populacdo de alto risco
cardiovascular uma vez que interage com fatores de risco classicos para a
modulagao desse fendtipo.

Devemos ressaltar que a possibilidade de interagdo entre fatores de
risco cardiovascular e o polimorfismo C242T da p22phox na determinacao
da carga aterogénica nao foi apenas observada em nossos dados. Niemiec
et al. ao estudarem 341 individuos com e sem doenca arterial coronaria
verificaram um importante efeito sinérgico entre a presenca do alelo 242T e
hipercolesterolemia e tabagismo no risco de desenvolvimento de DAC
(Niemiec, Zak et al. 2007). Neste estudo os autores também sugerem a
existéncia de efeitos sinérgicos entre o alelo 242T e a presenca de
tabagismo e hipercolesterolemia na modulagao do risco de DAC. De fato, as

estimativas pontuais de risco descritas pelos autores ddo suporte a esta
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hipotese: um OR de 3.75 para a presenca de tabagismo e
hipercolesterolemia em individuos com o genétipo CC (quando comparados
a individuos com o gendétipo CC e sem estes fatores de risco) e um
impressionante aumento do risco de DAC de 17.88 vezes para os individuos
tabagistas e hipercolesterolemicos portadores do alelo 242T (quando
comparados com individuos com o alelo 242T e sem estes fatores de risco).

Descrevemos também a associacao entre a presenca do alelo 242T e
uma maior expressao vascular de genes inflamatérios quando comparada a
presente em vasos de individuos com o genétipo CC. Este resultado pode
contribuir para justificar, agora em um cenario molecular, o papel na
modulacdo do impacto de fatores de risco cardiovasculares na carga
aterosclerotica e uma maior incidéncia de eventos cardiovasculares em
pacientes com doencga arterial coronaria observada através do estudo do
polimorfismo C242T nas amostras populacionais estudadas. Individuos
portadores do alelo 242T teriam uma tendéncia a maior expressao génica
vascular de genes inflamatorios.

Finalmente, os dados aqui descritos permitem concluir que o
polimorfismo C242T do gene da p22phox ndo apenas encontra-se associado
de maneira independente a wuma maior incidéncia de eventos
cardiovasculares na populacao estudada, como também sua utilizagdo em
algoritmo clinico de predicdo de eventos em uma populacdo de pacientes
portadores de doenca arterial coronaria multiarterial com funcao ventricular

preservada adiciona informagdo a modelo utilizando apenas informacoes
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clinicas, demograficas e bioquimicas e contribui para uma melhor

estratificagao de risco dos individuos dessa populacao.

5.4. Analise critica sobre a estratégia adotada para abordar o problema

proposto no objetivo 1

Individuos participantes na primeira fase do estudo foram arrolados
em um ensaio clinico randomizado. No entanto, o presente projeto ndao se
utilizou em seu desenho do processo de randomizacdo e sim de sua
caracteristica de estudo de seguimento longitudinal (coorte ou estudo de
incidéncia). Nesse sentido, o presente estudo poderia ser caracterizado
como um estudo de fatores de risco (genéticos) associados a uma incidéncia
aumentada de eventos cardiovasculares. Como foram comparados
individuos com a ocorréncia de eventos versus individuos sem a ocorréncia
de eventos (ndo sendo excluido nenhum individuo da anélise) ndo se trata
de caso-controle alinhado a coorte e sim de estudo de incidéncia
(alternativamente, poderia ser encarado como estudo da capacidade
preditora de variavel de risco). De fato, a utilizacdo de um desenho caso-
controle para esta questao traria importantes vieses de selecao uma vez que
somente estariam disponiveis para o estudo individuos sobreviventes aos
eventos cardiovasculares.

Devido a caracteristica longitudinal do estudo em questao, foi possivel
a utilizacdo tanto de medidas levando em consideracdo seguimento, como,

por exemplo, o risco relativo, ou medidas de associacdo decorrentes
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diretamente de tabela de contingéncia (razdo de chance). Ainda, a baixa
incidéncia do desfecho principal estudado (IAM + morte), que foi proxima de
20%, nao parece conferir grande viés nas estimativas de risco analisadas.

Pretendeu-se, assim, utilizar tanto medidas de associacdo utilizando
como estimativa de risco a razdo de chances ou estimativas de risco
utilizando a real razdo de incidéncia como o risco relativo.

Talvez a principal limitagcdo desta parte do estudo seja com relacao a
validade interna e externa de suas inferéncias. Com relacdo a validade
interna devemos lembrar que individuos do estudo MASSII deveriam
necessariamente ser candidatos tanto a revascularizacao cirurgica, quanto
percutanea, quanto serem candidatos a permanecerem em tratamento
clinico. Desta maneira, o critério de inclusdo do estudo limita a validade
interna se considerarmos apenas individuos com doenca multiarterial e
fungcdo ventricular esquerda preservada (isto €, a amostra estudada reflete
apenas os individuos com essa condicao clinica e que possam ser tratados
de 3 formas indistintamente). Com relacao a validade externa, certamente a
amostra estudada nao é representativa de pacientes com doenca coronaria
multiarterial (uma vez que grande parte dessa populacdo nao tem a funcéao
ventricular preservada, por exemplo). E certamente ndo representa a
populagdo mais ampla de individuos com doenga arterial coronaria

Isso posto, considera-se que tais aspectos s&0 necessariamente
limitacOes a interpretacdo dos achados apresentados decorrentes da analise
da amostra de individuos do estudo MASSIlI e que a Unica forma de

comprovar a validade e a dimensao das estimativas de risco encontradas
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seria através de estudo de validacao em diferentes populagdes de doentes
com coronariopatia (uniarterial, com funcdo ventricular diminuida, sem
doenca coronaria estabelecida, por exemplo).

Assim como na epidemiologia classica, replicacdo é fundamental no
processo decisorio sobre uma associacao observada (é um resultado falso-
positivo?). Em epidemiologia genética o estudo de replicacdo deve ser
conduzido utilizando os mesmo alelos previamente estudados e numa
populacdo o mais parecida possivel a populacdo original (em termos
genéticos e de exposicoes ambientais) (Bracken 2005).

Tal exercicio foi realizado através da anélise de 339 individuos com
diferentes graus de doenca coronaria e que foram submetidos a
procedimento de revascularizagdo percutanea do miocardio na mesma
instituicdo. Este estudo de replicagdo, com resultados semelhantes aos
encontrados através da andlise dos participantes do estudo MASSII, diminui
consideravelmente a limitacdo previamente apresentada. No entanto, deve-
se ressaltar que a utilizacdo desse marcador molecular como associada a
uma maior incidéncia de eventos cardiovasculares claramente nao foi
testada em nossa populacdo dentro do amplo espectro de risco
cardiovascular apresentado pela doenca e deve, necessariamente, ainda ser

testada e replicada em outras condigcdes clinicas.

5.5. Variabilidade genética entre populacoes humanas e a importancia

do conhecimento da estrutura populacional no l6cus estudado
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Associado ao objetivo de obter uma seqiiéncia fidedigna de todo o
genoma humano, o Projeto Genoma Humano também empenhou esforcos
em identificar seqiéncias que pudessem variar entre individuos. Em média,
2 genomas humanos sao mais do que 99.9% idénticos, mas uma diferenca
entre suas sequéncias pode ser identificada a cada 1000 — 1500
nucleotideos. A grande maioria dessas variacées sao alteragdes Unicas em
um determinado nucleotideo da seqiéncia de DNA, como uma delecao, uma
insercdo, ou a substituicdo de um nucleotideo. Esses polimorfismos sao
chamados “polimorfismos de nucleotideo unico” ou SNPs (do inglés, single
nucleotide polymorphism). Tem se estimado que o genoma humano
contenha perto de 10 milhées de SNPs “comuns” (com uma freqténcia do
alelo mais raro superior a 5%). Como cada ser humano carrega duas coépias
do genoma humano, mais de 10% da populagcdo mundial é portadora do
alelo raro de um SNP comum na sequéncia de uma de suas duas copias do
genoma. Até hoje, mais de 5 milhdes destes SNPs foram identificados no
genoma humano e encontram-se disponiveis em banco de dados publicos
ou privados.

Devido a essa abundéancia e densidade, SNPs tém sido propostos
como os marcadores polimorficos ideais para a realizagao de estudos de
associagdo genética e para estudos de mapeamento fino que buscam
identificar genes que causem doencas. No entanto, como ja discutido, até o
momento o uso destes marcadores tem se limitado a analises de pequenas
regides de genes candidatos e poucos sdo o0s bancos de dados

disponibilizando dados fenotipicos e genéticos em larga escala. Isso se deve
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principalmente a duas razdes: o custo associado com a genotipagem de um
grande numero de SNPs em um grande estudo epidemiol6gico, que ainda é
muito elevado; e a utilizagdo de um numero menor de SNPs como
marcadores indiretos da variabilidade genética de determinada regidao em
uma dada populacao é dependente do conhecimento da estrutura genética
da populacdo em estudo, ou seja, é totalmente dependente da populacido
estudada.

Esse ultimo ponto, pouco discutido em nosso meio, traz conseqiiéncias
fundamentais para o entendimento de estudos de associacdo genética em
nossa populacdo. Em primeiro lugar, a utilizacdo de SNPs como marcadores
indiretos provavelmente reflete segmentos genémicos diferentes em nossa
populacdo quando comparado ao de outras populacdes onde estudos ja
tenham sido realizados (o que pode refletir em parte a aparente contradicao
de resultados de estudos realizados em diferentes populagbes mundiais).
Ainda, como a populacdo brasileira € uma populacdo onde o grau de
miscigenacdo € bastante elevado, diferentes graus de correlagdo entre
marcadores proximos podem estar presentes em diferentes subgrupos de
nossa populagéo, tornando o mapeamento de potenciais candidatos ainda
mais dificil.

Nos dados obtidos para o locus do gene CYBA utilizamos informacdes
de 4 populagbes de diferentes etnias na tentativa de verificar possiveis
diferencas nas estruturas populacionais. Ainda, através da genotipagem de

diversos marcadores na regido genémica do gene CYBA foi possivel obter
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também a estrutura populacional da regidao estudada na populacio
brasileira.

A grande maioria dos SNPs no genoma humano provavelmente foi
criada a partir de eventos individuais de mutagdo em diferentes momentos
da histéria evolutiva de nossa espécie. A partir do momento do evento
mutacional, o novo alelo (0 novo nucleotideo mutante) existe em apenas um
cromossomo que ja tem outros alelos para outros SNPs previamente
existentes. Esse arranjo fisico de alelos de diferentes SNPs ao longo de um
segmento cromossémico € denominado haplétipo. Através de mudltiplas
geracdes sucessivas, eventos de recombinacédo e novas mutacdes levam ao
rearranjo do haplétipo ancestral ao redor desse novo SNP. Como
consequéncia, o novo alelo permanece na mesma regiao do haplétipo
ancestral apenas com os alelos de outros SNPs que estiverem em um regido
fisicamente préxima (de maneira que eventos de recombinacdo nao
consigam “separar” esses alelos ancestrais). Essa associagdo nao aleatoria
de alelos adjacentes (em outras palavras, a manutengdo de um pequeno
segmento do haplétipo ancestral) é denominada “desequilibrio de ligagao”,
ou associacao alélica. No caso do locus estudado na populagéo brasileira a
regiao de desequilibrio de ligacdo é pequena e praticamente compreende
apenas variagdes contidas no gene da p22phox.

Um dos conceitos dos estudos de associacao genética é de que seria
possivel identificar o efeito de uma variacdo genética associada a uma
doenca através da determinacdo do segmento de haplétipo ancestral onde

esse alelo se originou. Através da utilizacdo de um numero suficiente de
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SNPs em um estudo genético, qualquer variante comum, mesmo que ela
nao tenha sido genotipada, deve conter um grau suficiente de desequilibrio
de ligacdo com um marcador genotipado adjacente ao SNP nao genotipado.
A conseqiéncia direta desse fato seria que os dois marcadores (e o
segmento de DNA entre os mesmos) representariam o haplétipo ancestral e
que o marcador genotipado deveria estar associado com a doenca estudada
se o alelo “causador” da doenca estiver contido nesse segmento de DNA.
Desta maneira, tem sido proposto que um denso conjunto de marcadores
espalhados por todo o genoma poderia permitir que estudos de associacao
envolvendo de uma s6 vez todo o genoma possam ser realizados para
doencgas comuns (Wall and Pritchard 2003; Montpetit, Nelis et al. 2006). No
entanto, o grau do desequilibrio de ligacdo em uma dada regidao nao é
apenas funcdo da distancia existente entre SNPs. Na verdade, o tamanho
das regidbes com desequilibrio de ligagcdo importante € extremamente
variavel ao longo do genoma humano o que reflete a histéria de
recombinacbes e as interacbes entre recombinagcdo e mutacdes em
diferentes regides do genoma.

No caso da populagdo brasileira a relagcdo entre diferentes SNPs
espalhados pelo genoma nao é precisamente conhecida. Ainda, a existéncia
de miscigenacdo torna a atualizacdo de informacdes de populacdes
ancestrais apenas parcialmente Uteis. Esses fatores devem ser utilizados
como pontos de especial atencao na interpretacédo de resultados de estudos
de associacdo em nossa populacao. No caso particular do gene da p22phox

na populacao brasileira a utilizacao de informagao haplotipica ndo aumentou
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0 poder de deteccdo de associagcdo quando comparada ao uso de apenas
um Unico marcador, o polimorfismo C242T. Este fato sugere que
potencialmente o efeito verificado ao se utilizar o haplétipo no gene da
p22phox é causado pelo polimorfismo C242T, em outras palavras, o proprio
marcador seria diretamente responsavel pela associacdo clinica, ou
molecular, descrita na populagao brasileira.

Nao obstante os dados apresentados sugerirem o papel causal do
polimorfismo C242T o numero de marcadores genotipados na regido
préxima ao gene da p22phox pode ainda ser insuficiente para revelar uma
associacdo por desequilibrio de ligacdo. Tal fato pode eventualmente
confundir uma possivel explicacdo molecular para os dados descritos. No
entanto, cabe também ressaltar que, mesmo ocorrendo uma associagao por
desequilibrio de ligacao ela €, em nossa populacdo, muito provavelmente
secundaria a um marcador contido na regiao génica do gene da p22phox e,
por conseguinte, (1.) sera capturada pela informacao do polimorfismo C242T
em nossa populacao (o que garante seu uso em algoritmos clinicos) e (2.)
deve provavelmente se associar a alteracdes na homeostase protéica do

sistema da NADPH oxidase.

5.6. Explicando o mecanismo molecular de associacoes genéticas: a

importancia e dificuldade de estudos funcionais

Claramente um dos maiores problemas na conducao e interpretagéo

de estudos de associacdo genética reside no fato da auséncia de indicios



Discussao 169

sobre a capacidade de marcadores genéticos levarem, de fato, a alteracoes
moleculares consistentes. Tal fato, somado ao enorme numero de resultados
discordantes para a maioria das associacées descritas evidencia parte do
problema com o paradigma utilizado para explicar e estudar fenétipos
complexos.

Neste sentido, descrevemos em nosso trabalho diferentes
abordagens que tiveram o objetivo de dissecar potenciais alteracoes
funcionais geradas por diferentes genétipos no l6cus do polimorfismo C242T
(objetivo 2).

Uma das abordagens escolhidas foi a tentativa de associacao do
marcador a fenoétipos intermediarios. De fato, o que se propéem com estes
experimentos ainda é uma simples associacdo, sem a capacidade de
progredir sobremaneira em direcdo do entendimento a respeito da
causalidade do fenbmeno. No entanto, devemos lembrar que associagdes
com fenétipos nao independentes em populagdes diferentes sao indicio de
consisténcia e podem contribuir para um melhor delineamento de estratégias
a serem utilizadas em experimentos que visem diretamente acessar
funcionalidade.

Cabe aqui discutir em maior detalhe o nosso achado que sugere uma
provavel interacdo entre o polimorfismo C242T e fatores de risco
cardiovascular na modulagéo do risco de DAC.

Em primeiro lugar, os resultados obtidos n&o parecem ser acidentais.
Guzik et al. descreveram o efeito estimulador da hipercolesterolemia,

tabagismo, hipertensdo e diabetes na produgdo vascular, via NADPH
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oxidase, do anion superdxido, mostrando inclusive que o niumero de fatores
de risco pro-ateroscleréticos esta associado ao aumento na producao de
superoxido dependente de NADPH (Guzik, West et al. 2000). Por outro lado,
a producdo de superoxido via NADPH oxidase vascular participa da
oxidacao de LDL, o que sugere a existéncia de retro-alimentacao positiva
entre, por exemplo, hipercolesterolemia, ativacdo de NADPH oxidase e
oxidacao de LDL (Aviram 1996; Aviram, Rosenblat et al. 1996). No contexto
de nossos resultados, e de outros ja descritos, podemos supor que
individuos portadores do alelo 242T seriam particularmente vulneraveis aos
efeitos de outros fatores de risco cardiovascular. A suposta maior produgao
de superéxido (Shimo-Nakanishi, Hasebe et al. 2004) e LDL oxidada
(Nakano, Matsunaga et al. 2003) em portadores do alelo 242T e a
concordancia sinérgica entre essa maior producdo e a que ocorre
secundaria a presenca de fatores de risco cardiovascular poderia intensificar
os efeitos associados a presenca individual de cada um destes fatores. Tal
achado parece ocorrer em outras situacoes e ja foi descrito por nosso grupo
com relacdo a polimorfismo do gene da eNOS e hipercolesterolemia na
modulacdo do risco de hipertensao arterial (Pereira, Sposito et al. 2006).
Finalmente, devemos lembrar que a prépria producéao de p22phox vascular é
sujeita a grande variabilidade frente a estimulos ambientais ou a presencga
de aterosclerose (Azumi, Inoue et al. 1999). Desta maneira, € possivel que
individuos saudaveis, ou que nao apresentem fatores associados ao
aumento de expressdao vascular de p22phox nédo apresentem qualquer

fenétipo.
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Nao obstante o achado de associag¢ao entre um marcador molecular e
diferentes fenétipos correlatos em diferentes populacées ou fendtipos
intermediarios numa mesma populacdo possa contribuir para uma melhor
delimitagdo do possivel mecanismo molecular de agédo da variante estudada,
estes ainda e sempre serdao dados indiretos de associacdao. Se por um lado,
complementam, refinam ou mesmo formulam hip6teses sobre o potencial
mecanismo causal ndo demonstram causalidade.

O entendimento dos efeitos a jusante de variacoes genéticas tem
atualmente figurado como um dos principais desafios ao entendimento das
bases genéticas de fendtipos complexos. Se até ha pouco tempo o nimero
de SNPs ou mesmo a capacidade de genotipagem de um grande nimero de
marcadores simultaneamente eram fatores limitantes, atualmente a
caracterizacao funcional de marcadores em que se encontram associacdes
consistentes é ponto central e limitante nesse processo.

No caso particular do presente trabalho tal fato ndo é excecao. De
fato, varios autores ja buscaram maior entendimento sobre o0 mecanismo
molecular de acdo do polimorfismo C242T. Tais experimentos foram
conduzidos utilizando-se células, tecido ou soro de individuos em diferentes
condicdes. Os resultados, como ja descritos, sao controversos.

Testamos inicialmente a hip6tese de que a presenca do alelo 242T
estaria associada a uma maior expressao de p22phox em tecido vascular
humano. A seguir utilizamos a mesma abordagem para explorar uma
possivel associacdo entre a presenca do alelo 242T e a expressao de

diversos genes componentes da resposta inflamatoria vascular.
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Nossos resultados apontam para uma associacdo entre a presenca
do alelo 242T e um perfil de expressdo génica vascular mais aterogénico.
Cabe, contudo, uma breve discussdo sobre as limitagcdbes da abordagem
escolhida.

Em primeiro lugar utilizamos como modelo vascular de
experimentagdo veias safenas humanas obtidas no momento de
procedimento de revascularizacao cirlirgica. Embora se trate de uma
vantagem o estudo do fendmeno de interesse no tecido de interesse
(vascular), claramente a utilizacdo de segmentos venosos traz consigo
interrogacdes a respeito da extrapolacdo dos dados obtidos para o millieu
arterial. Cabe comentar que outros autores ja utilizaram o mesmo sistema
como modelo no estudo da producao vascular de superéxido em humanos
(Guzik, West et al. 2000).

Outra critica que deve ser apontada refere-se a escolha dos genes
amostrados. A despeito de todos serem importantes personagens da
resposta inflamatéria vascular o conjunto amostrado claramente é um
subconjunto bastante reduzido do universo de genes modulados durante
esta resposta. E possivel, entdo, que existam outros genes que nao
apresentem qualquer associacdo com o marcador estudado e outros ainda
que apresentam padrdo de resposta diametralmente oposto ao encontrado
para 0os genes estudados. E reconfortante, no entanto, observar que o
padrao de resposta do conjunto de genes amostrados foi homogéneo com

relacdo a associacao com o gendtipo da p22phox.
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Certamente a maior limitagdo desta abordagem é a grande
variabilidade observada nos resultados obtidos em diferentes espécimes
vasculares. Mais do que um indicador de grande variabilidade inter-individual
(0 que seria sobremaneira interessante para nossa abordagem
experimental), grande parte da variabilidade observada certamente deveu-se
a metodologia experimental adotada (diferentes pacientes em diferentes
condicées clinicas ao momento da cirurgia, medicacdo em uso pelos
pacientes ndo padronizada, diferentes idades, diferentes tempos de cirurgia,
diferentes condi¢des dos vasos amostrados, etc).

Por fim, cabe ressaltar que abordagens objetivando a caracterizagao
funcional de marcadores moleculares provavelmente também deverdo se
beneficiar de paradigma semelhante ao utilizado na conducdo de
observacdes epidemiolégicas: a multi-dimensionalidade de observacoes
congruentes. Desta maneira, a caracterizagdo funcional de SNPs deve
passar por estudos in silico através da utilizacdo de ferramentas de
bioinformatica que utilizem diversas fontes de informacdes (filogenia, dados
estruturais, dados de sequiéncia protéica primaria, dados de sitios de fatores
de transcricdo, etc), experimentacado in vitro em condicbes basais e de
estimulo (provavelmente com a utilizacdo de diversas ferramentas de
biologia molecular como medidas de atividade enzimatica, medidas de
expressao génica basal, medidas de transativacao de outros genes, etc),
estudos ex vivo em espécimes homogéneos e em amostras com maior

heterogeneidade (inclusive com a utilizagdo de diversos tecidos humanos), e
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eventualmente até mesmo o estudo de variantes genéticas em modelos

animais através da construcao de animais geneticamente modificados.

5.7. Sob a criacao de modelos de predicao de eventos

Parte importante dos dados apresentados reporta a utilizagdo de
informacgdes clinicas, bioquimicas, demograficas e genéticas na tentativa de
criar modelos de predicao de eventos clinicos com a finalidade de aplicacao
pratica. Neste sentido, cabe uma breve discussdo sobre a criacido de
modelos preditores e uma andlise critica sobre a metodologia aqui
empregada.

Modelos para predicdo progndstica de risco tém sido amplamente
utilizados em cardiologia ndo apenas para gerar uma estimativa pontual de
risco de eventos futuros, mas também com o intuito de estratificar pacientes
em categorias de risco para que medidas de controle e tratamento possam
ser mais “individualizadas”. Neste cenério, formas de avaliagdo dos modelos
gerados sao de fundamental importancia durante todo o processo uma vez
que os algoritmos produzidos serdo eventualmente incorporados em fluxos
clinicos de conduta. De particular interesse para os dados do presente
estudo, a avaliacdo da possibilidade de incorporacdo de novos fatores de
risco (N0 Nnosso caso um marcador genético) € de fundamental importancia
para que investimentos na area possam ser continuamente avaliados e que
informacgdes potencialmente Gteis ndo sejam descartadas como de pequena

importancia.
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A acuracia dos modelos gerados pode ser avaliada de diferentes
maneiras. Os dois maiores componentes dessa avaliacao sao a calibragao e
a discriminacdo dos modelos (Cook 2007). Calibragdo € uma medida de
quao bem probabilidades preditas concordam com os dados realmente
observados. A estatistica de Hosmer-Lemeshow, que é uma estatistica mais
robusta que estatisticas de ajuste mais tradicionais e compara a
probabilidade observada com a probabilidade esperada em cada decil de
probabilidade, € uma forma bastante popular de avaliar a calibracdo do
modelo. Nos modelos gerados no presente estudo, ambos aparentemente
se mostraram bem calibrados, embora o modelo utilizando dados genéticos
tenha apresentado um perfil superior de calibracdo neste quesito.

A discriminagdo de um modelo é uma medida de quao bom
determinado modelo é em separar individuos que terdo ou nao o desfecho
de interesse. Se os valores preditos para casos sao todos maiores do que 0s
preditos para ndo-casos diz-se que o modelo tem capacidade de
discriminagdo maxima. A discriminagao de um modelo € comumente medida
através da area sob a curva (AUC) em uma curva ROC, comumente também
denominada estatistica c.

Diferente do que ocorre com a comparacao de modelos diagnosticos,
em um cenario de desenvolvimento de modelos prognésticos, o desfecho
ainda nao ocorreu no momento de aquisicdo dos dados e ele ainda sera
determinado por processos deterministicos, mas também estocasticos, de

forma que pode apenas ser estimado através de uma probabilidade ou risco.
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A curva ROC de um modelo preditor de risco é funcédo da sensibilidade
e especificidade de cada medida de risco do modelo. A sensibilidade aqui se
refere a probabilidade de ocorréncia de evento quando a probabilidade de
risco estimada for acima de um valor pré-especificado nos individuos que
tiveram um evento apds o tempo de seguimento estimado no modelo. Da
mesma maneira, a especificidade é a probabilidade da nao ocorréncia de
evento quando de um valor abaixo de um ponto pré-especificado naqueles
individuos que nao apresentaram evento apdés o0 tempo de seguimento
definido. Tanto a sensibilidade, quanto a especificidade, assim como 0s
valores preditivos positivo e negativo, sao influenciados por alteracées na
prevaléncia da doenga (ou evento) na populacao testada. Desta maneira, a
gravidade da doenca na populagdo estudada, o tempo de seguimento, 0s
fatores de risco da populacao estudada podem, e provavelmente irdo, mudar
caracteristicas da curva ROC de determinado modelo e, consequentemente,
a utilizacdo deste modelo nesta nova populagcédo tera valores de acuracia,
sensibilidade e especificidade diferentes dos obtidos na determinagao inicial
do modelo. Tal fato deve ser sempre lembrado no cenario do modelo aqui
proposto, derivado de pacientes com doenga coronaria multiarterial e funcao
de ventriculo esquerda preservada.

Um outro ponto que deve ser destacado se refere a estatistica ¢ (ou
AUC). Esta é uma medida da probabilidade que o risco predito seja maior
para um individuo que sofreu um evento do que para um individuo que nao
sofreu um evento. Nao €, como comumente interpretada, a probabilidade

que individuos sejam classificados corretamente.
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Devido ao fato da AUC ser uma medida construida através de ranks,
ela € menos sensivel do que medidas baseadas na verossimilhanga ou outra
medida global de ajuste de modelo. Esta caracteristica a faz uma ferramenta
ruim para decidir que variaveis utilizar na construcdo do modelo. Na
construgcdo dos modelos propostos a AUC somente foi utilizada para
descrever a discriminacdo dos modelos. De fato, os modelos foram
previamente construidos através de regressao logistica e o consequiiente uso
de estatisticas de verossimilhanga. De qualquer maneira, devido ao pequeno
namero de individuos seguidos prospectivamente (611 pacientes), variaveis
potencialmente importantes na predicdo de risco da populacdo estudada
como lipides ou niumero de vasos acometidos nao foram incorporados ao
modelo final. E possivel que dentro de uma populagdo maior um modelo
com mais variaveis pudesse ser construido e apresentasse, inclusive, maior
poder de discriminacdo. Ndo obstante esse fato, o modelo que inclui
informacdo genética teve comportamento mais adequado (tanto a
calibragcdo, quanto a discriminacédo) quando comparado ao modelo contendo
apenas variaveis clinicas.

Um outro ponto de importante ressalva é que a interpretacao dos
resultados de um modelo de regressao logistica para predizer eventos em
casos individuais deve ser realizada com ressalvas. Os modelos de
regressao logistica ndao predizem desfechos, mas sim a probabilidade de
desfechos. Probabilidades ndo sdo observadas ao nivel individual. Além
disso, um determinado individuo pode apresentar um desfecho mesmo

tendo uma baixa probabilidade, ou vice-versa. Deve-se lembrar que
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probabilidades sao predicados de populacbes de forma que se espera
observar que o desfecho estudado é mais freqliente nas populacées ou
grupos com maiores probabilidades estimadas (fato que ocorre no presente
estudo).

Finalmente devemos lembrar que o mais importante dentro do advento
de um novo modelo é saber se ele pode estratificar mais individuos dentro
de categorias extremas de risco (diminuindo, assim, a parcela de individuos
testados que sejam classificados como risco intermediario). Na figura abaixo
se pode claramente observar que a utilizagdo do modelo contendo variaveis
genéticas consegue diminuir de maneira importante o numero de individuos
testados classificados como de risco intermediario, aumentando o numero

de individuos classificados como de baixo risco.

O Baixo Risco
O Risco Irtermedidrio
@ Atto Risco

Modelo utilizando Modelo utilizando variaveis
apenas variaveis clinicas clinicas e genéticas

Figura 37. FreqUéncia de individuos classificados como de risco baixo,

intermediario ou alto nos dois modelos propostos.
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5.8. Analise Integrada: utilizando a complexidade de informacodes

clinicas e genémicas

O desenvolvimento de andlises integradas, realizadas através da
utilizacado de varias fontes de dados, € um tema de relevancia em medicina.
Os beneficios da integracdao de dados podem ser ilustrados através da
consideracao do estudo de Framingham, um dos estudos mais importantes
relativos ao entendimento longitudinal dos determinantes da doencga arterial
coronaria (Kannel and Dawber 1982). Assim, como resultado da coleta
massiva de dados clinicos e laboratoriais em relacdo a doenca coronaria e a
capacidade de observacao longitudinal da incidéncia de eventos clinicos,
foram desenvolvidos os escores preditivos de Framingham, que combinam
uma série de variaveis incluindo idade, sexo, tabagismo, diabetes,
hipertensao, indice de massa corpérea, fracdes de colesterol e até mesmo
histéria familiar na predicdo do risco de desenvolvimento de doenca arterial
coronaria (Wilson, D'Agostino et al. 1998).

No entanto, parece clara a falta de precisao destes modelos, nos quais
as estimativas de risco individual sdo prejudicadas pelo grande desvio
padrdao da estimativa média, e o fato de que a capacidade de predicao
poderia ser muito aumentada pela inclusdo de dados que demonstrem
variacdes inter-individuais mais sutis e que poderiam ser obtidas, por
exemplo, através de analise genética. De fato, a oportunidade de melhor

especificidade no processo de decisao clinica proporcionada por tecnologias
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gendmicas reside na maior capacidade de resolucado das mesmas: 0O
potencial de melhor situar um paciente dentro do complexo e
multidimensional espectro de risco baseado em uma maior quantidade de
informacdes (genéticas) individuais disponiveis. O escore de risco de
Framingham enfatiza o papel do uso de informagdes clinicas e demogréficas
disponiveis para a estratificagdo de risco individual; a utilizagdo de
informacdo genética expande essa mesma visdo em direcdo a uma
abordagem que utiliza e se beneficia tanto de dados clinicos e demograficos,
quanto genéticos. Algumas abordagens nesse sentido ja comecam a existir
porem de forma ainda preliminar (Morrison, Bare et al. 2007).

Um entendimento mais amplo do potencial clinico de informacdes
genéticas necessita uma mudanca de paradigma na forma como obtemos,
analisamos e interpretamos dados multi-dimensionais. Por exemplo, a
tradicdo de identificar uma ou um pequeno numero de moléculas ou
biomarcadores persiste ainda hoje em areas como céancer e cardiologia
(Tzoulaki, Murray et al. 2007). Tipicamente, a utilizagcdo de dados clinicos
longitudinais e a aplicacdo de uma abordagem analitica multi-ajustada ira
resultar numa estimativa de risco ou um escore de risco que utiliza esses
“novos” marcadores na férmula de predicao (Khumri, Idupulapati et al. 2007).
No entanto, frequentemente a capacidade preditora dessa variavel ou escore
esta diminuida em situacoes clinicas discretamente diferentes das presentes
quando do experimento que forneceu dados para a criagdo do escore

(Karounos, Chang et al. 2007). Quando discutimos a utilizacdo de dados
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genéticos o estudo em uma populacao etnicamente distinta da utilizada na
criagao do escore pode justificar um perfil de acuracia totalmente distinto.
Talvez o principal ponto dessa discussdao ndo seja a abordagem
analitica ou a tecnologia gen6mica de obtencdo de dados (embora ambas
sejam fatores relevantes na discussdo), mas sim a forma de buscar a
reducao de dimensionalidade de informacées ou mesmo a interpretacédo da
informacdao obtida. O papel prognéstico de qualquer marcador (ou
marcadores) deve necessariamente ser mais amplamente avaliado em
conjunto com uma série de outros fatores, incluindo dados clinicos, sociais, e
mesmo outros dados biolégicos. A biologia da aterosclerose e o processo
patolégico do continuo cardiovascular sdo incrivelmente complexos e fatores
de risco, quer demograficos, genéticos ou bioquimicos representam apenas
pequenas pecas dentro do quebra-cabecas desses estados patolégicos.
Talvez uma abordagem mais integrativa e multidimensional e que leve
em consideracdo todos os tipos de dados e objetive identificar um paciente
individual dentro de um espectro complexo de risco definido por multiplos
fatores (levando em consideracdo pontos multi-dimensionais como
interagcGes, complementaridade, redundéancia e conflitos entre os fatores de
risco ao nivel do paciente individual) deva ser perseguida. Por exemplo, o
melhor modelo clinico preditor de mortalidade na populacdo estudada
(doentes multi-arteriais estaveis com funcdo ventricular esquerda
preservada) certamente ndo utiliza todas as variaveis sugeridas no modelo
de risco do escore de Framingham (em nosso modelo apenas infarto prévio,

idade e hipertensao foram variaveis utilizadas no modelo final). Claramente a
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populacdo estudada também nao se assemelha a populacdo avaliada na
publicacdo do escore de risco de Framingham, o que da a idéia de
contextualizacdo do uso dessas ferramentas de risco. Da mesma maneira,
nao necessariamente uma variavel genética com capacidade preditora para
0 risco de hipertensdo na populacdo geral tenha a mesma capacidade
preditora em individuos obesos e ndo obesos (Danoviz, Pereira et al. 2006),
nem tampouco a capacidade preditora de eventos de uma variavel
potencialmente dependente do tabagismo ira ter qualquer papel em

individuos que nao fumem (Lopes, Pereira et al. 2004).

5.9. Perspectivas em direcao a uma abordagem individualizada

Algumas modificagdes em nossa abordagem parecem ser necessarias
para que possamos progredir em direcdo a real aplicagdo clinica de
marcadores genéticos na avaliacdo e conduta de pacientes. Em primeiro
lugar, analises que desenvolveram algoritmos de estratificagdo com
capacidade de predizer um desfecho clinico, um evento adverso ou uma
melhor resposta a determinada terapia deveriam ser incorporadas em
desenhos de ensaios clinicos, que poderiam utilizar essa tecnologia para
estratificarem pacientes e testar o desempenho destes algoritmos em
amostras maiores, mais heterogéneas e com seguimento clinico detalhado.
Ao mesmo tempo, nenhum ensaio clinico deveria deixar de incluir em seu
desenho de estudo a tentativa de identificacdo de caracteristicas subclinicas

(genéticas, por exemplo) que tenham a capacidade de prever respostas
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medicamentosas diferenciais em pequenos subgrupos de pacientes. Uma
série de abordagens nesse sentido ja estd em andamento (Hernandez-
Boussard, Woon et al. 2006), mas nossa capacidade de contextualizar e
delimitar dentro do espectro multi-dimensional de risco ainda é muito
limitada. Certamente, esse € um ponto fundamental no desenvolvimento e
aplicacao desse conhecimento (West, Ginsburg et al. 2006).

Neste mesmo sentido, a disponibilidade de varias fontes diferentes de
dados gendmicos relevantes para a caracterizacdo de dados fenotipicos
precisa ser integrada no sentido de desenvolver uma delimitacdo mais
especifica do fendtipo clinico e do “setor” multi-dimensional do espectro de
risco no qual os dados fenotipicos foram obtidos. A utilizacdo de dados
genéticos e de expressao génica setorial (isto & de vias especificas) ou
global (isto € de todo o padrao de expressao génica celular ou tissular) é
uma oportunidade na qual dados de expressao de multiplas fontes podem
certamente colaborar para a melhor caracterizacao do fenétipo estudado e,
por conseguinte, das “coordenadas de localizagdo” no espectro de risco em
que se realizam as inferéncias.

A utilizacao de outras formas de dados como protebmica, padrdes de
estrutura de DNA e marcadores epigenéticos também pode contribuir no
sentido de integrar informacdes fenotipicas e genbmicas para a melhor
definicdo do fendtipo clinico sob o qual se tenta construir um algoritmo de
predicéo.

Por fim, enquanto certamente existem aplicacdes para o uso imediato

de algoritmo preditores mais eficientes, certamente os dados utilizados para
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gerar tais ferramentas também guardam consigo informacdes que podem
dissecar 0s processos bioldgicos fundamentais subjacentes aos fenétipos
clinicos. Claramente, o melhor entendimento que potencialmente pode ser
obtido através da melhor definicado do fenoétipo clinico, da delimitagao da
area do espectro de risco com a qual se esta trabalhando e da geracao de
informagcdes com relevancia preditora pode também fornecer importantes
oportunidades para o desenvolvimento de novas intervencoes terapéuticas,
que por sua vez deverao ser utilizadas frente as informacdes clinicas e
genéticas disponiveis (potencialmente serdo vantajosas para uma fracao dos
individuos numa dada condicéao clinica).

Cabe nao esquecer que o desenvolvimento dessa nova tecnologia
deve necessariamente estar atrelado a verificacdo de vantagens em termos
de eventos de saude global e indicadores econémicos de melhor eficiéncia.
Sem estes dados dificilmente qualquer nova tecnologia sera englobada pelo

sistema publico ou privado de saude.
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6. CONCLUSOES

1. A presenca do alelo 242T do polimorfismo C242T do gene da
p22phox esta associada a um risco aumentado de 6bito ou IAM em
pacientes portadores de doenca arterial coronaria multiarterial

seguidos por 5 anos;

2. Existe interacdo entre o polimorfismo C242T e fatores de risco
cardiovascular aterogénicos na modulacao da carga aterosclerética
em individuos com suspeita clinica de insuficiéncia coronaria e a
presenca do alelo 242T esta associada a aumento significativo na
expressado vascular basal de genes com papel na modulacdo da

resposta inflamatéria vascular;
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3. A utilizagdo do polimorfismo C242T do gene da p22phox em
algoritmo clinico de predicdo de eventos em uma populacdo de
pacientes portadores de doenca arterial coronaria multiarterial com
funcdo ventricular preservada adiciona informacdo a modelo
utilizando apenas informacdes clinicas, demograficas e bioquimicas
e contribui para uma melhor estratificacdo de risco em individuos da

populacéo estudada.
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