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RESUMO



Schettert IT. Avaliacao das variantes genéticas funcionais trombogénicas
relacionadas ao receptor plaquetario P2Y12 e a metaloprotease ADAMTS13
em pacientes apresentando doenca arterial coronariana [tese]. 151 pg. Sao

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&do Paulo”; 2008

Variantes genéticas trombogénicas podem aumentar o risco de eventos
adversos em pacientes com coronariopatia crbnica. Estudos prévios
demonstraram que o Haplétipo H2 do gene do receptor P2Y12 apresenta uma
maior agregagao plaquetaria e esta associado com a presenga de isquemia
arterial periférica. A metaloprotease ADAMTS13 é responsavel pela clivagem do
fator de von Willebrand e recentemente foi associada com doenca isquémica
coronariana. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das variantes genéticas
funcionais trombogénicas dos Haplétipos H1 e H2 do receptor plaguetario P2Y12
e dos polimorfismos C1342G (Q448E), C1852G (P618A) e C2699T (A900V) da
metaloprotease ADAMTS13 em 611 pacientes com doenca arterial coronariana
multiarterial com funcao ventricular preservada, acompanhados por um periodo de
05 anos no ensaio clinico do projeto MASS Il (Medical, Angioplasty, or Surgery
Study Il) em relacdo aos eventos morte, infarto agudo do miocardio, angina
refrataria necessitando um novo procedimento e acidente vascular cerebral. Neste
estudo, a avaliagdo dos Haplétipos H1 e H2 nos pacientes do MASS Il nao
encontrou diferenca entre estes hapl6tipos e os eventos estudados. A analise dos
polimorfismos da ADAMTS13 nao encontrou associacao entre os polimorfismos e

os eventos estudados, exceto para a variante genética T2699 (Val900) que esta



associada com o evento morte (OR: 1,67 95%IC: 1-2,78, p= 0,049) e morte por
causa cardiovascular (OR: 2,23 95%IC: 1,2-3,94, p=0,004) e apresenta uma
diminuicao na sobrevida livre de morte por causa cardiaca para os portadores do
genotipo TT relacionado a este polimorfismo. A analise dos haplétipos e das
combinacdes alélicas destes polimorfismos nao apresentou associacdo com

eventos ou com a sobrevida livre dos eventos nestes pacientes.

Descritores: Receptores purigernicos P2; Metaloproteases; von Willebrand factor;

Fatores de Risco; Polimorfismo Genético; Coronariopatia.



SUMMARY



Schettert IT. Functionally genetic thrombogenic variants related to P2Y12
platelet receptor and metaloprotease ADAMTS13 in coronary disease
patients. [thesis]. 151 pg. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de

Sao Paulo”; 2008.

Thrombotic genetic variants could improve the risk of adverse events related to
coronary arterial disease (CAD). P2Y12 platelet receptor H2 haplotype showed
higher aggregation index and a positive association was described between
such genetic variant and peripheral artery disease. ADAMTS13 is a
metaloprotease responsible to von Willebrand factor cleavage recently found
correlated to CAD. We tested the genetic variants P2Y12 receptor H1 and H2
haplotypes and ADAMTS13 polymorphisms C1342G (Q448E), C1852G (P618A)
and C2699T (A900V) in a group of 611 patients enrolled in the Medical,
Angioplasty, or Surgery Study Il (MASS Il), a randomized trial comparing
treatments for patients with coronary artery disease (CAD) and preserved left
ventricular function in a follow up period of 05 years. The incidence of the end
points of death and death from cardiac causes, myocardial infarction, refractory
angina requiring revascularization and cerebrovascular accident was determined
for P2Y12 H1 and H2 haplotypes and ADAMTS polymorphisms. In our study,
we did not disclose any association between H1 or H2 haplotype groups
regarding the incidence of any of the studied cardiovascular end-points. The
association of ADAMTS13 genotypes and cardiovascular events did not showed

any association between C1342G (Q448E), C1852G (P618A) variants and



cardiovascular end points. Our date provide a strong association between
T2699 variant and increased risk to death (OR: 1,67 Cl: 1-2,78, p= 0,049) and
cardiac death (OR: 2,23 Cl: 1,2-3,94, p=0,004) in a population with CAD. The
allelic combinations and haplotypes obtained from ADAMTS13 polymorphisms
were not associated to cardiac end points and survival differences between

MASS Il patients.

Descriptors: Receptors Purinergic P2; Metalloproteases; von Willebrand factor;

Risk Factors; Genetic polymorphism; Coronary Disease.
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1.1. Doenca arterial coronariana, fatores de risco e variantes genéticas

da via bioldégica da hemostasia.

Conforme o relatério “Projecbes da Mortalidade Global e Impacto das
Doencas de 2002 a 2030”, divulgado pela Organizacao Mundial de Saude
(OMS) e pelo Global Burden of Diseases Study em 2006, a doencga arterial
coronariana (DAC) é considerada a doenga mais freqliente na atual epidemia
global de doencas cronicas de natureza ndo-transmissivel. Em 2005, segundo
este relatério, a DAC era a causa mais freqliente de morte e incapacidade fisica
entre as doencas nao transmissiveis, correspondendo a 17,5 milhdes de
mortes'. A DAC, segundo as projecdes da OMS, ainda sera a principal causa
de morte e uma das trés principais causas de incapacidade fisica nos proximos
20 anos em todo 0 mundo’.

No Brasil, os dados da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude apresentam as doencas isquémicas do coragcdo como a principal causa

de morte entre as doencas do aparelho circulatério, sendo responsavel por
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86791 mortes em 2004 2. Além disso, os dados do DATASUS de 2004
apresentam a DAC como 32 causa de internacdes hospitalares no pais,
responsavel por 10, 49% do total de internacdes, o que corresponde a 1163808
pacientes internados com este diagnéstico®.

O aumento da prevaléncia da DAC ocorre nos paises desenvolvidos
desde 1930-40 e correlaciona-se com o aumento da capacidade diagnéstica, as
alteracoes demograficas e a maior exposicao aos fatores de risco envolvidos no
desenvolvimento desta doenca * °. Os principais fatores de risco epidemiolégico
para a DAC sao o colesterol sérico em niveis elevados, a hipertensao, o
tabagismo e o diabetes * °.

Diversos estudos determinaram o peso destes fatores de risco para o
desenvolvimento da DAC e os estudos epidemiolégicos estimam entre 55% a
75% dos diagnosticos de DAC e dos seus eventos adversos como
conseqiiéncia direta destes fatores ’.

Apesar da delimitacdo dos principais fatores de risco para a DAC e da
necessidade de medidas de impacto epidemiol6gico para o controle destes
fatores, é perceptivel que um percentual significativo de pacientes com esta
doenca permanece sem a definicado de possiveis elementos preditores de risco.
Além disto, o aumento na prevaléncia da DAC, associado a diminuicdo da
mortalidade desta doencga conduz ao cenario em que estes fatores de risco
associam-se a fatores genéticos de forma distinta nas diferentes apresentagdes

da DAC ®°.
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Neste contexto, o entendimento da DAC insere-se no modelo de uma
doenca de natureza complexa, onde multiplos fatores ambientais e genéticos
atuam de maneira sinérgica para o seu desenvolvimento e eventualmente
também para os efeitos adversos desta doenca "% .

As evidéncias do componente genético como um fator de risco para a
DAC sao observadas em estudos onde a herdabilidade foi avaliada levando-se
em conta a ascendéncia familiar ou a analise de pares de gémeos'?.

No estudo de Framingham, a histéria familiar de doenca cardiovascular
foi considerada um fator de risco independente dos demais fatores para DAC —
com uma razdo de chances de 2,6 para homens e 2,3 para mulheres'®. Outros
estudos como o PROCAM'™ e o INTERHEART' confirmaram a histéria familiar
como fator de risco.

No estudo de Marenberg e colaboradores'®, publicado em 1994, pares
de gémeos monozigbéticos apresentavam o risco relativo de morte de 8,1
(intervalo de confianca de 95% entre 2,7 e 24,5) quando um dos gémeos morria
de DAC até a idade de 55 anos, enquanto em gémeos dizigoticos este risco era
de 3,8 (IC 95% entre 1,4 e 10,5).

Embora a estimativa da contribuicdo genética total para o risco de DAC
implique em um aumento significativo do risco'?, a determinacdo do efeito dos
genes contribuintes para a susceptibilidade a DAC e aos seus eventos adversos
necessita além da identificacdo destes genes, a avaliagdo da variabilidade
genética interindividual para a determinacao de fatores predisponentes ao risco

de eventos adversos.
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Os efeitos da variabilidade genética nos pacientes com DAC podem ser
refinados e detectados ao considerarmos extremos da distribuicado dos grupos
de risco — como no caso de pessoas muito jovens ou idosos — ou mesmo ao
analisarmos grupos restritos de individuos com determinada caracteristica
clinica especifica — pacientes com DAC fumantes '’.

Na investigacdo de possiveis variaveis genéticas que contribuam para o
risco da Doenca Arterial Coronariana em grupos especificos de pacientes, os
estudos de associacao genética sdo instrumentos de investigacao exploratorios
empregados com o objetivo de testar a freqliéncia de variantes genéticas de
diversas vias biologicas envolvidas no aparecimento e na progressao desta
doenca 2.

As principais vias biologicas envolvidas na patogénese da DAC -
metabolismo das lipoproteinas, integridade endotelial, inflamacgao arterial e
trombose - apresentaram evidéncias através de estudos de associacao
genética de diferentes variantes génicas no aumento de risco desta doenca em
pacientes portadores de DAC".

Dentre estas vias biolégicas, o processo trombético é relevante no
impacto clinico de pacientes com DAC devido aos varios eventos adversos
decorrentes da alteracao de fatores de risco hemostaticos e diversos estudos ja
correlacionaram a presenca de variantes genéticas de proteinas desta via com
eventos adversos da DAC 8%,

Em uma meta-andlise de 66155 casos e 91307 controles, a variante

A1691 do gene do Fator V (variante conhecida como Fator V de Leiden) e a
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variante A20210 do gene da protrombina apresentaram respectivamente 1,22 e
1,25 no risco relativo de Infarto do Miocardio associado a DAC. Ambos os
genes estdo envolvidos na geracéo de trombina circulante 8.

A variante A455 da regidao promotora do gene do [B-Fibrinogénio foi
descrita em 1999 em pacientes diabéticos como um fator de risco para doenca
isquémica miocardica '°. Um estudo recente prospectivo replicando um painel
de 85 variantes de varias vias bioldgicas associadas a CAD em 811 pacientes
que apresentaram infarto agudo do miocardio ou o diagnéstico de angina
instavel, indicou esta variante como significativamente associada (p=0,03) a
esta doenga®.

Além destes polimorfismos implicados na producdo de proteinas
hemostaticas circulantes, diversas variantes @génicas dos receptores
plaquetarios apresentam aumento de risco para CAD em grupos especificos de
pacientes.

A variante GPllla PIA2 do receptor plaquetario Glicoproteina llb/llla
(receptor plaquetario do fibrinogénio e do fator de Von Willebrand - complexo
alloB3 CD41/CD61) apresentou em um grupo de fumantes com DAC estavel do
projeto MASS um risco relativo de 2,2 de eventos adversos (infarto agudo do
miocéardio, necessidade de vascularizagdo ou morte)?'.

As variantes dos genes das glicoproteinas plaguetarias GP1BA e GP6
foram analisadas recentemente em 2090 mulheres menopausadas que
estavam utilizando ou ndo Terapia Hormonal de Reposi¢ao (THR). No grupo de

mulheres recebendo THR, a variante GP1BA-5TT aumentou o Risco Relativo
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(RR) em 16% para eventos coronarianos, enquanto aquelas que apresentavam
a variante com o alelo C (mulheres com os genétipos TC e CC da GP1BA)
reduziram seu risco em 46%. Em relacdo a variante GP6 13254TT, a THR
diminui 0 RR em 17% para os eventos coronarianos, porém aumentou em 35%
para as portadoras do alelo C (genétipos TC e CC da GP6) o risco destes
mesmos eventos *.

Apesar da complexidade que a interagdo do processo trombético realiza
com as demais vias biologicas envolvidas na patogénese da DAC, evidéncias
do componente genético interindividual na expressdo e fungdo de proteinas
desta via descritas recentemente podem ser testadas na sua associagao com
eventos em pacientes com DAC, auxiliando no manejo clinico destes

pacientes®.

1.2. Ensaios clinicos em doenca arterial coronariana crénica.

Com o intuito de avaliar qual a melhor opcao terapéutica para pacientes
com DAC estavel, diversos ensaios clinicos foram realizados comparando-se 0s
tratamentos de revascularizacdo cirirgica do miocardio e angioplastia
percutanea coronariana. Entre os principais ensaios nesta categoria citamos
como referéncia: EAST, BARI, CABRI, RITA, GABI, ARTS. Outros ensaios
clinicos foram realizados comparando-se estes procedimentos intervencionistas
também com a opcéao de tratamento médico medicamentoso: RITA-2, BARI-2D,

COURAGE e MASS || 242%26.27,28
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Apesar das particularidades inerentes a cada um destes ensaios
clinicos, e a excecgao do pior prognostico dos pacientes com diabetes melito, um
resultado comum a todos os estudos é a auséncia de diferenca entre a opcao
do tratamento e a mortalidade nos pacientes portadores de DAC estavel.
Quando consideramos como desfecho o evento clinico novo infarto agudo do
miocardio, a opcao terapéutica cirirgica apresentou possiveis vantagens nas
taxas destes eventos se comparada as demais, porém estas nao foram
estatisticamente  significativas, porém a melhora sintomatoldgica foi
significativamente influenciada pela modalidade cirdrgica 2’.

Ha um consenso na andlise destes ensaios clinicos que as trés opcdes
terapéuticas foram aprimoradas no decorrer das Ultimas décadas e o impacto
deste aprimoramento resultou na diminuigdo da mortalidade da DAC > %,

No decorrer do periodo de 1980 a 2000, houve um declinio significativo
na mortalidade por doenca coronariana nos paises desenvolvidos 2 2°. Este
cenario, porém nao é compartilhado pelas nagdées em desenvolvimento,
havendo um aumento na mortalidade na China e discrepancias nas taxas ao
considerarmos diferentes paises na América Latina *°.

O Brasil apresenta nas regides Sudeste e Sul uma diminuicdo da
mortalidade por DAC, porém o mesmo fendmeno ainda nao foi observado nas
regides Norte e Nordeste 3'.

Os fatores que contribuiram para esta queda na mortalidade foram a
identificacdo e manejo dos principais fatores de risco classicos e o

aprimoramento do tratamento para as pessoas que possuem doenca arterial
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coronariana diagnosticada. A contribuicdo de cada um destes componentes
para a queda na mortalidade varia conforme o pais avaliado, porém podemos
considerar entre 23% a 47% deste declinio na mortalidade como resultado da
melhora no tratamento e entre 44% a 76% como conseqiéncia da diminuicao
aos fatores de risco %°.

Mesmo com o cenario de queda na taxa de mortalidade refletido pelos
estudos epidemiolégicos ou pelos ensaios clinicos descritos neste tépico, os
pacientes com DAC continuam apresentando eventos adversos e uma
mortalidade significativa (no projeto MASS, a taxa de mortalidade foi de 10,5%
ao final de 05 anos, com pessoas entre 35 e 75 anos, 36% destes acima de 65
anos %) sugerindo que fatores preditores como novas variantes génicas podem
ser avaliados no seguimento de pacientes com DAC.

Os pacientes do projeto MASS Il possuiam como caracteristica uma
doenca arterial coronaria multiarterial, com angina estavel e funcao ventricular
preservada. Estas caracteristicas clinicas tornam este grupo de pacientes
homogéneo para a avaliagdo de gendtipos relevantes para eventos clinicos
adversos. Desta forma, o objetivo primario do projeto MASS Il para definir qual
o melhor tratamento para estes pacientes é complementado com o obijetivo
secundario de andlises com variantes genéticas cujo intuito seria aprimorar a
avaliacdo do risco para eventos adversos de um paciente com DAC
selecionado do projeto MASS II.

Somente recentemente, a discussdao quanto ao estudo de variantes

génicas para DAC estd sendo considerada no ambito da avaliacado da



Introducgo 10

variabilidade genética inter-individual em subgrupos de pacientes com
caracteristicas especificas que possibilitem a delimitacdo de um fendtipo
preciso entre as varias apresentacgdes clinicas da DAC 2.

Em relacdo aos pacientes com doenca arterial coronariana estavel,
poucos estudos genéticos foram realizados delimitando estes pacientes como
grupo de estudo, cabendo ao projeto MASS Il alguns destes resultados em
variantes génicas de elementos da hemostasia®'. Por considerar os pacientes
com DAC apresentando doencga arterial coronaria de caracteristica multiarterial,
com angina estavel e funcao ventricular preservada um grupo de pacientes com
caracteristicas especificas que podem ser exploradas através de estudos de
associagao génica, o objetivo desta tese foi avaliar as variantes genéticas do
receptor plaquetario P2Y12 e da proteina A Disintegrin-like And Metalloprotease
domain with ThromboSpondin type | motifs 13 (ADAMTS13), clivadora do Fator

de von Willebrand.

1.3. Variantes genéticas do receptor plaquetario P2Y12: haplétipos H1 e
H2
A ativacao plaquetaria implica em uma série de mudancas estruturais e
funcionais das plaquetas cuja finalidade é uma resposta hemostatica
apropriada restrita em grande parte ao local que estimulou esta ativacao.
Os ativadores plaquetarios apresentam caracteristicas especificas que
induzem diversas alteragdes observadas nas plaquetas *:

J Aumento do Calcio citoplasmatico;
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J Mudanca na Forma Plaquetaria;

. Mudanca na afinidade de receptores GPIlIb/llla (esta mudanca
conformacional expde sitios para Fibrinogénio e Fator de Von
Willebrand, agregando plaquetas ativadas adjacentes);

. Geragao de produtos do metabolismo do Acido Aracddnico;

J Fosforilacao de Proteinas Plaquetarias;

o Liberacao do conteudo de granulos a , granulos densos e do

material dos lisossomos;

J Expressao na superficie de proteinas dos granulos a e granulos

densos.

Um dos mais importantes e primeiro ativador plaquetario descrito in
vitro é a Adenosina Difosfato (ADP)%®. Esta molécula pode ser liberada de
hemacias e de granulos densos de plaquetas ativadas, amplificando a resposta
da estimulacao plaquetaria induzida pelos demais ativadores plaguetarios.

O ADP é considerado um fraco ativador fisiolégico das plaquetas em
contraste com o colageno em altas concentragdes e a trombina, porém sua
acao ocorre em diferentes fases da formacao do trombo plaquetario através de
sinais originados em receptores como o receptor de colageno, Glicoproteina
Plaquetaria V1, e o receptor para o fator de Von Willebrand, Glicoproteina
Plaquetéria lba 3.

O ADP ¢é essencial a estabilizacdo do trombo plaquetario e ao

recrutamento de plaquetas a superficie trombogénica.
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O primeiro receptor para ADP identificado nas plaquetas foi um receptor
purinérgico P2Y1 descrito por Leon e colaboradores em 1997, que descreveu
sua expressao em plaquetas e megacaridcitos e a funcao deste receptor na
alteracao conformacional plaquetaria e na sua agregacao apdés ativacao pelo
ADP **,

O segundo receptor para o ADP nas plaquetas foi descrito em 2001 por
Hollopeter e colaboradores, que a partir dos dados referentes a inibicdo pelo
ADP da enzima adenilatociclase via proteina G como ativadora do segundo
mensageiro nas plaguetas, determinou que este receptor era um receptor ligado
a proteina G (proteinas ligadoras do nucleotideo guanina). Este receptor foi
designado P2Y12 *°.

Através do receptor P2Y1 ocorre um aumento transitério do Célcio
ibnico, enquanto via receptor P2Y12 ha uma inibicdo da adenilato ciclase e
conseqiiente reducdo do AMP ciclico (AMPc) % 3% Ambos os receptores
exercem suas acoes através de proteinas G distintas: Gqg para o receptor P2Y1
e Gi para o receptor P2Y12 *.

A ativacao da via da proteina Gq ligada ao receptor P2Y1 induz a
alteracao na morfologia plaquetaria e na sua agregacao, enquanto a via Gi,
ligada ao receptor P2Y12, amplifica a resposta da proteina Gq , estabilizando a
agregacdo plaquetaria *®*”. Outra fungéo do receptor P2Y12 é ativar a integrina
GPllb/llla, receptora de fibrinogénio, através de uma via 3-Fosfoinositida

Quinase® (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Receptor P2Y12 e suas interagbes com as proteinas
plaquetarias (GP: glicoproteina; vWf: fator de von Willebrand).

O receptor P2Y12 ¢é o alvo das tienopiridinas, classe de medicamentos
que inclui a Ticlodipina e o Clopidogrel, que sdo amplamente empregados em
cardiologia e neurologia no tratamento antiagregante 2.

O gene codificante do receptor P2Y12 também foi identificado por
Hollopeter e colaboradores em 2001.e sua organizacdo € semelhante a de
outros genes receptores com dominio trans-membrana, com 2 exons separados

por 1 intron 3°.
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Este gene esta localizado no cromossomo 3 , na regidao 3g24-25,
contendo 1332 pares de base nas regides exdnicas, separados por uma regiao
intrénica de 1700 pares de base. Seu registro no GeneBank é AF313449.

O exon 2 codifica o receptor P2Y12 contendo 342 aminoacidos com 10
residuos cisteina, sendo 4 residuos cisteina extracelular nas posicoes, 5
residuos cisteina no dominio transmembrana e 01 residuo intracelular (Figura
1.2). Este receptor esta expresso exclusivamente nas plaquetas e no cérebro
(amigdalas, nucleo caudado, corpo caloso, hipocampo, substancia nigra e

talamo) e sua forma funcional é oligomérica *.

i.ooo.. sog §....§ §.§
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Figura 1.2. Representacdo da sequiéncia de aminoacidos do receptor P2Y12.
Os residuos cisteina aparecem na cor azul.

Recentes alteracdes descritas na variabilidade genética interindividual
deste receptor correlacionaram-se com as variacées da concentragcdo de ADP
necessarias para produzir uma agregacao plaquetaria irreversivel *°.

Com os dados obtidos da genotipagem do receptor P2Y12 de 98

homens saudaveis, Fontana e colaboradores*® observaram quatro
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polimorfismos (Figura 1.2) em desequilibrio de ligacdo e estabeleceram dois
haplotipos:

H1 - haplétipo com os alelos C139 e T744 apos o sitio 5 do intron e 0
alelo G52 no exon 2. A frequiéncia deste haplétipo na amostra foi de 86%.

H2 - haplé6tipo com a presencga no intron 01 dos alelos T139 e C744 e a
presenca de uma insercao, i-ins801A na porcéao intrdnica além do alelo T52 no

exon 02. A frequéncia deste hapl6tipo foi de 14%.

i-CI39T i-T744C i-ins8O1A ATG C34T G52T  TAA

e 1 B B e

Figura 1.3: Polimorfismos de aminoacido Unico identificados no gene do receptor
plaquetario P2Y12. ATG: inicio da tradugao; TAA: término da tradugao.
Correlacionando estes haplétipos com estudos de agregacao
plaquetaria via ADP e dosagem do AMP ciclico plaquetario, este grupo realizou
testes funcionais de agregacao plaquetaria através da deteccao da alteragédo da
luz pelo método fotométrico registrado em um agregdmetro.
A presenca do haplétipo H2 aumentou a agregacao plaquetaria em
relacdo ao haploétipo H1 (Tabela 1.1).

Tabela 1.1: Capacidade de agregacédo plaquetaria dos haplétipos Hie H2,
(método fotométrico).
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Agregacao ao estimulo com ADP

Haplétipo (valor médio apds 2 coletas distintas)
H1/H1 34,7%
I/H2 67,9%
H2/H2 82,4%

A presenca do alelo H2 também diminuia a inibicado causada pelo ADP
na formagao do AMPc detectado por imunoensaio enzimatico, o que implica um

aumento na agregacao plaquetaria na presenca deste haplétipo(Tabela 1.2).

Tabela 1.2 Capacidade de inibicdo da producdo de AMPc pelo estimulo com
diferentes concentra¢des de ADP (haplétipo H2)

% inibicao % inibicao % inibicao
AMPc AMPc AMPc

(1lumol/L ADP) (2 umol/L ADP) (5 umol/L ADP)

Presenca de H2 13 31 37
(H1/H2; H2/H2).

Auséncia de H2 31 39 50
(H1/H1)

Quando a presenca do haplétipo H2 do receptor plaquetario P2Y12 foi
testada em um estudo caso — controle com 184 pacientes portadores de doenca

arterial periférica, Fontana e colaboradores encontraram na analise multivariada
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uma associacao positiva para a presenga do haplétipo H2 e doenca arterial
periférica - razao de chances de 2,3 (95%Cl: 1,4-3,9) '

A distincdo de haplétipos do receptor P2Y12 associados com um
estado pré-agregante plaquetario in vitro, permite que uma correlagcdo com
eventos trombéticos seja avaliada na presenca destes haplétipos em pacientes
com riscos e eventos tromboticos cardiovasculares previamente definidos.

Convém ressaltar também que varios estudos aumentaram o emprego
de medicamentos antiagregantes com especificidade para os receptores P2Y12
(estudos CAPRIE e CURE) *2. Sua eficacia associada ao uso da aspirina e os
diversos efeitos colaterais destes tratamentos necessitam de maiores
esclarecimentos quanto a especificidade de acdo em razao da variabilidade da
reatividade plaquetéaria. A variabilidade genética interindividual e a associacao
com estudos in vitro e sua correlacdo com os eventos tromboticos em grupos

selecionados de pacientes ajudara na eficacia e adequacéao do tratamento.

1.4. Variantes genéticas da ADAMTS13

Nos eventos trombéticos microangiopaticos que acometem
principalmente arteriolas e artérias de pequeno calibre, além das plaquetas, o
fator de von Willebrand é essencial & formacéo do trombo arterial **.

Este tipo de trombo caracteriza-se por agregados plaquetarios, com

pouca fibrina e com a presenca de diferentes quantidades do fator de Von
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Willebrand apresentando caracteristicas similares as observadas nos trombos
arteriais coronarianos ** *°.

O fator de Von Willebrand é sintetizado nos megacariocitos e no
endotélio. Além do endotélio é armazenado nas plaquetas nos seus granulos
alfa e nos corpusculos de Weibel-Palade como grandes multimeros (ultra-large
von Willebrand multimers )*°.

Os grandes multimeros de Von Willebrand, liberados do endotélio e das
plaquetas, apresentam importante atividade biolégica ao aderirem a matrix
extra-celular e servirem como um ancoradouro para as plaquetas — através dos
receptores plaquetarios GP Ib o e GP llb/llla - aderirem e amplificarem a
agregacao plaquetaria sob um fluxo de alto shear stress e liberacdo de ADP /.

O tamanho destes multimeros de Von Willebrand determina a
intensidade da agregacdo plaquetaria **.

Os grandes multimeros de von Willebrand contendo as plaquetas a
semelhanca de um rosario estdo aderidos ao endotélio em uma extremidade e
livres ao fluxo sanguineo na outra extremidade. Estes multimeros sao
posteriormente clivados e liberados das células endoteliais em pequenos
multimeros sem funcdo hemostatica, controlando assim a intensidade da
agregacao plaquetaria e a hemostasia local **.

Entre 1994 e 1996, dois grupos de pesquisadores caracterizaram a
clivagem do fator de Von Willebrand por uma enzima designada a época como

protease clivadora do fator de Von Willebrand *°.
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Recentemente, uma enzima da classe das metaloproteases da familia
ADAM (A Disintegrin and Metalloproteinase Protein) foi identificada como a
protease responsavel pela funcao de clivar subunidades monoméricas do fator
de Von Willebrand *® .

A protease ADAMTS13 é uma proteina glicosilada de 190 KD e 1427
aminoacidos com especificidade conhecida até o momento exclusivamente para
o fator de von Willebrand, cujo sitio de clivagem esta no dominio A2 deste fator,
na ligacao peptidica entre os aminoacidos Tirosina e Metionina (posicoes 842-
843) 50,51

A enzima possui na sua estrutura primaria um Peptideo Sinalizador
seguido por um dominio Catalitico e um dominio Desintegrina. Na seqtiéncia,
encontra-se a porcao Trombospondina-1 (TSP-1) seguida por um dominio rico
em residuos cisteina e uma sequéncia RGD (Arginina-Glicina-acido Aspartico)
importante para as interagdes com as integrinas plaquetarias. Apés uma regiao
Spacer, encontra-se uma sequéncia de Trombospondinas (TSP2-8) que
terminam em dois dominios CUB (complement, uEGF and bone

morphogenesis) apresentando cada um seu respectivo terminal carboxila °' °2

53
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Figura 1.4: Representacao esquematica da proteina ADAMTS13 (PS: peptideo
sinalizador; TSP: trombospondina; Cys/RGD: dominio cisteina/ Arginina-Glicina-
acido Aspartico; CUB: complement, uEGF, bone morphogenesis

Quando esta metaloprotease esta diminuida ou ausente ocorrem
tromboses arteriais onde predominam os agregados plaquetarios associados
com multimeros de Von Willebrand de alto Peso Molecular.

Uma evidéncia clinica dos efeitos adversos que a diminuicdo da
ADAMTS13 acarreta é observada em pacientes com purpura trombocitopénica
trombodtica (PTT) que apresentam deficiéncia hereditaria ou adquirida desta
enzima e cujas principais manifestacbes sdao uma consequéncia da
microangiopatia trombética arterial *°.

O gene da ADAMTS13 esta localizado no cromossomo 9q34,
apresentando aproximadamente 37 kb e 29 exons. A andlise da expressao da
enzima apresenta sua producdo exclusivamente pelas células estelares
hepaticas >*.

Trés isoformas secundarias a splicing alternativo foram detectadas cuja
implicagdo bioldgica sobre a atividade da enzima ndo foi modificada. Quatro
transcritos alternativos da enzima foram descritos com implicagdes na clivagem

do ator de von Willebrand *°.
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Os estudos de familias com Puarpura Trombocitopénica Trombdética
Hereditaria realizados por dois grupos de pesquisadores correlacionaram-se as
alteragbes no gene da ADAMTS13 e as manifestagdes clinicas trombéticas
desta doenga.

Em 2001, Levy e colaboradores estudaram 07 familias e identificaram
12 mutagdes no gene codificador da ADAMTS13 com implicacbes na sua
atividade e correlacdo com o fenétipo de trombose microangiopatica nos
pacientes portadores destas mutacdes “°.

Em 2002, Kokame e colaboradores identificaram 03 novas mutacdes
com semelhante correlacdo clinica corroborada pela atividade enzimatica
diminuida in vitro *°.

As principais mutacdes causadoras de alteracdo na producdo ou na
atividade da enzima comprometem o dominio rico em cisteina, o dominio
trombospondina e o dominio desintegrina na ADAMTS13 *°,

Atualmente, mais de 50 mutagdes no gene da ADAMTS13 foram
descritas com varias mutacées missense caracterizadas como polimorfismos de
um unico nucleotideo com significativa freqténcia alélica em diferentes

populacdes (Tabela 1.3).
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Tabela 1.3: Polimorfismos de aminoacido uUnico conseqiéncia de mutacdes
missense no gene da ADAMTS13 e a freqiiéncia do menor alelo em diferentes
populacoes.

Nucleotideo Exon  Amino Dominio Freqiiéncia

Acido Alterado
19C—T 01 R7W Peptideo 10% (Europ.)*® >
(rs340241143) Sinalizador
1342C—G 12 Q448E  Rico em 19% (Jap.) ¥ %
(rs2301612) Cisteina 43% (Europ.) *&%°
1423C—T 12 P475S  Rico em 5% (Jap.) *°
(rs11575933) Cisteina
1852C—G 16 P618A  Spacer 9%(Americ.,Europ.) *® %
(rs28647808)
1874G—A 16 R625H  Spacer 3% (Americ.) 8
(rs36090624)
2699C—T 21 A900V TSP 1-5 10%(Europ, Americ.)*: %
(rs685523)
3097G—A 24 A1033T TSP 1-7 6% (Europ.)°® 8
(rs28503257)

rs: reference SNP - nUmero de registro no banco de dados de polimorfismos do
NCBI (dbSNP); TSP: trombospondina; Europ: populacdo européia, Jap:
populacdo japonesa; Americ: populacdo americana; A: Alanina; E: acido
Glutamico; H: Histidina; P: Prolina; Q: Glutamina; R: Arginina; S: Serina; T:

Treonina; V: Valina; W: Triptofano.
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Alguns destes polimorfismos do gene da ADAMTS13 descritos em
pacientes com Purpura Trombocitopénica Trombética foram caracterizados
funcionalmente com técnicas de clonagem e no desenvolvimento de proteinas
recombinantes >* *’. Além disto, a presenca de alguns destes polimorfismos
tornou-se relevante como preditora de risco para sangramentos em pacientes
com Doenca de von Willebrand tipo | (doenca autossbmica dominante onde a
susceptilidade ao sangramento dependente de variaveis ambientais) “°.

Os polimorfismos da ADAMTS13 podem resultar em alteracbes na
secrecao e na atividade da proteina enzimatica. A secrecao da ADAMTS13 é
avaliada através de um ensaio de Western Blot e da determinacdo do antigeno
ADAMTS13 pelo anticorpo IgG anti-ADAMTS13 obtidos de coelhos e
conjugados com peroxidase. A atividade da enzima é medida através do
método descrito em 1999 que determina a atividade da ligacdo de colageno
residual do substrato degradado do fator de von Willebrand °*. Estes estudos
funcionais dos polimorfismos da ADAMTS13 revelaram uma arquitetura
genotipica complexa onde se propde que as varias alteragdes génicas
herdadas contribuem de forma sinérgica para o desenvolvimento das tromboses
observadas na PTT °" %8,

Uma investigacdo funcional da relagdo entre os polimorfismos e a
atividade da ADAMTS13 demonstrou que as variantes G1852 (resulta no
aminoacido alanina na posicdo 618 da proteina) e T2195 (resulta no
aminodcido valina na posicdo 732 da proteina) estavam individualmente

associadas com uma diminuicdo discreta da secrecdo, porém, quando estes
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dois polimorfismos estavam encontravam-se associados no experimento
funcional a expressdo da ADAMTS13 diminuia acentuadamente °’.

Em contrapartida, ao se conjugar estes polimorfismos com a variante
G1342 (o que acarreta no aminoacido glutamato na proteina) ou com a variante
T19 (ocorre a traducao para o aminoacido triptofano na proteina), ocorre uma
reversao dos achados anteriores e consequiente normalizacdo da secrecao da
ADAMTS13.

Estes dados sugerem que a atividade da ADAMTS13 dentro de um
mesmo individuo reflete o conjunto de polimorfismos herdados que afetam a
secrecao ou a atividade especifica da enzima.

Diferentes valores da secrecao ou da atividade da enzima ADAMTS13
foram descritos na presenca de alguns dos polimorfismos mais freqlentes
55, 57, 58.

desta enzima (Tabela 1.4)

Tabela 1.4. Valores obtidos para a secrecdo ou atividade enzimatica de
polimorfismos da ADAMTS13.

polimorfismo Secrecéo da enzima Atividade da enzima

em relagdo ao normal em relagdo ao normal

19C- T (R7W) 99% 86%
1342C — G (Q448E) 95% 100%
1423C - T (P475S) Nao foi descrito 5-10%
1852C — G (P618A) 27% 14%

2699C — T (A900V) N&o foi descrito 23%
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As implicagbes das alteracbes na expressdo e na atividade da
ADAMTS13 para a protedlise do fator de von Willebrand apresentam um
potencial significativo para tromboses arteriais. Em artérias com alteracées na
sua reologia, como observado em pacientes com aterosclerose, esta condi¢cao
possibilita um aumento das forcas de cizalhamento com conseqliente aumento
da interacao entre o fator de von Willebrand e as plaquetas, com conseqiente
aumento da protedlise deste fator *'.

As implicagdes funcionais dos polimorfismos mais freqlentes deste
gene tornam relevante a avaliacdo da presenca de alelos, gendtipos e
haploétipos em pacientes com comprometimento arterial coronariano.

Alguns destes polimorfismos podem apresentar neste contexto efeitos
protetores ou implicarem no aumento do risco para eventos adversos
relacionados ao processo hemostatico.

A necessidade de avaliar polimorfismos da ADAMTS13 freqlientes em
diferentes populacées e que apresentam alteracbes funcionais na possivel
associacdo com diferentes doencas complexas € que apresentam o
componente trombético no seu desenvolvimento j& foi proposto °’.

Apesar de estudos da associacdo da ADAMTS13 com eventos

adversos cardiacos recentemente publicados % €

sugerirem a importancia
desta enzima em pacientes coronarianos, estudos genéticos envolvendo

variantes genéticas polimoérficas da ADAMTS13 ainda ndo foram descritos.



2. OBJETIVO DO ESTUDO
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O objetivo deste estudo é testar a hipétese de que as variantes genéticas

funcionais trombogénicas relacionados ao receptor plaquetario P2Y12 e a

metaloprotease ADAMTS13 (a disintegrin and metalloprotease with

thrombospondin-1-like domains) presentes em uma populagdo previamente

selecionada apresentando Doenca Arterial Coronariana, interferem nos

seguintes desfechos cardiovasculares:

Infarto agudo do miocardio;

Mortalidade;

Necessidade de nova intervengcdo coronariana devido angina
refrataria;

Acidente vascular cerebral;

Especificamente:

1. Avaliagdo dos Haplotipos H1 e H2 do receptor plaguetario P2Y12 no

grupo de 611 pacientes seguidos no ensaio clinico do projeto MASS II.

2. Avaliagdo dos Polimorfismos C1342G (Q448E), C1852G (P618A) e C2699T

(A900V) da metaloprotease ADAMTS13 no grupo de 611 pacientes no ensaio

do projeto MASS II.



3. MATERIAL E METODOS
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Este estudo avaliou variantes genéticas funcionais trombogénicas
relacionadas ao receptor plaquetario P2Y12 e a protease ADAMTS13 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 envolvendo pacientes com doenca arterial
coronariana de caracteristica multiarterial, apresentando angina estavel e funcao
ventricular preservada para comparar as seguintes opcoes terapéuticas:
tratamento clinico, revascularizagdo cirargica do miocardio e angioplastia
transluminal. O projeto MASS vem sendo desenvolvido no Instituto do Coracao
(InCor) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (FMUSP), envolvendo a Unidade Clinica de Coronariopatia Croénica, o
Servico de Métodos Graficos, o Laboratério de Pesquisas Clinicas, o Servico de
Hemodindmica, a Divisao de Cirurgia e o Laboratério de Genética e Cardiologia
Molecular, com aprovacao da Comissdao de ética do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo sob o n° 264/94/11.
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3.1. Selecao de pacientes

A populacdo considerada para a inclusao no projeto MASS Il compreende
pacientes com DAC multiarterial, portadores de angina estavel e/ou isquemia
miocardica esforco-induzido, com diagnéstico estabelecido através de estudo
cinecoronariogréafico revelador de estenoses coronarias significativas (>70%) em
dois ou mais ramos arteriais.

A isquemia miocardia foi avaliada através de teste de stress ou através de
avaliacdo classificatéria funcional da Canadian Cardiovascular Society °', sendo
considerados pacientes pertencentes as classes Il ou lll.

As cinecoronariografias foram realizadas no periodo de no maximo dois
meses anteriores ao procedimento escolhido para o tratamento, sendo analisadas
por um cardiologista clinico, um cardiologista intervencionista e um cirurgiao
cardiovascular, havendo necessidade para a aleatorizacdo de uma triplice
concordancia para a indicacdo do tipo de intervencdo do miocardio isquémico:
Angioplastia Transluminal (ATC) ou Revascularizagdo Cirurgica do Miocardio
(RCM).

Os seguintes critérios para a nao-inclusdo no estudo foram definidos para
0s pacientes:

Idade (<385 ou >75 anos); Doencas cardiacas associadas (congénita, valvar,
miocardica, 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 infarto

agudo do miocardio nas ultimas quatro semanas; Lesao do tronco da artéria
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coronaria esquerda > 50%; Extensa calcificacao de aorta ascendente ou espasmo
coronario primario; Acidente vascular encefalico ou ataque isquémico cerebral
transitério nos ultimos seis meses; Anatomia coronaria inacessivel para ATC ou
RCM (de acordo com o consenso dos cardiologistas: o clinico, o intervencionista e
o cirurgido); Expectativa de vida limitada a doencga grave associada (neoplasia,
insuficiéncia renal ou hepatica, doengas hematoldgicas ou discrasias sanguineas);
Gravidez (suspeita, diagnosticada ou planejada); Outras morbidades que contra-

indicassem ATC ou RCM.

3.2. Definicao dos tratamentos empregados nos diferentes grupos de
pacientes

Os pacientes participantes do projeto MASS Il foram aleatorizados para
Tratamento Clinico ou RCM ou ATC.

Todos os pacientes do projeto MASS Il foram submetidos a terapéutica
medicamentosa com aspirina, nitratos, inibidores da reductase HMG-CoA,
inibidores da ECA, betabloqueadores e bloqueadores do canal de calcio, exceto
quando houvesse alguma contra-indicacdo. Orientacdo dietética para uma dieta

pobre em lipideos também foi realizada.

3.2.1.Tratamento Clinico
Os pacientes aleatorizados ao tratamento clinico foram submetidos a
terapéutica medicamentosa padronizada e considerada ideal para o tratamento de

pacientes coronarianos.
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3.2.2. Tratamento de Intervencao (RCM ou ATC)

Os pacientes selecionados para os procedimentos de intervencao foram
avaliados maneira equivalente e consecutiva, de acordo com o numero de artérias
envolvidas, com a localizacao das lesdes coronarias e considerando-se indicagcbes
semelhantes para ambos os procedimentos de revascularizacdo do miocardio.

Os pacientes que foram selecionados para os procedimentos de
intervencdo (RCM ou ATC) realizaram este procedimento no intervalo de até trés
semanas considerando-se os pacientes submetidos a ATC ou até 12 semanas no
grupo de pacientes submetidos a RCM.
3.2.2.1 Revascularizacao Miocardica Percutanea

A angioplastia transluminal coronéria (ATC) foi realizada conforme técnica
convencional, incluindo a administracdo oral de aspirina ou ticlodipina 24 horas
anteriores ao procedimento; 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 obstrucdo = 70%. Além disso, todas as opc¢des 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
lesdo “culpada”, seguida do tratamento dos outros vasos. Quando necessaria, a

ATC foi planejada e realizada em mais de uma sesséo.
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No caso de oclusdo aguda do vaso tratado durante a ATC, o cardiologista
intervencionista e o cardiologista clinico tinham a opcao de indicar a cirurgia de
revascularizagdo do miocardio, de emergéncia.

Em todos os procedimentos percutdneos 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.
3.2.2.2. Revascularizacao Cirurgica do Miocardio

A RCM foi realizada utilizando-se técnica cirlrgica padronizada, sob
hipotermia e com o uso de solugédo cardioplégica. O cirurgido cardiovascular foi
estimulado a intervir em todas as artérias abordaveis, incluindo aquelas com
estenose < 50%. A estratégia cirlrgica foi determinada pelo cirurgidao com o
objetivo de obter revascularizagdo miocardica completa, se tecnicamente viavel,
com enxertos das veias safenas, utilizacdo das artérias mamarias internas ou
mesmo de artérias radial ou gastroepipléica.

Os pacientes foram submetidos ao procedimento apds a definicdo da
estratégia terapéutica cirargica, tendo sido medicados com beta-bloqueadores e

drogas antiplaquetarias, quando necessario em todo o periodo peri-operatério.

3.2.3. Critérios Angiograficos apos a Intervencao
A revascularizacao do miocardio anatomicamente completa foi definida,
angiograficamente, como a auséncia de lesdo coronaria residual importante

(>70%) em todos os ramos epicardicos considerados factiveis para receberem o
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tratamento através da ATC, ou de acordo com o numero de anastomoses distais

realizadas em todos os vasos considerados doentes na mesma condigao.

3.3. Procedimentos de investigacao utilizados no seguimento dos pacientes

Apés a aleatorizacao os pacientes eram avaliados a cada 03 meses no
periodo de um ano e posteriormente a cada 06 meses com a realizagcdao de ECG
de repouso, coleta de testes laboratoriais e ecocardiografia até o periodo de 05
anos.

Os O6bitos e Obitos de causa cardiovascular foram definidos conforme a
causa de morte. As causas de morte cardiovascular apresentam como causa
direta de morte o infarto agudo do miocardio ou a morte subita.

3.3.1 Teste Funcional

A avaliacao funcional foi realizada através do teste ergométrico (TE) em
esteira, de acordo com o protocolo Bruce, modificado em condi¢cées basais na
selecdo do paciente e ao final de cada ano de seguimento até completar o 5° ano
apos seguimento clinico ou a intervencado. No TE, o nivel maximo de alteracao do
segmento ST foi medido a 80ms do ponto J no eletrocardiograma (ECG), sendo as
seguintes respostas consideradas: ndo-isquémica ou negativa (sem alteracao
significativa no ECQG), isquémica ou positiva (infra-desnivelamento horizontal e/ou
descendente do segmento ST maior que 1,0 mm para homens e maior que 2,0
mm para mulheres em 0,08segundos ap6s o ponto J), e inconclusiva (alteracoes

nao-interpretaveis por uso de drogas, ritmo de marca-passo ou bloqueio de ramo).
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3.3.2. Arteriografia Coronariana

Todos os pacientes foram submetidos a cinecoronariografia na selecao e
apos procedimento intervencionista em aparelho Philips modelo Integris 3000,
incluindo coronariografia e ventriculografia esquerda pela técnica de Sones ou
Seldinger, com registro de pelo menos quatro projecoes ortogonais para a
avaliacao da artéria coronaria esquerda e duas projecdes para a artéria coronaria
direita, bem como para os enxertos arteriais ou venosos, quando presentes no
grupo RCM submetido a cineangiocoronariografia de controle. A fracao de ejecao
foi calculada pela férmula proposta por Dodge. Dois observadores experientes
quantificaram visualmente as obstrucdes (considerando significativas aquelas =
50%), bem como a presenca de circulacao colateral.

A classificagdo das lesdes coronarias foi baseada na sua localizagao,
gravidade, extensdo e angulagcado. 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 diametro
luminal superior a 1,5 mm.

3.3.3. Avaliacao da Angina

A angina foi considerada de acordo com a classificagdo funcional da
Canadian Cardiovascular Society e classificada entre | e IV °'.

A angina foi considerada refrataria somente quando os pacientes tratados
com terapia anti-isquémica triplice (betabloqueador e/ou bloqueador de canais de
célcio, nitrato e aspirina) nao obtiveram sucesso no alivio/manifestacao dos sinais

/sintomas.
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3.3.4. Infarto Agudo do Miocardio

O infarto agudo do miocardio foi definido pelo surgimento de novas
ondas Q em pelo menos duas derivacdes eletrocardiograficas contiguas ou pela
apresentacdo de sintomas compativeis com infarto agudo do miocardio,
associados a elevacao da fracdo MB da enzima creatinofosfoquinase (CPK) maior
que trés vezes o limite superior ao normal, ndo sendo considerado diagndstico
para o grupo ATC quando esta elevagao ocorresse dentro de 96 horas apds o

procedimento de revascularizacgao.

3.4. Coleta de dados

Os dados clinicos, demogréficos, laboratoriais e imagenoldgicos
coletados foram: idade, sexo, resultados de angiografias, histéria de eventos
coronarianos prévios, histéria de hipertensdo, grau de severidade da angina,
condicao de fumante presente ou ausente, uso de medicacodes, peso, altura, nivel
sérico de glicose, nivel sérico de colesterol total e fragdes HDL, LDL, VLDL, nivel
sérico de triglicerideos, resultados de cateterismo cardiaco, resultados de

ecocardiograma.

3.5. Extracao do DNA genémico - projeto MASS I

O seguinte protocolo baseado em dados publicados® foi utilizado para
a extracdo do DNA genbmico: 08 ml de sangue periférico coletado em tubo
contendo EDTA (anticoagulante) e transferidos para um tubo de 50ml, onde

adiciona-se 1X tampao A até completar 20ml, agita-se a solucdo e durante
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10minutos esta solucao devera ficar na geladeira, centrifugando-se a seguir a 4°C
por 10 minutos a 3000rpm. Descarta- se o sobrenadante, adiciona-se novamente
20ml de tampao A refrigerado a 4°C; em seguida, suspende-se o sedimento
leucocitario através de agitacdo, refrigera-se a 4°C durante 10minutos e
centrifuga-se a 4°C por 10minutos a 3000rpm. Descarta-se o sobrenadante e apés
a retirada do excesso de sangue, o sedimento leucocitario € resuspendido em: 3ml
de tampéao B com 200ul de SDS 10% e 500ul de tampao C com proteinase K (2ul
de proteinase K 20mg/ ml diluida em 5ml de tampao C).

Para a precipitacdo do DNA adiciona-se 1ml de solucédo de cloreto de
sodio 6M, mistura-se vigorosamente durante 1minuto e apdés uma centrifugacéao a
4°C por 20minutos a 3000rpm, transfere-se o sobrenadante para um tubo de 15ml.
Neste tudo se adiciona 01 volume de etanol 100% a temperatura ambiente, e
aspira-se o DNA precipitado, transferindo-o para um tubo de 1,5ml que ja deve
conter 1ml de etanol 70% (mantido a -20°C).

As etapas suplementares adaptam o uso do DNA para os ensaios de
genotipagem: centrifugar a 4°C por 15minutos a 13500rpm, descartar o
sobrenadante e deixar secar bem o tubo a temperatura ambiente (ideal de um dia
para outro); ressuspender o sedimento (DNA) em 1ml de TE 1X (10mM Tris-HCI
pH 8.0, imM EDTA pH 8.0). Este volume de TE usado vai depender do tamanho
do sedimento de DNA. A dosagem ¢€ obtida ap6s completa dissolucdo do DNA
50x em TE 1X e leitura da densidade 6ptica a 260nm. (Exemplo: 20ul DNA + 980yl

TE 1X, apos leitura a 260nm = 0.300 X 50 [=diluicao de 50X] X 50 [fator do DNA] =
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750ng/ul). Para a realizacao da reacdo de PCR a concentracdo adequada foi de

100ng/pl.

3.6. Determinacao dos genétipos do receptor P2Y12

Para a determinacdo do genétipo do receptor P2Y12 e dos haplétipos
H1 e H2, utilizamos os dados obtidos através da sequéncia do cDNA do gene
P2Y12 cadastrada no NCBI com o cédigo de acesso AF313449 * e a descricdo
dos polimorfismos previamente identificados e publicados de uma populagéao
saudavel (i-C139T, i-T744C, i-ins801A, C34T, G52T) *°. O desequilibrio de ligagéo
entre estes polimorfismos determina os seguintes haplétipos:

Haplétipo H1 - alelos C139, T744, G52.
Haplétipo H2 - alelos T139, C744, i-ins801A, T52.

Os gendtipos determinantes dos haplétipos H1 e H2 do gene do
receptor P2Y12 foram identificados na populagdao do projeto MASS Il através de
analise por enzima de restricdo alelo especifica utilizando-se como marcador o
polimorfismo de base Unica i-T744C (haplétipo H1: T744 e haplétipo H2: C744)
através de reagao de polimerase em cadeia utilizando-se 0s seguintes primers
oligonucleotideos especificos:

- COMO primer sense:
5-TCACTTATCTCTGGTGAAATAAAAAGATTACGTA-3
- como primer antisense:

5-GTCAGAAATGGCCTGTGTATATATGGTCATGAGTTGGCGTACC-3
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A reacdo de polimerase em cadeia foi realizada com os seguintes
parametros: uma etapa de desnaturagdo de 05 minutos a 95.8°C, seguida por um
periodo de anealing de 38 ciclos a 95.8°C por 01 minuto, 58.8°C por 01 minuto,
72.8° C por 01 minuto e 07 minutos de extenséo a 72.8°C

Apés digestao do DNA amplificado pela enzima de restricao Rsal alelo
especifica os gendtipos P2Y12 foram identificados em gel agarose a 2,5%

contendo 50 ug/ml de brometo de etidio.

3.7. Determinacao dos genoétipos da ADAMTS13

Considerando a doenga coronariana como doenga complexa e
considerando a necessidade de se manter o poder estatistico de variantes alélicas
da ADAMTS13, utilizamos como critérios de selecao destas variantes a freqiéncia
do menor alelo > 5% descrita em diferentes populacbes e testes funcionais
indicadores da alteracéo na secrecao e/ou atividade da ADAMTS13.

Os polimorfismos selecionados foram:

- O polimorfismo da posicado 1342 do gene da ADAMTS13
apresentando guanina no lugar de citosina com uma freqiéncia entre 19 e 43%
em diferentes populacdes. Apesar de ndo haver alteragdo enzimatica causada por
este polimorfismo, a sua presenca reverte a diminuicdo da atividade enzimatica
consequéncia da presenca de outros polimorfismos. Este polimorfismo acarreta na
troca do aminoacido glutamina por acido glutamico, representado pela abreviacao

padrao de uma letra como Q448E.
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- O polimorfismo da posicado 1852 do gene da ADAMTS13
apresentando guanina no lugar de citosina com uma freqiéncia de 10% na
populacdo americana e européia. A presenca deste polimorfismo esta associada a
uma diminuicdo de 86% na atividade enzimatica da ADAMTS13 ao clivar o fator
de von Willebrand. Este polimorfismo acarreta na troca do aminoacido prolina por
alanina e sua representacao € P618A.

- O polimorfismo da posicado 2699 do gene da ADAMTS13
apresentando tiamina no lugar de citosina com uma freqtiéncia entre 5% e 10%
na populagcdes americana e européia. A presenca deste polimorfismo esta
associada a uma diminuicao de 77% na atividade enzimatica da ADAMTS13 ao
clivar o fator de von Willebrand. Este polimorfismo acarreta na troca do
aminoacido alanina por valina e sua representacao é A900V.

A sequéncia do cDNA do gene da ADAMTS13 descrita esta cadastrada
no NCBI com o codigo de acesso AF414401 “®. Os genétipos do gene da
metaloprotease ADAMTS13 que nos propiciaram o estudo dos polimorfismos
C1342G, C1852G, C2699T foram determinados através de analise por enzima de
restricao alelo especifico.

Os programas abaixo foram utilizados para o desenho dos primers e
para a elaboracao dos ensaios por enzima de restricao alelo especifico:

- GeneFisher %, software livre desenvolvido na Universidade de
Bielefeld (Alemanha). Este programa permitiu a configuracdo dos primers e as

condicOes da Reacédo de Polimerase em Cadeia.
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- Dcaps **, software livre desenvolvido na Universidade de Washington
(EUA). Este programa foi utilizado também para a configuragdo dos primers e as
condicOes da reacao de Polimerase em Cadeia.

- Restrict ®°, software livre desenvolvido na Universidade de Cambridge
(Inglaterra). Este programa forneceu uma série de enzimas para que fossem
escolhidas as mais adequadas para a determinacdo dos fragmentos de DNA
contendo os alelos especificos dos polimorfismos C1342G, C1852G, C2699T.

- SNP detective , software livre desenvolvido na Universidade de Séo
Paulo (Brasil). Este programa utiliza como plataforma de dados os polimorfismos
inscritos no banco de dados de polimorfismos de Unico aminoacido do NCBI
(dbSNP / NCBI %) e permitiu o desenho dos primers, assim como as possiveis
enzimas de restricdo que foram utilizadas.

A partir dos dados obtidos com o uso destes softwares, obtivemos os
primers e enzimas a serem utilizados nos ensaios das reacdes alelo especifico,
conforme a descricdo abaixo das reacodes:

- Polimorfismo C1342G  (rs2301612) / (Q448E): os gendtipos

determinantes deste polimorfismo foram identificados através de reacédo de
polimerase em cadeia utilizando-se o0s seguintes primers oligonucleotideos
especificos:
- como primer sense: 5- TGTCACCCCAGTTTACAGA -3
- como primer antisense: 5- GGAGGGATAGTAGGCCAA -3

A reacdo de polimerase em cadeia foi realizada com os seguintes

parametros: uma etapa de desnaturagdo de 01 minutos a 94°C, seguida por um
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periodo de anealing de 29 ciclos a 92°C por 01 minuto, 63,4°C por 01 minuto, 72°
C por 01 minuto e 10 minutos de extensdo a 72°C. O produto de PCR desta
reacao apresentou 379 pares de base. Apos digestdo do DNA amplificado pela
enzima de restricdo Hpy188l alelo especifica os genétipos C ou G foram
identificados em gel agarose a 2,5% contendo 50 ug/ml de brometo de etidio.

- Polimorfismo C1852G  (rs28647808) / (P618A): os gendtipos

determinantes deste polimorfismo foram identificados através de reacédo de
polimerase em cadeia utilizando-se o0s seguintes primers oligonucleotideos
especificos:
- como primer sense: 5- GAGGAGGATGGGTGCTCAGC -3
- como primer antisense: 5- ACCATCCTCCAGGAGGGAGA -3

A reacdo de polimerase em cadeia foi realizada com os seguintes
parametros: uma etapa de desnaturagdo de 01 minutos a 94°C, seguida por um
periodo de anealing de 29 ciclos a 92°C por 01 minuto, 63,4°C por 01 minuto, 72°
C por 01 minuto e 10 minutos de extensdo a 72°C. O produto de PCR desta
reacao apresentou 138 pares de base. Apos digestdo do DNA amplificado pela
enzima de restricio HpyCh4lV alelo especifica os gendétipos C ou G foram
identificados em gel agarose a 3 % contendo 50 ug/ml de brometo de etidio.

- Polimorfismo  C2699T  (rs685523)/ (A900V): os gendtipos

determinantes deste polimorfismo foram identificados através de reacédo de
polimerase em cadeia utilizando-se o0s seguintes primers oligonucleotideos
especificos:

- como primer sense: 5- CGCCCGCAGGAGACGGAGCACGACCCTGTC -3
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- como primer antisense: 5- GCCACTTCCTGGTCTCTCTG -3

A reacdo de polimerase em cadeia foi realizada com os seguintes
parametros: uma etapa de desnaturagdo de 01 minutos a 94°C, seguida por um
periodo de anealing de 29 ciclos a 92°C por 01 minuto, 63,4°C por 01 minuto, 72°
C por 01 minuto e 10 minutos de extensdo a 72°C. O produto de PCR desta
reacao apresentou 223 pares de base. Apos digestdo do DNA amplificado pela
enzima de restricdo Hha | alelo especifica os genétipos C ou T foram identificados

em gel agarose a 2,5% contendo 50 ug/ml de brometo de etidio.

3.8 Analise Estatistica

Os dados dos pacientes estao representados e analisados conforme a
variavel: para as variaveis continuas, a analise foi feita através do célculo das
médias e desvios-padrdo e para as variaveis categéricas calcularam-se as
freqUéncias absolutas e relativas.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes foram
analisadas conforme a presencga das variantes genéticas haplotipicas H1 e H2 do
gene P2Y12 e os alelos dos polimorfismos C1342G, C1852G, C2699T do gene da
ADAMTS13.

As diferengas nestas caracteristicas clinicas foram analisadas através
do emprego do teste t de Student considerando-se as variaveis continuas e o teste
Qui-quadrado para as variaveis categéricas.

A relagao entre as variaveis caracteristicas dos pacientes e os eventos

morte, infarto do miocéardio, angina refrataria necessitando de revascularizacao e
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acidente vascular cerebral foi avaliada e quando necessario as variaveis foram
modeladas utilizando regressdao de Cox, com vista a determinacdo de risco
(Hazard Ratio).

O Equilibrio de Hardy-Weinberg e os desequilibrios de ligacao dos
polimorfismos estudados do gene da ADAMTS13 foram analisados utilizando-se o
programa Haploview 4.0 versao para Windows.

A associagao das variantes alélicas com os eventos foi testada através
do teste de Qui quadrado, sendo determinado para as variantes significativamente
associadas a razdo de chances e o intervalo de confianga desta associagdao. No
caso da associacao de uma variante com um evento, os efeitos das co-variaveis
foram estimados através de regressao linear pelo modelo de risco proporcional de
Cox, utilizando-se o programa HAPSTAT (Statiscal analysis of haplotype-disease
association) versao para Windows.

As curvas de sobrevida foram calculadas utilizando-se o método de
Kaplan-Meier e as diferengas entre as curvas foram testadas através do teste de
logaritmo de escores (log-rank).

As curvas de sobrevida relacionadas as combinagdes alélicas dos
polimorfismos C1342G, C1852G, C2699T e haplétipos da ADAMTS13 foram
obtidas utilizando-se o programa Hplus 2.5, versao para Windows.

O risco relativo e a razdo de chances foram considerados com 95% do

intervalo de confianga e o nivel de significancia para os testes foi de 5%.
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A analise estatistica foi realizada com a utilizacdo dos programas
Statistical Package for the Social Sciences 13.0 (SPSS) e StatView 5.0 (SAS

Institute) ambos em versao para Windows.



4. RESULTADOS
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4.1 Analise da populacao de pacientes do projeto MASS Il
4.1.1 Populacao projeto MASS I
Durante um periodo de 05 anos (maio de 1995 a maio de 2000), o
estudo MASS Il avaliou 20769 pacientes com diagndéstico clinico de cardiopatia
isquémica submetidos a cinecoronariografia no Instituto do Coragao do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Desta
populacdo original, 18693 pacientes (90%) refutaram a sua inclusdo ou nao
preencheram os critérios clinicos ou angiograficos determinados pelo estudo.
Os principais motivos para a exclusao dos pacientes avaliados foram o
comprometimento uniarterial, a presenca de angina refrataria, a concomitancia
de doenca valvular, a deteccdo de estenose coronariana abaixo de 70% € o
antecedente de intervencao coronariana prévia. Apos preencherem os critérios

pré-determinados, 2076 pacientes (10%) foram incluidos no estudo MASS II.
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A populacdo selecionada apresentava 1465 pacientes que néao
puderam ser submetidos a aleatorizacao por restricoes inerentes ao protocolo.

Os remanescentes 611 pacientes - 29% da populacado selecionada;
2,9% da populacdo avaliada - participaram do estudo MASS Il e,
aleatoriamente, foram distribuidos nos seguintes grupos:

- 203 pacientes (33%) para o tratamento de Revascularizagao Cirlrgica
do Miocardio;

- 205 pacientes (34%) para o tratamento de Angioplastia Coronariana
Transluminal;

- 203 pacientes (33%) para o Tratamento Clinico Medicamentoso.

As caracteristicas desta populagdo estudada e dos grupos

aleatorizados estao listadas na Tabela 4.1, a sequir:



Tabela 4.1: Caracteristicas da populagéo do projeto MASS II.

Caracteristicas Clinicas Laboratoriais Projeto Grupo Grupo Grupo Valor de
e Angiograficas MASS Il Tratamento Angioplastia Cirurgia Significancia (p)
Médico entre os grupos
(n=611) (n = 203) (n=205) (n =203) de tratamento
Variavel Clinica
Idade (anos) 59,7 £9 59,8 £9 59,6 8 59,6 +9 0,752
Sexo Masculino (%) 69 69 66,3 72,4 0,412
Fumantes (%) 33,9 36 30,7 35 0,495
Hipertensao (%) 59,7 55,2 61,3 62,6 0,268
Diabetes Melito (%) 31,1 36,9 27,3 29,1 0,08
Histdria de Infarto do Miocardio (%) 442 38,9 51,7 41,9 0,024
Angina Pectoris (%) 80,6 78 78 86 0,006
Indice de Massa Corporal 27 +4 27,04 27,5+4 26,7 +4 0,207
Variavel Laboratorial
Colesterol Total (mg/dl) 223 + 47 223 + 44 228 £ 50 218 £ 46 0,926
Colesterol LDL (mg/dl) 147 £ 42 148 £ 40 150 £44 143 £ 43 0,752
Colesterol HDL (mg/dl) 37+10 379 379 37+10 0,916
Triglicerideos (mg/dl) 193+ 116 196 + 120 201 £ 115 183+ 110 0,295
Variavel Angiografica
Biarteriais (%) 41,3 40,9 41,5 41,9 0,980
Triarteriais (%) 58,5 59,1 58,5 58,1 0,980
Fracéao de Ejegao 67,3 £8 68 +7 67 £8 67 £9 0,984
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4.1.2. Eventos nos pacientes do projeto MASS I

Durante o seguimento dos 611 pacientes do projeto MASS II, 92
pacientes (15%) morreram, sendo que 65 pacientes (10,6%) faleceram por
morte de causa cardiaca (infarto agudo do miocardio). No periodo de 05
anos do estudo MASS I, 122 pacientes (19,9%), independentemente do
grupo ao qual estavam alocados, necessitaram uma nova intervencdao (RCM
ou ATC), 70 pacientes (11,45%) apresentaram novos infartos agudos do
miocardio e 26 pacientes apresentaram acidentes vasculares cerebrais
(4,3%). A escolha da modalidade terapéutica nao apresentou diferenca
quanto aos eventos mortalidade, mortalidade de causa cardiaca, infarto
agudo do miocardio e acidente vascular cerebral. Estes dados estdo
apresentados na Tabela 4.2.

A Unica diferenca significativa observada entre os grupos de
tratamento ao longo destes 05 anos ocorreu na freqiiéncia de uma nova
intervencdo, sendo os pacientes alocados no tratamento cirdrgico aqueles
que apresentaram uma menor necessidade de intervengdes — TABELA 4.2.
No grupo clinico, 49 novas intervencbes (24,2%) ocorreram, sendo que 31
pacientes necessitaram de um procedimento cirargico e 18 pacientes foram
submetidos a angioplastia. No grupo submetido a ATC, por sua vez, 19
pacientes necessitaram de um procedimento cirargico e 47 pacientes foram
submetidos a nova angioplastia, totalizando 66 novas intervencoées (32,5%)
neste grupo. No grupo cirurgico 07 pacientes (3,5%) necessitaram uma nova
cirurgia de revascularizagdo do miocardio (dois pacientes) ou uma

angioplastia (cinco pacientes).



TABELA 4.2: Caracteristicas dos 611 pacientes do projeto MASS Il e dos respectivos grupos de tratamento

Eventos Projeto MASS Grupo Grupo Grupo Valor de
Il Tratamento Angioplastia Cirurgia Significancia (p)
Médico entre os grupos de
tratamento

MORTALIDADE 92 (15%) 33 (16,2%) 33(15,5%) 26(12,8%) 0,824

MORTE DE CAUSA CARDIACA 65 (10,6%) 25 (12,3%) 24 (11,7%) 16 (7,9%) 0,631

NECESSIDADE DE UMA NOVA 122 (19,9%) 49 (24,2%) 66 (32,5%) 07 (3,5%) 0,021
INTERVENCAO

INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO 70 (11,45%) 31 (15,3%) 23 (11.2%) 16 (8,3%) 0,785

ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL 26 (4,3%) 07 (3,4%) 07 (3,4%) 12 (5,9%) 0,359
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4.1.3 Sobrevida livre de morte
A sobrevida livre de morte dos 611 pacientes selecionados do
projeto MASS Il durante o periodo de 05 anos do estudo apresentou-se
semelhante entre os grupos submetidos aos diferentes tratamentos e n&o foi

constatado diferenca estatisticamente significativo, como observado na

FIGURA 4.1.
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FIGURA 4.1 — Sobrevida livre de morte entre os grupos de tratamento. RCM:
Revascularizacdo;  ATC:  Angioplastia; TM:  Tratamento  Clinico
Medicamentoso.
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4.1.4 Sobrevida livre de eventos
Os pacientes do grupo tratamento médico apresentaram 89 eventos
(43%), enquanto os pacientes do grupo angioplastia apresentaram 113
eventos (55%) e os do grupo cirdrgico apresentaram 30 eventos (15%). A
sobrevida livre de eventos apresenta uma diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,0026), para a combinacdo de mortalidade
geral, mortalidade por causa cardiaca ou angina refrataria necessitando uma

nova intervengao (FIGURA 4.2).
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FIGURA 4.2 - Probabilidade de Sobrevivéncia livre de eventos combinados.
RCM: Revascularizacao Cirurgica ; ATC: Angioplastia; TM: Tratamento
Clinico.
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4.2 Haplétipos H1 e H2 do receptor plaquetario P2Y12 nos pacientes do
projeto MASS IlI.
4.2.1 Distribuicao dos haplotipos H1 e H2

A genotipagem para os haplétipos H1 e H2 dos pacientes do projeto
MASS Il foi realizada em 540 pacientes. Circunstancias técnicas — amostra
inadequada ou incertezas na averiguagdo do resultado obtido no gel de
agarose — acarretaram na exclusdo de 71 pacientes da andlise da
genotipagem.

Através do ensaio de genotipagem foi possivel identificar a presenca
do haplétipo H2 e estimar a freqiéncia dos haplétipos H1. A presenca ou
auséncia dos alelos constituintes do haplétipo H2 possibilitou a divisdo dos
pacientes em 03 grupos: H1/H1, H1/H2, H2/H2.

A freqliéncia do haplétipo H1 encontrada foi de 86,9% e a freqiiéncia
do Haplétipo H2 foi de 13,5%.

A distribuicdo dos haplétipos H1 e H2 encontrada na populagéo do
projeto MASS Il esté4 descrita abaixo:

- 410 pacientes (75,9%) apresentavam os haplétipos H1/H1.
- 119 pacientes (22%) apresentavam os haplétipos H1/H2.

- 11 pacientes (02%) apresentavam os haplétipos H2/H2.
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4.2.2 Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com os
haplétipos H1 e H2

Para avaliar o impacto do haplétipo H2 na populacado dos pacientes
do projeto MASS Il e em razdo do numero reduzido de pacientes H2/H2, os
pacientes H1/H2 e H2/H2 foram avaliados em um mesmo grupo.

A distribuicdo dos haplétipos H1/H1 e H1/H2 + H2/H2 em relacdo as
caracteristicas clinicas, laboratoriais e do tipo de tratamento dos pacientes do
projeto MASS Il encontram-se listadas na Tabela 4.3.

Em relagdo a distribuicdo das caracteristicas clinicas e laboratoriais
nao foi observado diferenca estatisticamente significativo entre os pacientes
portadores dos haplétipos H1 e H2, exceto para o valor de triglicerideos, que
estava aumentado nos pacientes portadores do haplétipo H2 (p=0,02).

No grupo de pacientes portadores do haplétipo H2, também
observamos o Indice de Massa Corpérea em valor acima daquele observado
no grupo de pacientes portadores do haplétipo H1; este dado, apesar de nao

ser estatisticamente significativo (p=0,06), pode indicar uma tendéncia.



TABELA 4.3: Caracteristicas da populagao MASS Il (Haplo6tipos H1 e H2)

Caracteristicas Clinicas H1/H1 H1/H2 + H2/H2 Valor de Significancia
Laboratoriais (P)
e grupo de Tratamento
Numero de Pacientes 410 130
Idade (anos) 60+9 59 +10 0,21
Sexo Masculino (%) 68,5 70 0,83
Fumantes (%) 31 33,1 0,89
Hipertenséo (%) 60,7 53,1 0,13
Diabetes Melito (%) 31 31,5 0,90
Indice de Massa Corpérea 27,0+ 41 27,8t4,4 0,06
Histdria de Infarto do Miocardio (%) 24.5 23,7 0,83
Angina Pectoris (%) 87 90,8 0,25
Colesterol Total (mg/dl) 221,144 1 224,9 £ 52,7 0,42
Colesterol LDL (mg/dl) 147,5+ 37,7 147,9 + 452 0,91
Colesterol HDL (mg/dl) 37 £10,7 36,2+9,8 0,16
Triglicerideos (mg/dl) 185,3 £ 109,7 211,9+ 1336 0,02
Tratamento Clinico Medicamentoso (%) 32,2 36,9 0,10
Revascularizagdo Cirurgica do Miocardio (%) 36,4 26,2 0,10
Angioplastia (%) 31,5 36,9 0,10




Resultados 58

4.2.3 Genotipos H1 e H2 e eventos na populacao MASS I
4.2.3.1 Incidéncia dos eventos - Haplotipos H1 e H2.

No periodo do estudo do projeto MASS I, a incidéncia dos eventos
morte, infarto agudo do miocardio, necessidade de nova intervengcdo e
acidente vascular cerebral ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos de pacientes com os haplétipos H1 e H2 (Tabela
4.4).

O grupo de 11 pacientes que possuiam somente os alelos do
haplétipo H2 (H2/H2) apresentou 01 paciente que faleceu, 01 paciente onde
foi diagnosticado um novo infarto agudo do miocardio e 01 paciente com
acidente vascular cerebral no periodo do estudo. Trés pacientes neste grupo

necessitaram uma nova interveng¢ao coronariana (RM ou ATC).

Tabela 4.4: Incidéncia de Eventos (Haplétipos H1 e H2)

Eventos H1/H1 H1/H2 + H2/H2 P
Morte (76) 61(14,9%) 15(11,5%) 0,34
Infarto do Miocardio (42) 34 (8,3%) 08 (6,2%) 0,428
Nova Intervencao (148) 107 (26,1%) 41 (31,5%) 0,226

Acidente Vascular Cerebral (21) 18(4,4%) 3 (2,3%) 0,285
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4.2.3.2 Sobrevida livre de morte - Haplotipos H1 e H2.
Durante o periodo de 05 anos do estudo MASS I, a sobrevida livre
de morte dos pacientes com os haplétipos H1 e H2 apresentou-se semelhante

e nao foi constatado diferenca estatisticamente significativo, como observado

na FIGURA 4.3.
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FIGURA 4.3 Sobrevida livre de Morte entre os pacientes com os haplétipos H1 e
H2.
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4.2.3.3 Sobrevida livre de eventos nos portadores dos haplétipos
H1 e H2.

A sobrevida livre dos eventos infarto agudo do miocardio, angina
refrataria requerendo uma nova intervengao coronariana e acidente vascular
cerebral ndao apresenta diferenga estatisticamente significativo entre os
pacientes do projeto MASS Il que possuem os haplétipos H1 e H2.

A sobrevida livre dos eventos combinados mortalidade de causa
cardiaca, infarto agudo do miocardio e angina refrataria necessitando nova
intervencdo coronariana nao apresenta diferenca estatisticamente
significativo entre os pacientes que possuem os haplétipos H1 e H2, como
observado na FIGURA 4.4.

A sobrevida livre dos eventos combinados mortalidade de causa
cardiaca, infarto agudo do miocardio e angina refrataria necessitando nova
intervencao coronariana nao apresenta diferenca estatisticamente significativo
entre os pacientes que possuem os haplétipos H1 e H2 quando avaliamos o
procedimento escolhido para tratamento — tratamento clinico, angioplastia
transluminal coronariana ou revascularizagéo cirdrgica do miocardio - FIGURA

4.5a4.7.
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FIGURA 4.4 Probabilidade de Sobrevivéncia livre de eventos combinados

nos pacientes com os haplétipos H1 e H2.
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FIGURA 4.5 Probabilidade de Sobrevivéncia livre de eventos combinados
nos pacientes com os haplétipos H1 ou H2 no grupo tratamento clinico.
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FIGURA 4.6 Probabilidade de Sobrevivéncia livre de eventos combinados nos

pacientes com os haplétipos H1 ou H2 do grupo tratamento angioplastia transluminal
percutanea
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FIGURA 4.7 Probabilidade de Sobrevivéncia livre de eventos combinados

nos pacientes com os haplétipos H1 ou H2 do grupo tratamento
revascularizagao cirargica do miocardio
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4.2.4 Resumo dos resultados - Haploétipos H1 e H2 na populacao
MASS Il

A analise dos Haplétipos H1 e H2 na populacao do projeto MASS I
apresentou os seguintes resultados relevantes:

A frequéncia dos haplétipos na populacdo estudada mostrou-se
semelhante aquela descrita em outras populagdes.

Nao houve associagcdo entre a presengca de H1/H1, H1/H2, H2/H2
com hipertensdo, diabetes melito, fumo, infarto prévio, indice de massa
corporea e colesterol (Total, LDL, HDL) nos pacientes selecionados no
projeto MASS II.

Houve uma associacao estatisticamente significativa entre um maior
valor de triglicerideos séricos e a presenca do haplétipo H2, quando
comparado com o haplétipo H1.

Nao houve associacado entre a presenca de H1/H1, H1/H2, H2/H2
com o numero de eventos.

Nao houve associagdo entre a presenca de H1/H1, H1/H2, H2/H2
com os eventos Morte, Infarto Agudo do Miocardio, Angina refrataria
necessitando nova Intervencéo Coronariana e Acidente Vascular Cerebral.

A presenca dos haplétipos H1 ou H2 néo influenciou a sobrevida livre
de morte dos pacientes do projeto MASS II.

A presenca dos haplétipos H1 ou H2 nao influenciou a sobrevida livre
de eventos combinados nos pacientes do projeto MASS I, mesmo

considerando-se o grupo de tratamento do paciente.
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4.3 Variantes genéticas C1342G(Q448E), C1852G(P618A),
C2699T(A900V) da metaloprotease ADAMTS13 nos pacientes do projeto

MASS Il.

4.3.1 Distribuicao das variantes genéticas C1342G(Q448E),
C1852G(P618A) e C2699T (A900V).

A genotipagem das variantes genéticas C1342G(Q448E),
C1852G(P618A), C2699T(A900V) dos pacientes do projeto MASS |l
apresenta os seguintes resultados:

- C1342G (Q448E):

A genotipagem foi realizada em 463 pacientes, observando-se 221 pacientes
com gendtipo CC (47,7%), 190 pacientes com genétipo CG (41 %) e 52
pacientes com gendtipo GG (11,2%). Na populacédo genotipada, a freqtiéncia
do alelo C é de 68,2%, enquanto a freqtiéncia do alelo G é de 31,7%.

- C1852G (P618A):

A genotipagem foi realizada em 560 pacientes, observando-se 508 pacientes
com gendtipo CC (90,7%), 51 pacientes com genétipo CG (9,1%) e 01
paciente com genétipo GG (0,2%). Na populagédo genotipada, a freqiiéncia do
alelo C é de 95%, enquanto a freqiiéncia do alelo G é de 4,7%.

- C2699T(A900V):

A genotipagem foi realizada em 559 pacientes, observando-se 464 pacientes
com gendtipo CC (83%), 89 pacientes com genétipo CT (15,9%) e 06
pacientes com genétipo TT (1,07%). Na populacédo genotipada, a freqiiéncia

do alelo C é de 90,3%, enquanto a freqiiéncia do alelo T é de 9,2 %.
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4.3.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg e Desequilibrio de Ligacao
Na andlise das variantes C1342G, C1852G e C2699T observamos
que esta populagdo encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, conforme

os valores na tabela 4.5:

TABELA 4.5: Equilibrio de Hardy-Weinberg (eHW) - C1342G,
C1852G e C2699T.

Polimorfismo Heterozigosidade Heterozigosidade Valorde p Alelo Freq. do
Observada Prevista (eHW) Menor Alelo
Menor
C1342G (Q448E) 0,41 0,434 0,2658 G 31,8%
C1852G (P618A) 0,091 0,09 1,0 G 47%
C2699T (A900V) 0,159 0,168 0,3573 T 92%

A andlise através de combinacdo em duplas variantes alélicas (pairwise)
evidenciou que as variantes C1342G e C1852G estdo em desequilibrio de
ligagédo constituindo um haplétipo (FIGURA 4.7).

Através desta analise encontramos o escore LOD (logaritmo na base 10
para chance de recombinagcdo homdéloga) de 9,91 e o D’ (coeficiente de
desequilibrio de ligacdao quando dividido pelo seu maior valor) de 0,811

(TABELA 4.6)
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TABELA 4.6: Escore LOD e coeficiente D’ para os polimorfismos da

ADAMTS13.

Combinacao de

Polimorfismos

D’

LOD r

C1342G(Q448E)
C1852G(P618A)
C1342G(Q448E)
C2699T(P618A)
C1852G(P618A)

C2699T(A900V)

0,811

0,448

0,09

9,91 0,075

0,42 0,01

0,42 0,004

Q448E

PG1BA

Block 1 (0 ki)
1

2

AS00Y

[}

Figura 4. 8 — Analise de dupla combinagao Alélica das variantes génicas da
ADAMTS13. Os polimorfismos C1342G (Q448E) e C1852G (P618A)

constituem um haplétipo.
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As combinacdes alélicas que constituem este haploétipo apresentam
as seguintes frequéncias: CC - 67,8% ; GC - 27,5%; GG - 4,2%.
Considerando-se o0 haplétipo formado pelos polimorfismos
C1342G(Q448E) e C1852G(P618A) e todas as possiveis combinacdes com
os alelos do polimorfismo C2699T(A900V), as principais combinacdes
alélicas mais frequentes nesta populagéo séo (FIGURA 4.9):
-CCC — 62,5 %
-GCC — 24,8 %
-CCT - 07,1 %

-GGC — 03,4 %

Haplotypes

0.625598

C

0.248134

0.071622

0.034975

0.008669

0.007485

1 08 06 0‘.4 02 0 1
Frequency SNP Locus

FIGURA 4.9: Frequéncia das combinagdes alélicas formadas pelas variantes
alélicas dos polimorfismos da ADAMTS13.
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4.3.3 Caracteristicas dos pacientes em relacao as variantes
genéticas C1342G(Q448E), C1852G(P618A) e C2699T (A900V).
A distribuicdo das variantes genéticas C1342G(Q448E), C1852G(P618A),
C2699T(A900V) em relacao as caracteristicas clinicas, laboratoriais e do tipo
de tratamento dos pacientes do projeto MASS Il encontra-se listada na tabela
4.7.
Para avaliar o impacto dos alelos G do polimorfismo C1852G e do alelo T do
polimorfismo C2699T e em razdo do numero reduzido dos seus respectivos
gendtipos homozigotos, os pacientes com estes alelos foram agrupados nos
genotipos 1852 CG + GG e 2699 CT + TT.
Nao houve associacdo entre as variantes C1342G(Q448E), C1852G(P618A)
da ADAMTS13 e as caracteristicas clinicas, laboratoriais e do tipo do
tratamento dos pacientes do projeto MASS II.
Em relagédo a variante C2699T(A900V), também ndo se encontrou associacao
com as principais caracteristicas clinicas e laboratoriais, exceto para o valor
de colesterol total que se encontra em valores significativamente menores na

presenca do alelo T (p=0,02).



TABELA 4.7. Caracteristicas dos pacientes (MASS 1l) em relagdo aos polimorfismos C1342G, C1852G e C2699T.

C1342G (Q448E) C1852G (P618A) C2699T (A900V)
cc CG GG p cc CG+GG p cc CT+TT p
Numero de pacientes 221 190 52 508 52 464 95
Idade (anos) 59 60 59 0,83 59 60 0,37 59,9 57,9 0,51
Sexo Masculino (%) 67,9 68,9 67,31 0,81 68 73 0,34 68% 71,6 0,498
Fumantes (%) 32,1 33,2 40,38 0,69 33,7 28,8 0,45 33,7 30,5 0,550
Hipertensao (%) 57 57,9 69,2 0,14 58,4 61,5 0,22 57,9 62,1 0,447
Diabetes Melito (%) 29 28,4 40,4 0,26 34,6 36,5 0,54 39,7 33,7 0,270
indice de Massa 27+ 4 26+4 26+ 4 0,42 27+ 4 26+ 4 0,67 27 +4 27+ 4 0,964
Corpérea
Histéria de Infarto do 43,4 46,3 51,9 0,42 44,4 53,8 0,09 45,6 44,2 0,808
Miocardio (%)
Colesterol Total (mg/dl) 224 + 40 217 £ 55 209 +456 0,07 222+ 46 227 + 64 0,50 225 +46 209 + 50 0,02
Colesterol LDL (mg/dl) 150 + 39 149 + 42 131 £49,6 0,91 147+ 41 141 £ 57 0,34 149 £ 43 136 £ 43 0,07
Colesterol HDL (mg/dl) 37+9 36 +10 38+10,3 0,35 37+10 38+ 11 0,62 37+£10 3610 0,415
Triglicerideos (mg/dl) 192+ 114 197 £ 109 185 + 158 0,80 190 £ 110 210+ 155 0,23 200 + 149 190 £ 108 0,447
Clinico (%) 33,9 31,1 26,9 33,5 34,6 31,9 35,8
Cirurgia (%) 35,7 31,6 34,6 0,56 33,5 36,5 0,92 33,8 33,7 0,834

Angioplastia (%) 30,3 37,4 38,5 32,9 28,8 34,1 30,5
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4.3.4. Eventos associados com os alelos dos polimorfismos
C1342G(Q448E), C1852G(P618A), C2699T(A900V).

Na andlise das variantes génicas da ADAMTS13 nos pacientes do
ensaio clinico MASS Il, determinou-se as frequéncias dos alelos nos casos e
controles para determinado evento e um teste de Qui Quadrado (X?) foi
realizado assim como o valor de significancia (p).

Na andlise da populagdo do projeto MASS Il ndo houve a
associagao dos alelos C ou G do polimorfismo C1342G(Q448E) e C ou G do
polimorfismo C1852G(P618A) com os eventos morte, morte de causa
cardiovascular, infarto agudo do miocardio, necessidade de novo
procedimento (Revascularizagdo do Miocardio ou Angioplastia) e AVC
ocorridos no periodo de seguimento deste ensaio clinico.

Na andlise dos alelos C e T do polimorfismo C2699T(A900V) com
estes mesmos eventos, encontramos associacao significativa somente do
alelo 2699T (A900) com morte (p=0,048) e morte de causa cardiovascular
(p=0,0038) e nao houve associacao estatisticamente significativo destes

alelos com os demais eventos selecionados (TABELA 4.8).



TABELA 4.8: Eventos e a associagdao com os polimorfismos C1348G, C1852G e C2699T.

Evento Polimorfismo ALELO Freqiliéncia Freqliéncia X* Valor de p
ASSOCIADO Casos Controles

C1348G(Q448E) C 0,718 0,676 1,002 0,3168
MORTE C1852G (P618A) C 0,968 0,950 0,956 0,3283
C2699T(A900V) T 0,135 0,085 3,877 0,0489
MORTE C1348G(Q448E) C 0,750 0,675 2,26 0,1328
CARDIOVASCULAR C1852G(P618A) C 0,962 0,951 0,246 0,6196
C2699T(A900V) T 0,170 0,084 8,401 0,0038
INFARTO C1348G(Q448E) C 0,775 0,674 3.463 0.0627
AGUD? C1852G(P618A) C 0,955 0,952 0,0090 0.9254
bo MiocARDIo C2699T(A900V) C 0,920 0,907 0.185 0.6668
REVASCULARIZACAO C1348G(Q448E) G 0,658 0,684 0.229 0.5325
bo C1852G(P618A) C 0,910 0,955 2,17 0.1407
MiocARDIO C2699T(A900V) T 0,068 0,094 0,663 0.4155
C1348G(Q448E) G 0,274 0,322 0.987 0.4291
ANGIOPLASTIA C1852G(P618A) G 0,054 0,046 0,166 0,6841
C2699T(A900V) C 0,101 0,092 0.148 0.7002
ACIDENTE C1348G(Q448E) G 0,264 0,319 0.460 0.4979
VASCULAR C1852G(P618A) G 0,045 0,047 0,0040 0,9483
CEREBRAL C2699T(A900V) T 0,090 0,092 0.0010 0.9742
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Em decorréncia da significancia estatistica dos eventos morte e

morte por causa cardiovascular associado ao alelo T do polimorfismo

C2699T, para estes eventos foram calculados o valor da Razdo de Chances

(Odds Ratio: OR) e o respectivo intervalo de confianga de 95% (95%IC) .

A presenca do alelo T2699 aumentou o risco de morte em 67% em

relagdo ao risco inicial desta populagéo para este evento (OR: 1, 67; 95%IC:

1-2,78). Este alelo — T2699 - também aumentou o risco de morte por causa

cardiovascular (infarto agudo do miocardio) em 123% em relagdo ao risco

inicial desta populagéo (OR: 2,23; 95%IC:1,2-3,94). (TABELA 4.9).

TABELA 4.9: Analise da variante 2699T (900V) com eventos morte e morte

cardiovascular (projeto MASS 1I).

Evento Variante Numero de alelos T/ Numero de alelos T/ Odds Intervalo de

Génica Numero de alelos C Numero de alelos C  Ratio Confianca
(Casos)
(Controles)

MORTE 2699T 21/135 82/ 878 1,67 1,0- 2,78
(900V)

MORTE 2699T 18/ 88 85/ 925 2,23 1,2- 3,94

CARDIO- (900V)

VASCULAR

Com o intuito de complementar a analise da associacao entre o alelo

T e os eventos morte e morte de causa cardiaca na populacdo do MASS Il

levando em conta as principais covariaveis ambientais realizamos a analise

desta variante pelo modelo de regressao logistica (Tabela 4.10). Neste
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modelo observamos que apesar de nao haver diferenga entre os grupos que
possuiam as variantes C2699 e T2699 e as co-variaveis diabetes melito e
idade (TABELA 4. 10), estas co-variaveis estdo associadas a presenca deste
alelo para o evento morte por causa cardiaca (p=0,023 e p=0,002,
respectivamente).

Tabela 4.10: Andlise da variante T2699 (Val900) em relacdo aos eventos

morte e morte de causa cardiaca e co-variaveis.

Evento Estimate Erro Estatistica Valor
Padrao Valor de Z de
(variante T2669) p
Morte 0,5102 0,2615 1,9513 0,051
ldade  0,5102 0,2615 1,9513 0,004
sexo -0,2327 0,2529 -0,9200 0,357
diabetes  -0,4331 0,2390 -1,8122 0,070
Hipertrigliceridemia  0,1046 0,0837 1,2493 0,211
Hipercolesterolemia  0,0011 0,0026 0,4211 0,673
Infarto prévio  -0,6522 0,2343 -2,7837 0,054
Fumo  -0,3709 0,2585 -0,6660 0,505
Morte Cardiaca 0,8002 0,2824 2,8332 0,005
Idade 0,066 0,0160 4,1333 0,002
sexo -0,0837 0,3035 -0,2759 0,782
diabetes  -0,6238 0,2753 -2,2662 0,023
Hipertrigliceridemia  -0,4862 0,3001 -16203 0,105
Hipercolesterolemia  0,0012 0,0030 0,3842 0,700
Infarto prévio  -0,4949 0,2695 -1,8367 0,066
Fumo  -0,4862 0,3001 -1,6203 0,105

A analise da sobrevida livre de morte e morte cardiovascular dos
gendtipos CC, CT e TT do polimorfismo A900V foi entdo estimada através
do método de Kaplan Meyer.

A sobrevida livre de morte dos gendtipos do polimorfismo C2699T

(A900V) apresentou um valor ndo significativo estatisticamente (p = 0,055),
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apesar de indicar uma possivel tendéncia do genétipo TT estar associado

com uma menor sobrevida (FIGURA 4.10).

ADAMTS
. C2699T
o _— (A900V)
0,8=

™

2 064

2

=)

w0

£ 04-

Q
0,2

p=0,055
0,0=
I | I I | I I
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 =0,00 60,00
temp Obito

Figura 4.10: Curva de sobrevida livre de 6bito demonstrando a probabilidade
de sobrevida entre os genétipos CC, CT e TT do polimorfismo A900V da
ADAMTS13 na populagdo MASS II.

Na analise morte por causa cardiovascular ocorreu significancia

estatistica entre os genétipos TT, CT e CC (p=0,003) (FIGURA 4.11). Ao

agruparmos 0s genétipos que possuiam o alelo T, houve uma diminui¢do da
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significancia estatistica para uma menor probabilidade de sobrevida aos

portadores do alelo T (p=0,054). (FIGURA 4. 12).

ADAMTS
C2699T
107 e (A900V)
2 L
— cC
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2 06
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W
E 04
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02
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0,0+
I I I I | I I
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

temp Obito

Figura 4.11: Curvas de Sobrevida livre de 6bito por causa cardiovascular

entre os genotipos do polimorfismo A900V da ADAMTS13 na populagéao
MASS II.
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Figura 4.12: Curvas de Sobrevida livre de 6bito por causa cardiovascular
entre os gen6tipos CC e CT+TT do polimorfismo A900V da ADAMTS13 na
populagédo MASS II.

4.3.5. Analise dos eventos associados com o haplétipos dos
polimorfismos C1342G e C1852G.

Na analise da populagdo do projeto MASS Il a associagdo dos
haplétipos formados pelos polimorfismos C1342G e C1852G com os eventos
morte, morte de causa cardiovascular, infarto agudo do miocardio,
necessidade de novo procedimento (Revascularizacdo do Miocardio ou

Angioplastia) e acidente vascular cerebral ocorridos no periodo de
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seguimento deste ensaio clinico ndo apresentou valor estatisticamente
significativo para nenhum destes eventos. (TABELA 4.11).

Na analise dos haplétipos formado pelos polimorfismos
C1342G(Q448E) e C1852G(P618A) da ADAMTS13 nos pacientes do ensaio
clinico MASS I, determinou-se as frequéncias destes haplétipos nos casos e
controles para determinado evento e um teste de Qui Quadrado (X3 foi

realizado assim como o valor de significancia (p).



TABELA 4.11: Analise dos haplétipos formados pelos polimorfismos Q448E e P618A com eventos no projeto MASS II.

Evento Haplétipo Freqiiéncia Freqiiéncia X Valor de p
Casos Controles
cC 0,283 0,328 1.259 02618
MORTE GC 0,251 0,278 0,497 0,481
GG 0,030 0,043 0,507 0,4766
MORTE cc 0,255 0,329 2414 0,1202
CARDIOVASCULAR GC 0,217 0,280 1,923 0,1655
GG 0,035 0,042 0,085 0,7707
INFARTO cc 0,232 0,329 3.464 0.0627
AGUDO GC 0,187 0,282 3.613 0.0573
DO MIOCARDIO
GG 0,043 0,041 0.005 0.9462
REVASCULARIZACAO cc 0,352 0,319 0.379 0.5381
bo GC 0,272 0,275 0.003 0.9571
MIOCARDIO
GG 0,065 0,039 1.395 0.2376
cc 0,708 0,674 0,625 0,4291
ANGIOPLASTIA ac 0,237 0,280 1,036 0,3088
GG 0,045 0,041 0,044 0,834
ACIDENTE cc 0,706 0,677 0,167 0,6828
VASCULAR ac 0,249 0,276 0,156 0,693
CEREBRAL
GG 0,021 0,042 0,464 0,496
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4.3.6. Analise dos eventos associados com as combinacoes alélicas dos
polimorfismos C1342G(Q448E), C1852G(P618A) e C2699T(A900V).

Na analise da populacao do projeto MASS II, a combinacéao alélica
obtida pelo haplétipo formado pelas variantes 1342C e 1852C e a variante
2699T apresenta uma associacdo estatisticamente significativo com os
eventos morte (p= 0,0082) e morte de causa cardiovascular (p=0,003). Nesta
populacdo, ndo ha uma associa¢ao detectada entre as demais combinagdes
alélicas mais frequentes dos  polimorfismos  C1342G(Q448E),
C1852G(P618A) e C2699T(A900V) com os eventos morte, morte de causa
cardiovascular, infarto agudo do miocardio, necessidade de novo
procedimento (Revascularizagdo do Miocardio ou Angioplastia) e AVC
ocorridos no periodo de seguimento deste ensaio clinico. (TABELA 4.12).

Em decorréncia da significaAncia estatistica dos eventos morte e
morte por causa cardiovascular associado a combinagao alélica CCT dos
polimorfismos da ADAMTS13 estudados ma populagdo do MASS Il para
estes eventos foram calculados o valor da Razdo de Chances (OR) e o
respectivo intervalo de confianga de 95% (95%IC).

A combinacao alélica CCT aumentou o risco de morte em 67% em
relacdo ao risco inicial desta populagéo para este evento (OR: 1, 67; 95%IC:
1-2,78) e aumentou o risco de morte por causa cardiovascular (infarto agudo
do miocardio) em 100% (OR: 2,085; 95% IC: 1,256 — 3,458) (TABELA 4.13).
Estes valores sdo semelhantes aos obtidos na analise somente com o alelo

T (TABELA 4.9).



TABELA 4.12: Associacdo das combinagdes alélicas dos polimorfismos Q448E, P618A e A900V com eventos no projeto MASS I

Evento Combinacao Freqiiéncia Freqiiéncia X: Valor de p
Alélica Casos Controles

CCC 0,587 0,602 0,13 0,718
MORTE GCC 0,247 0,272 0,427 0,513
CcCT 0,131 0,069 6,999 0,008
MORTE CCC 0,580 0,602 0,197 0,657
CARDIOVASCULAR GCC 0,213 0,274 1,833 0,175
CCT 0,167 0,069 12,89 0,003
INFARTO CCC 0,696 0,592 3,679 0,055
AGUDO GCC 0,186 0,275 3,261 0,071
DO MIOCARDIO CCT 0,071 0,079 0,058 0,809
REVASCULARIZACAO CCC 0,601 0,586 0,78 0,780
Do GCC 0,268 0,274 0,015 0,902
MIOCARDIO CCT 0,079 0,061 0,389 0,533
CcC 0,615 0,598 0,132 0,716
ANGIOPLASTIA GCC 0,229 0,273 1,121 0,289
CCT 0,095 0,076 0,576 0,448
ACIDENTE CCC 0,640 0,598 0,31 0,577
VASCULAR GCC 0,238 0,269 0,211 0,646
CEREBRAL CCT 0,073 0,078 0,017 0,895
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TABELA 4.13: Analise da combinagédo alélica CCT dos polimorfismos da
ADAMTS13 com os eventos morte e morte cardiovascular no projeto MASS II.

Evento Combinacao Casos/ Controles/ Odds Intervalo de
Alélica Total Total Ratio Confianca
MORTE CCT 20 67 1,675 1,039 — 2,640
(156) (964)
MORTE CCT 18 69 2,085 1,256 — 3,458
CARDIO- (106) (1012)
VASCULAR

4.3.7. Analise da sobrevida livre dos eventos morte e morte de causa
cardiovascular para os portadores da combinacao alélica C1342, C1852
e T2699.

Os pacientes do projeto MASS Il que apresentam a combinagao
alélica CCT constituem 07,1% do total de pacientes deste projeto. A sobrevida
livre de morte e morte de causa cardiovascular deste grupo de pacientes com
a combinagdo alélica CCT nado apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relagdo aos pacientes portadores das demais combinacdes
alélicas da ADAMTS13 frequientes nesta populacdo (p=0,845 e p=0,245,
respectivamente para morte e morte de causa cardiovascular), (Figura 4.13 e
Figura 4.14), (Tabela 4.14).

Ao analisarmos a sobrevida livre de eventos combinados - morte

cardiovascular, infarto agudo do miocardio e necessidade de novo
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procedimento intervencionista — observamos que a presenca da combinagao
alélica CCT nao apresentou diferenga estatisticamente significativa da
sobrevida livre de eventos combinados das demais combinacdes alélicas dos
polimorfismos da ADAMTS13 estudados na populacdo do projeto MASS II.
(p=0,857). (Figura 4.15) (Tabela 4.14).

TABELA 4.14: Eventos morte, morte de causa cardiaca e eventos associados
com a combinagao alélica CCT e demais co-variaveis.

Evento Erro Determinacao Intervalo Escore Z Valor
Padrao de Riscos De de
(Hazard Ratio) Confianca p
Morte 3,811 2,11 0,00 — 36,93 0,20 0,845
sexo 0,760 0,89 0,2-3,97 -0,15 0,8828
diabetes (0,778 0,53 0,12-2,45 -0,81 0,4188
Hipertrigliceridemia 0,634 0,60 0,17 -2,08 -0,80 0,4232
Hipercolesterolemia 0,003 1,00 1,00-1,00  -0,06 0,9505
Fumo (0,852 0,70 0,13-3,73 -0,41 0,6785
Morte Cardiaca 0,887 2,80 0,49-1594 1,16 0,245
sexo 0,401 1,05 0,46 — 2,40 0,10 0,9166
diabetes (0,401 0,39 0,18-0,86 -2,33 0,0197
Hipertrigliceridemia 0,002 1,00 1,00 -1,00 -0,05 0,9638
Hipercolesterolemia 0,004 1,00 0,99 — 1,01 0,39 0,6952
Fumo 0,341 0,66 0,34 -1,28 -1,24 0,2149
Combinados 1,620 1,34 0,06-32,06 0,18 0,857
sexo 0,190 1,00 0,69-1,44  -0,03 0,9790
diabetes (0,217 0,66 0,43 -1,01 -1,92 0,0551
Hipertrigliceridemia 0,225 1,11 0,71-1,73 0,46 0,6428
Hipercolesterolemia (0,002 1,00 1,00 - 1,01 0,37 0,7166

Fumo 0,199 0,82 0,55-1,20 -1,03 0,3053
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Figura 4.13 Curva de sobrevida livre de morte para as combinacdes alélicas dos
polimorfismos C1342G, C1852G e C2699T.



Resultados 86

o
j<=g
o

Survival Probability

o
©

0.88

086 | | | | |
TObit

OBITO CARDIOVASCULAR

Figura 4.14 Curva de sobrevida livre de morte por causa cardiovascular para as
combinagdes alélicas dos polimorfismos C1342G, C1852G e C2699T.
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Figura 4.15 Curva de sobrevida livre de eventos combinados para as
combinagdes alélicas dos polimorfismos C1342G, C1852G e C2699T.
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4.3.8. Resumo dos resultados dos polimorfismos C1342G(Q448E),
C1852G(P618A), C2699T(A900V) na populacao MASS Ii

A andlise dos C1342G(Q448E), C1852G(P618A), C2699T(A900V) na
populacao do projeto MASS Il apresentou os seguintes resultados relevantes:

. A frequéncia dos polimorfismos na populacdo estudada mostrou-se
semelhante a da em outras populagdes, principalmente caucasiana.

. Os polimorfismos C1342G e C1852G estdo em desequilibrio de
ligagao e constituem um haplétipo no gene da ADAMTS13.

. Ocorreu associacao entre o alelo T do polimorfismo C2699T e o risco
de morte e morte por causa cardiovascular e a razao de chances desta
associagdao mostrou um aumento do risco em 67% para o evento morte e em
123% para o evento morte por causa cardiovascular.

. Na andlise com as covariaveis, o alelo T2699 manteve sua
associagao para morte de causa cardiovascular, porém a idade e o diabetes
melito também estdo associados com este evento na presenga deste alelo.

. A analise da sobrevida livre de morte por causa cardiovascular dos
gendtipos CC, CT e TT do polimorfismo C2699T apresentou uma probabilidade
de sobrevida livre deste evento menor para os pacientes que possuiam 0
gendtipo TT (p=0,03). Apesar de ndo haver uma diferenca estatisticamente
significativa na sobrevida livre de 6bito e 6bito de causa cardiovascular para os
portadores do alelo T, os valores de significancia obtidos sugerem uma

possivel tendéncia na diminuicao da sobrevida destes pacientes (p=0,054).
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. Os haplétipos formados pela combinacao dos polimorfismos C1342G
e C1852G nao estdo associados com o0s eventos morte, morte de causa
cardiovascular, necessidade de intervencdo coronariana e acidente vascular
cerebral.

. A combinacdo alélica CCT obtida das variantes C1342, C1852 e
T2699, apresenta uma associacao estatisticamente significativa para os
eventos morte e morte por causa cardiovascular, refletindo a presenca do alelo
T; esta associagao, porém, nao apresentou uma associagdo com estes eventos
quando analisado com as co-variaveis desta populagdo e nao influenciou na

sobrevida livre para os eventos estudados.



5. DISCUSSAO
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5.1 Consideracoes gerais

A doenca arterial coronariana é uma doenga complexa onde
multiplos genes interagem com diversos fatores ambientais e diferentes
manifestacées clinicas como o infarto agudo do miocéardio ou a angina
estavel cronica sao verificadas®. A caracterizagdo genética e molecular da
doenca arterial coronariana se aprimora para a identificacdo de possiveis
genes e proteinas que estariam direta ou indiretamente envolvidos nesta
doenca e o0s objetivos da incorporagcdo da tecnologia genOGmica sao
multiplos: identificacdo de individuos ou familias com maior risco de
desenvolverem esta doenga, desenvolvimento de novos tratamentos e
adequacdo de protocolos com o0 uso adequado de medicamentos
especificos ©’.

Na identificacdo de individuos com doengca coronariana que
apresentam marcadores genéticos que diminuem ou aumentam o risco para
eventos adversos, estudos de associacdao envolvendo genes selecionados

ou plataformas com milhares de genes, a caracterizacdo fenotipica dos
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pacientes permite adequar o contexto destes genes em manifestacdes
clinicas especificas, como na doenca arterial coronariana cronica estavel '#
17, 68

O manuseio da doenga coronariana estavel ainda € uma area
controversa e apesar da mortalidade nesta doenca equiparar-se entre 0s

27

diversos tratamentos disponiveis <, ndo ha um consenso entre médicos

sobre a morbidade associada e maiores informacdes sdo necessarias
provenientes de ensaios clinicos para uma clara definicdo terapéutica * 7°.

O ensaio clinico realizado pelo projeto MASS Il caracterizou-se pela
coesao de dados relacionados ao pacientes com doenga coronariana
cronica estavel.

O resultado do projeto MASS I, assim como outros realizados
posteriormente, sobre a mortalidade, nao apresentando diferenca entre os
pacientes que foram submetidos ao tratamento clinico, a angioplastia ou a
cirurgia de revascularizagdo, implica no questionamento de quais fatores de
risco estariam envolvidos na mortalidade e na morbidade destes pacientes,
visto neste grupo de 611 pacientes haver ocorrido um percentual significativo
de morte — 92 pacientes (15%) — e morte por causa cardiovascular — 65
pacientes (10,6%). A idade pode ser sugerido como um destes fatores de
risco para mortalidade, pois 33 pacientes que faleceram entraram no estudo
acima de 65 anos. Os demais fatores, porém, ndo apresentaram evidéncias
de risco.

Neste contexto, a avaliacdo de marcadores de risco envolvendo

variantes genéticas trombogénicas tornou-se objeto do estudo desta tese.
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Nesta discussao abordaremos os resultados obtidos com a anélise
das variantes do receptor plaquetario P2Y12 e da metaloprotease
ADAMTS13 em pacientes com doenga coronariana cronica estavel em

tépicos distintos.

5.2. Haplétipos H1 e H2 do receptor plaquetario P2Y12 na

populacao do projeto MASS I

Na ativacdo plaquetaria, o receptor P2Y12 atua no recrutamento de
outras plaquetas ao local da lesdo apods sua adesao ao fator de von
Willebrand e ao colageno e no aumento da ativacao plaquetaria por outros
agonistas como a trombina e o tromboxano A2 7.

A acao do receptor P2Y12 no processo de agregacao plaquetaria
ocorre apods sua ligacao a proteina Gi, quando este complexo possibilita a
amplificacéo e agregacao induzida pelo ADP e outros agonistas "' "% 3.

A importancia deste receptor (alvo das tienopiridinas, amplamente

74.75.78) "deve ser considerada mediante

utilizadas na pratica da cardiologia
a relevancia clinica da variabilidade interindividual para este receptor como
observado nos trabalhos de Fontana e col. .

A associacao entre os polimorfismos do receptor P2Y12 e a doenca
arterial periférica descrito por este pesquisador realgcou o interesse em

avaliar estes polimorfismos como moduladores de risco de eventos nas

doencas cardiovasculares.
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Varios estudos avaliaram o papel dos polimorfismos plaquetarios em
modular a incidéncia de eventos cardiovasculares em pacientes com doenca
arterial trombética e doenga coronariana multiarterial 2" 2223 77,

Nesta tese os resultados obtidos da andlise dos haplétipos H1 e H2
do receptor plaquetario P2Y12 em pacientes com doenca arterial
coronariana estavel ndo demonstraram evidéncias para uma associagao
entre estes hapl6tipos e eventos adversos.

A auséncia de evidéncia da associagado genética no nosso estudo,
em aparente contraste com os estudos previamente relatados onde a
associacao do haplétipo H2 ocorreu com doenca arterial periférica, deve ser
interpretada com as seguintes consideracgoes:

- O desenho do nosso estudo foi criado para responder a questao
especifica se este marcador genético poderia predizer eventos
cardiovasculares em uma populagao com doenca arterial coronariana. Neste
sentido é de suma importancia o grupo de pacientes do projeto MASS Il
apresentar doenca arterial coronariana multiarterial, pois as caracteristicas
clinicas deste grupo o tornam coeso para analises de marcadores genéticos.

- Os processos biologicos que acarretam em doenca arterial
coronariana e doenca arterial periférica sdo ambos relacionados a
aterogénese e trombogénese, onde as plaquetas desempenham um papel
fundamental, porém caracteristicas locais e epidemiologicas sao distintas
entre estas doencas 8.

Embora nossa analise ndo possa excluir um efeito marginal do

haplétipo H1/H2 em modular o risco dos eventos cardiovasculares nesta
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populacdo, nosso estudo apresenta poder estatistico suficiente para afastar
uma forte associacdo entre este marcador genético e eventos
cardiovasculares na nossa populagéo.

Uma ressalva quanto ao nosso estudo € o poder de deteccao
especifico do risco em pacientes com o haplétipo H2/H2, podendo este
grupo apresentar um maior risco para eventos cardiovasculares.

O fato de pacientes com o haplétipo H2 possuirem maiores niveis de
triglicerideos também néo foi descrito e pode ser explorado em estudos
futuros.

Este trabalho foi o primeiro a explorar o papel dos haplétipos H1 e
H2 do receptor P2Y12 e incidéncia de eventos cardiovasculares em uma
populagdo com doenca arterial coronariana multiarterial *°.

Recentemente, um estudo tipo caso-controle utilizando uma
abordagem idéntica a descrita nesta tese, explorou a presenca dos
haplétipos H1 e H2 em pacientes com doenga arterial coronariana detectada
ao exame de coronariografia por cateterizagdo e demonstrou uma
associagao positiva entre a presencga do haplétipo H2 e CAD (p = 0.03, OR =
1.36, 95%Cl = 1.02-1.82) %,

A disparidade entre os resultados decorre de diferengas quanto ao
desenho do estudo e ao tipo de populacdo estudada. A associacado entre

CAD e H2 necessita ser confirmada posteriormente em novos estudos com

outros grupos populacionais.



Discussdo 96

Nossos resultados ndo fornecem evidéncias de uma associacao
entre estes marcadores genéticos e um aumento do risco de eventos
cardiovasculares adversos nesta populacao.

Apesar dos nossos resultados e de outros publicados explorando a
variabilidade genotipica do receptor plaquetario P2Y12 e o uso de

tienopiridinas 8" #

ndao demonstrarem papel significativo da presenca da
variante genética H2 deste receptor, dada sua importadncia em pacientes
com doenga coronariana, estudos envolvendo estas variantes genéticas
podem ainda ser realizados ao considerarmos a doenga coronariana no

contexto de uma doenca complexa com varias interacbes genéticas e

ambientais.

5.3. Polimorfismos C1342G(Q448E), C1852G(P618A) e

C2699T(A900V) da ADAMTS13 na populacao do projeto MASS II.

A exposicao do colageno da regiao do subendotélio desencadeia a
formacao de pontes entre esta regido e as plaquetas através do fator de von
Willebrand, desencadeando o inicio do processo hemostatico e
desempenhando um papel imprescindivel na formacdo do tampéao
hemostatico plaquetario %.

O fator de von Willebrand é uma glicoproteina multimérica formada
por uma série de multimeros com peso molecular entre 500 a 20000 kDa,
apresentando subunidades polipeptidicas de aproximadamente 250 kDa

ligados por pontes disulfidicas . As células endoteliais sintetizam estes
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grandes polimeros multiméricos do fator von Willebrand e os fragmentos
menores de 140 — 170 kDa sao liberados apds a clivagem proteolitica da
ligacdo entre os aminoacidos tirosina e metionina na posigao 842-843 da
glicoproteina multimérica liberada pelo endotélio. Na hemostasia, somente
os polimeros de alto peso molecular liberados pelo endotélio sdo funcionais
e fazem sua ligagdo com os receptores plaquetéarios GP Ib-IX, permitindo o
alinhamento das plaquetas ao longo da sua dimenséo, enquanto os produtos
da clivagem sao inativos nesta funcéo e sdo liberados no plasma “ 4782,

A modulagdo do tamanho multimérico do polimero é realizada pela
metaloprotease ADAMTS13, que cliva este polimero no seu dominio A2,
reduzindo a resposta hemostatica da formagdo do tampao plaquetario 3+ &
8 A deficiencia desta metaloprotease aumenta a agregacdo plaquetaria
induzida pelo fator de von Willebrand #8788

O trombo formado pela deficiéncia de ADAMTS13 é constituido pelo
préprio fator de von Willebrand, plaquetas e pouca fibrina** e é a principal
causa inerente as manifestagdes clinicas associadas a esta deficiéncia. Este
achado histolégico também foi observado em trombos obtidos na aspiragéo
intra-coronariana de pacientes infartados *°.

A relevancia do fator de von Willebrand neste contexto foi explorada
em estudos de associacdo como um fator de risco para doencga isquémica

cardiaca % %

, onde encontrou-se uma associacao positiva entre seus
valores e o risco de eventos, porém havia diferencas metodoldgicas e do
momento da coleta nestes estudos. Ha também a falta de dados publicados

com a reprodutibilidade desta associacao na doenga coronariana.
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Estudos genéticos de polimorfismos do fator de von Willebrand nao
encontraram associacao entre estes polimorfismos e aumento do risco para
infarto do miocardio °'.

Recentemente, a metaloprotease ADAMTS13 foi investigada através
da sua dosagem enzimatica por ensaio tipo ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) como possivel fator de risco que aumentaria a
susceptibilidade aos eventos cardiovasculares em dois estudos clinicos.

No estudo de Kaikita e colaboradores *° a metaloprotease ADAMTS
13 foi analisada em pacientes com infarto agudo do miocéardio e valores
abaixo do normal foram encontrados em pacientes recéme-infartados.

Em contraste com este achado, no estudo recém-publicado de Chan
e colaboradores % com 560 pacientes, esta enzima foi avaliada apés 06
meses do episddio do primeiro infarto encontrando-se um aumento do risco
para infarto agudo do miocéardio (OR: 1,5 96% CI: 1.06 — 2,12) associado ao
aumento desta enzima.

As razbdes para esta discrepancia de resultados podem estar em
questbes metodoldgicas — principalmente o momento da coleta da enzima -
e nas possiveis alteraces do fator de von Willebrand e da ADAMTS13 em
pacientes coronarianos , como demonstrado pelo estudo de HE e
colaboradores® ao verificar que o aumento dos niveis do fator de von
Willebrand em pacientes coronarianos cronicos nao estd associado a
diminuicdo da ADAMTS13, correlacionando-se o fvW somente com a idade.

Neste contexto, apesar da associacao da ADAMTS13 com CAD, as

respostas as contradicbes encontradas nos ensaios clinicos podem ser
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aprimoradas com a andlise das variantes genéticas funcionais da
ADAMTS13 e sua correlagdo com eventos adversos °” %.

Nos estudos de Plaimauer e col. *” que serviram de orientagdo para
a selecdo de 02 variantes genéticas da ADAMTS13 nesta tese, estas
variantes polimdérficas em seu conjunto de combinagdes no experimento
clonal influenciaram a diminui¢cdo da produgéo ou a atividade da enzima ou
recuperaram a atividade previamente diminuida conforme o conjunto de
variantes avaliado. Assim, a variabilidade de expressdo dos polimorfismos
geneéticos, suas combinagdes alélicas e seus haplotipos acarretariam na
diminuicdo ou aumento da expressdo ou da atividade enzimatica que
propiciam a protease ADAMTS13 exercer seu papel biolégico de controlar a
formacéao de um trombo.

Estudos genéticos da ADAMTS13 foram publicados somente para
avaliar a susceptibilidade ao sangramento em pacientes apresentando
doenca de von Willebrand “° e estudos semelhantes desta metaloprotease
ainda n&o foram realizados em pacientes com doenca coronariana.

Nesta tese, os polimorfismos da ADAMTS 13 foram selecionados
baseados em estudos funcionais e na distribuicdo populacional dos
diferentes polimorfismos j& descritos. As variantes selecionadas apresentam
distribuicdo em populagcdes caucasianas, negréides e asiaticas, conforme
observado nos estudos publicados ou nos dados obtidos do HapMap®. A
variante C1342G(Q448E) apresenta uma frequéncia elevada em todas as
populacdes estudadas enquanto os demais polimorfismos C1852G(P618A),

C2699T(A900V) apresentam uma distribuicdo semelhante a encontrada na



Discussdo 100

pesquisa desenvolvida nesta tese (frequéncia do menor alelo de 4,7% para
as variante G1852 e 9,2% para as variante T2699).

As variantes C1342G(Q448E) e C1852G(P618A) ja foram
caracterizadas funcionalmente e apresentam, respectivamente, um efeito
biolégico nulo quanto a expressao ou atividade da enzima (C1342G(Q448E))
ou um efeito negativo, diminuindo a expressdo e a atividade da enzima
(C1852G(P618A)). O efeito deste ultimo polimorfismo, porém é revertido
quando ele esta associado com a variante C1342G(Q448E).

Neste estudo, a populagdo do projeto MASS apresentava estes dois
polimorfismos em desequilibrio de ligacdo, o que nao havia sido relatado na
literatura. Este desequilibrio de ligacao implica na formagao de um haplétipo
que sugere a auséncia de associagdo com os eventos cardiovasculares e
morte, pois mesmo que a presenca da variante G do polimorfismo
C1852G(P618A) tenha ocorrido em 5% da populacdo, os seus efeitos
funcionais negativos poderiam ser in6cuos pela presenca da variante C do
polimorfismo C1342G(Q448E) recuperar a atividade da enzima.

Estes dados podem explicar os resultados obtidos nesta tese quanto
a avaliagdo destes polimorfismos e a auséncia de associagdo com 0s
eventos morte, infarto agudo do miocardio, necessidade de novo
procedimento de intervengao coronariana e acidente vascular cerebral.

A mesma explicacdo pode ser dada na avaliagdao das combinacdes
haplotipicas destes polimorfismos onde ndo encontramos evidéncia de risco

para os eventos os eventos adversos estudados.
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Em relacdo ao polimorfismo C2699T(A900V) da ADAMTS13
estudado nesta tese o Unico ensaio funcional descrito na literatura apresenta
a variante T2699 como implicada na diminuigdo da atividade clivadora do
fator de von Willebrand da ADAMTS13 quando realizado estudo funcional in
vitro com células HEK293 e método de ligacdo ao colageno do substrato da
enzima®®.

Na nossa amostra, o alelo T2699 estava presente em 9,2% dos
pacientes com coronariopatia crénica e ndo encontrava-se em desequilibrio
de ligacao com os demais polimorfismos.

Na andlise da presenca deste alelo associado com os eventos em
estudo no projeto MASS II, encontramos uma associacao positiva entre a
presenca do alelo T e morte. A razao de chances observado apresenta um
aumento de risco significativo de 67% para o evento morte (OR: 1,67 95%Cl:
1,0 - 2,78) e de 123% (OR: 2,23, 95%CI: 1,2 - 3,94) para morte por causa
cardiovascular. A morte por causa cardiovascular neste grupo de pacientes &
aquela proveniente diretamente de infarto agudo do miocardio fatal.

Apesar da auséncia de diferenga para estes eventos conforme o tipo
de tratamento escolhido, a idade pode ser um fator preditivo significativo ao
considerarmos o projeto MASS Il e a associagdao com o alelo T2699 nos
eventos morte e morte de causa cardiovascular com esta covariavel seria
esperada neste grupo de pacientes. Estudos prévios sugerem um aumento
nos niveis do fator de von Willebrand em pessoas com doenga coronariana
conforme a idade, e os resultados desta tese podem corroborar a presenca

da variante 2699T com esta situacao de risco, ou indicar um possivel viés.
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O diabetes melito no projeto MASS 1l 28 ndo esteve associado com
maior mortalidade e este resultado no ajuste de co-varidveis para os
pacientes que apresentavam o alelo T motivo de investigacdao a ser
explorada. Nao ha associacdo descrita entre a ADAMTS13 e diabetes
melito.

Embora a ADAMTS13 apresente especificidade somente para o
fator de von Willebrand e aumenta o risco de tromboses quando alterada *,
considerar suas variantes genéticas simplesmente como um marcador de
risco, sem conexao bioldgica, pode ser plausivel; também a possibilidade de
haver viéses de confundimento com proteinas ou caracteristicas clinicas que
nao foram analisadas nesta tese deve ser levada em consideracgao.

A variante C2699 esteve associada com um maior valor de
colesterol quando comparada coma variante T2699. Na literatura, ndao ha
relato de associacdo semelhante e caso novos dados ndo demonstrarem
conexao bioldgica, pode ser considerada casual. A covariavel colesterol nao
apresentou influéncia na associagéo entre o alelo 2699T e os eventos morte
e morte de causa cardiovascular

A mutacdo deste polimorfismo, com a troca de citosina por tiamina,
acarreta na troca do aminoacido alanina por valina na posicado 900 da
proteina (Figura 5.1). A valina é um aminoacido hidrofébico, enquanto a
alanina apresenta um indice hidropatico menor. O sitio afetado com esta
mutacdo € o dominio trombospondina que nao exerce a principal fungao
catalitica da enzima (o principal dominio responsavel por esta fungao in vitro

€ o dominio rico em cisteina da proteina), porém este dominio, por analogia
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com os demais dominios trombospondinas da familia ADAMTS, esta
implicado no acoplamento desta proteina ao endotélio®. A ADAMTS13 ndo
possui, até o momento, estrutura cristalografica descrita que permita a

realizacao de analises desta mutacao nas funcdes bioldgicas desta enzima.

GENE DA ADAMTS13

C2699T
Alanina m x Valina

ADAMTS13

T
N T
SP | Dominio Desintegrina Cys — S
Catalitico g BED g cuB W
1

Figura 5.1. Representacdo da mudanca de aminoacidos pela
presenca do polimorfismo C2699T.

Como h& a possibilidade de ndo encontrarmos plausabilidade

biolégica para esta associacdo, sua presenca nao pode ser descartada
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como um marcador de risco nesta populacdo para o evento morte por causa
cardiovascular, podendo ser explorado como tal ou indicar novos estudos
exploratorios génicos para definir genes associados herdados
concomitantemente.

A andlise por gendtipos apresenta um menor poder estatistico se
comparado a analise por alelos, pois ocorre uma diminuicdo a metade das
variaveis em estudo. Neste sentido, a avaliacdo dos genoétipos deste
polimorfismo ndo demonstrou evidéncia de risco para o evento morte, mas a
presenca do gendtipo TT mostrou-se significativamente associada a uma
diminuicao do tempo de sobrevida dos pacientes que morreram de causa
cardiovascular (p=0,003), mantendo esta tendéncia ao considerarmos 0s
pacientes portadores do alelo T (TT e CT, p=0,054), necessitando porém da
reprodutibilidade destes dados em um nimero maior de pacientes.

Na andlise dos haplétipos e das combinagdes alélicas dos
polimorfismos C1342G(Q448E), C1852G(P618A) e C2699T (A900V) da
ADAMTS13 nao evidenciou a associagdo com os eventos estudados, exceto
para a combinagao alélica CCT com os eventos morte (OR: 1,6. 95%CI 1,03-
2,64) e morte por causa cardiovascular. (OR: 2,08. 95%ClI: 1,25 — 3,45). Na
analise usando um modelo de risco proporcional de Cox esta associagao
ndo manteve sua significancia estatistica. Esta combinacéo alélica também
nao mostrou diferencga significativa na sobrevida livre dos eventos estudados
nesta tese em relacdo as demais combinagcdes alélicas. A diferenca entre
estes resultados pode dever-se aos métodos de andlise empregados.

Inicialmente estes dados sugerem o alelo T como potencialmente associado
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a eventos, devendo-se considerar também que a frequéncia do alelo T
encontrada nesta populacao é de 9,2% e a freqtiéncia da combinacao CCT é
de 7,1%, podendo indicar a necessidade de um maior nimero de pacientes
coronarianos com a combinagdo CCT para uma nova analise da sobrevida

livre de morte.

5.4 Consideracoes Finais

Apesar das evidéncias obtidas de estudos com familias e gémeos
quanto ao componente genético hereditario como fator de risco para
doencas cardiacas coronarianas e dos numerosos genes descritos em
diferentes estudos casos-controles, poucos genes foram caracterizados
como fatores de risco se considerarmos a falta de reprodutibilidade e o viés
de publicacéo para associacdes positivas 2.

Neste sentido, os dados apresentados nesta tese indicam que os
resultados dos haplétipos H1 e H2 em pacientes coronarianos nao implicam
na sua utilizagdo no manejo clinico de pacientes coronarianos em relagdo A
eventos adversos. Dada a importancia do receptor P2Y12 e seu amplo uso
clinico, as informagdes aqui geradas ainda poderdo ser aprimoradas, por
exemplo, no uso das tienopiridinas ou novos medicamentos direcionados a
este receptor.

Em relacdo a ADAMTS13, a presenca da variante T2699 (Val900)

associada ao risco de morte e morte cardiovascular em pacientes



Discussdo 106

coronarianos devera ser corroborada com a sua reprodutibilidade em outros
estudos.

Mediante a complexidade do manejo clinico da DAC, estas
informacdes genéticas de susceptibilidade aos eventos poderdo ser
incorporadas junto aos fatores ambientais na criacdo de algoritmos de risco
clinico que visam o aprimoramento do tratamento dos pacientes

coronarianos.



6. CONCLUSAO
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Os dados apresentados nesta tese permitem-nos concluir que no
estudo dos haplétipos H1 e H2 do receptor plaquetario P2Y12 e dos
polimorfismos C1342G(Q448E), C1852G(P618A) e C2699T(A900V) da
metaloprotease ADAMTS13 dos pacientes com doenga coronariana cronica
estavel do projeto MASS Il ndo se encontra diferenca entre estas variantes
genéticas e os eventos estudados, exceto para a variante T2699 (V900) que
esta associada com o evento morte e morte por causa cardiovascular, com o
aumento do risco para estes eventos e uma diminuicdo na sobrevida livre de
morte por causa cardiaca para os portadores do gendtipo TT relacionado a
este polimorfismo. A analise dos haplétipos e das combinagdes alélicas
destes polimorfismos ndo apresenta associacdo com 0s eventos e nao
interfere na sobrevida livre dos eventos nestes pacientes, apesar da
presenca do alelo T na combinagcdo CCT indicar uma possivel associagao

com o evento morte de causa cardiovascular.
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