UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

Polimorfismos de Genes do Sistema
Renina-Angiotensina na Doenca Arterial

Coronariana

MESSIAS ANTONIO DE ARAUJO

UBERLANDIA — MG
2003




ii

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

M u/'/
Gls, Lo
0662 P
Téé//m Gy

Polimorfismos de Genes do Sistema
Renina-Angiotensina na Doenca Arterial

Coronariana

Aluno: Messias Antbnio de Araujo
Orientador: Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart

Tese apresentada a Universidade Federal de
Uberlandia para obtengao do Titulo de Doutor
em Genética e Bioguimica (Area de Genética)

UBERLANDIA - MG
2003




iii

DEDICATORIA

Este trabalho eu dedico aos homens e mulheres que, no passado,
por meio de seus genes, trouxeram-me a esta vida, deixando suas marcas
a ferro e brasa para que se eternizassem, tornando possivel a realizacédo deste
estudo: meus avos paternos Messias Dias de Araujo, Adorama Naves Araujo
e maternos Antdnio Ferreira Trindade, Divina Trindade;
meus pais Aparecido de Araujo e Zuleide Trindade Araujo.
E as mulheres que atualmente séo o estimulo para o meu viver: minha esposa,

Hozana e filhas Nina, Aline e Maira. |




iv

AGRADECIMENTOS

Agradeco o trabalho e esforgo incansével de meu orientador professor Luiz

Ricardo Goulart que, com seu otimismo e idealismo sempre esteve ao meu lado,

tornando possivel a materializagdo de um sonho: correlacionar o nivel molecular

com a manifestagdo clinica da doenca arterial coronariana e, possivelmente,

contribuir para compreender parte do mistério que envolve essa enfermidade que

ceifa milhares de vidas anualmente.

Aos discentes: Bruno Soares Menezes, Clauber Lourengo, Rodrigo Américo
pela valiosa contribuigdo.

As mestrandas: Elisangela Rosa Cordeiro e Renata Rispoli Gatti

Ao professor-doutor Heyder Silva Diniz pelo excelente trabalho estatistico.

A enfermeira Maria Aparecida Lemes pelo trabalho de coleta de amostras.

A minha sogra Benedita Amélia de Padua pelo esforco na digitagao.

A minha irma Adorama Aradjo Gongalves pela tradugéo para o inglés.

Enfim, a todos que contribuiram de alguma forma para a realizagéo deste

trabalho.




Indice

Listade Tabelas...........coo e vii
Lista de FIQUIas ...........uueeeceeeeieerie e viii
Lista de ABreViatUras .........cooooveeirieiiiiiiiiieeit e X
SUMANO Geral ... X
General ABSTract............ooooiiiiiiiieeee e Xiv
INtrodUGAO Geral....ccoooieiiiiiiei i 1

FUNAAMENTIOS .ot e ettt st et e e e e e e e e aneeaaas 1

Mecanismos bioquimicos da aterosclerose coronariana.............cccccueee.... 5

Mecanismos moleculares potenciais na génese da doenga

arterial CoroNANANA «.ccvvnu ettt e e e e e e e e e 12
O sistema renina-angiotensiNa........ccocevvvrieiciineiiieie e, 12
Outros mecanismos moleculares potenciaiS.......c.cuvvviveeeecciiciieiiennenennnnn. 14
Implicagdes cliniCas ........covver e, 18
CoNSIAeragies geralisS .....covurrrreerimeieeiii et 20
HIPOIESES 1. et e e 20
JUSHFICAIVAS 1ottt e 21
ODJEHIVOS ..ttt 21
Referéncias Bibliograficas.......ccoooeeiveriiiinneeiieee e, 22

Capitulo I: A variante M235T do gene do angiotensinogénio na

doenca arterial coronariana: estudo comparado em pacientes

com e sem infarto agudo do miocardio.................cccccennnnnnne. 34
=110 ] 1 Lo TP 34
i oL £ 1= L S PP PP 35
Q116 |8 o7 XSSOSR 36
Y 12300 e (o =TT E U RS 37
Y ] L= Lo [0 1= I 40
D1 ol =TT (o I 48

Referéncias...... et eeneeeaeetaseeaeerateeutessseesnteenteerrernaraan et eennaeenaranaaeennns 51




Vi

Capitulo II: Analise do polimorfismo no intron 16 do gene da enzima

conversora de angiotensina na doenca arterial coronariana.. 54

=TT U] .4 [ TR 54
JAY o<1 (= T3 S SO 55
710 To U o7= Lo 1P 56
Y= oo (o Y- PSPPSR 57
=TT =T [ 1= PP PSR 60
DISCUSSAD ...uvvvvveerrrsreeeeerssessssessesetereereeeeereeaaatasssassaaansraeerneeneeeeeeesaseaaans 66
RETEIBNCIAS ..o e ettt ee et e e ettt ettt ee e e e e e e e e e et e e teeeaeneeeeeaeeeeres s nnannnnnnes 69

Capitulo lll: O polimorfismo A1166C do receptor tipo 1 da angiotensina II

no infarto agudo do miocardio...........ccccccceeviiiiiiiiiiiiiicee, 73
=TT 082 Yo TS 73
JA 013 1= Lo PRSP PRRUSURPR 74
T oo (¥ ToT=To NP 75
1Y =3 o o [o 1= T PSP VUSSR 77
RESUITATOS ..ttt e e e et e e e e e e e e e e e e s e e s s annrerteeneeeeeneeeneseneannnes 81
DISCUSSAD ..eeeeeeeeeeeeeeeeeisseeeesasasaessse i nnns e ns e mee e e reesee s s nannnteeeeeeaaas 88
=P =Y 0= o Vo F= 1= OO U U TS U 91

Capitulo IV: Interagdo entre os polimorfismos génicos do sistema renina-

angiotensina no infarto agudo do miocardio......................... 94
=Y 0T 1 1o VU U O 94
F i 0 1S] L= Vo) GO PP 96
QT (oY [BTo= Lo T OO 98
1V =] 0o [o 1= TSP 101
RESUIAAOS «...eeereeeeeeeeeteeerie e ee e et e e s sn s s s er e e e e e s namr e e e e eanns 106
D) 1=Y o 1= T - Lo 112
REFEIBNCIAS ...vveeeeenrieeeeeeerieereeeee e st e s et e e s et e e s e nnse e e e eeneneeaas 116

Anexos

Termo de consentimento iNformado.........ccccevveiiiirnieereceee e 120

Definicdes de termos € medidas........ccecvevvieeniceciiciiceneeee e, 121




Lista de Tabelas

Capitulo |

Tabela 1 — Caracteristicas dos pacientes e controles vs genodtipos do AGT
Tabela 2 — Fatores de risco vs genétipos do AGT

Tabela 3 — Fatores de risco controles vs genoétipos do AGT

Tabela 4 — Analise estatistica: DAC vs controles e IAM vs sem |1AM
Tabela 5 — Andlise de severidade da DAC vs genotipos

Capitulo li

Tabela 1 — Fatores de risco coronarianos: DAC vs controles

Tabela 2 — Fatores de risco coronarianos: controles vs gendtipos da ECA
Tabela 3 — Fatores de risco coronarianos: DAC vs genotipos

Tabela 4 — Analise da fregiiéncia alélica e odds ratio: DAC vs controles
e infarto vs controles

Tabela 5 — Fatores de risco: IAM vs gendtipos da ECA

Capitulo lll

Tabela 1 — Fatores de risco nos pacientes com |IAM vs controles

Tabela 2 — Fatores de risco nos controles vs genétipos do AT1R

Tabela 3 — Fatores de risco: IAM vs genodtipos do AT1R

Tabela 4 — Distribuicdo e andlise estatistica do AT1R: IAM vs controles
Tabela 5 — Analise estatistica da severidade: DAC vs gendtipos do AT1R
Capitulo IV

Tabela 1 — Fatores de risco coronariano nos infartados e controles
Tabela 2 — Distribuicio dos genétipos do AGT, ECA, AT1R

Tabela 3 — Analise de regressao logistica: fatores de risco e gendtipos

vii

42
43
45
46

47

61
62

63

64

64

81

83

84

85

86

106

108

109



viii

Lista de Figuras

Introdugao

Figura 1 — Eventos moleculares envolvidos na génese da DAC ........................ 6
Figura 2 — Via de sintese das angiotensinas.........c.cceoceeiviinenceneecieciee, 7
Figura 3 — Rotas metabdlicas do sistema renina-angiotensina ........................ 13
Capitulo |

Figura 1 — Eletroforese da genotipagem da variante M235T do AGT .............. 41
Figura 2 — Estimativa do risco (Odds Ratio) de DAC.........c.cococovieniniinnnnn.. 44

Capitulo Il
Figura 1 — Foto do gel de agarose do gene da ECA ..., 60
Figura 2 — Estimativa do risco (Odds Ratio) de apresentar DAC e IAM ........... 65
Capitulo Il
Figura 1 — Gel de restricdo enzimatica do gene do ATIR ..., 82
Figura 2 — Estimativa do risco (Odds Ratio) de apresentar IAM do AT1R........ 87
Capitulo IV
Figura 1 — Estimativa do risco de apresentar infarto do AGT, ECA, AT1R..... 110
Figura 2 — Estimativa do risco de |AM dos duplo homozigotos favoraveis ..... 111

Figura 3 — Estimativa do risco de IAM dos alelos desfavoraveis.................... 112



AGT
All
AT1R
cDNA
cm
DAC
dATP
dCTO-5
DEPC
dGTP5’
DNA
Dnase
dNTPs
dTTP
ECA
EDTA
IAM
Kb
KCI

mg
MgC|2
mL
mM
mm
ng

nm

pmoles
RNA
RNA-m
TBE
uv

Vs

Hg
pL

Lista de abreviaturas

angiotensinogénio

angiotensina Il

receptor tipo 1 da angiotensina Il
acido desoxirribonucléico complementar
centimetro(s)

doenca arterial coronariana
desoxiadenosina trifosfato
5’-desoxicitosina trifosfato
dietilpirocarbonato
5’-desoxiguanosina trifosfato
acido desoxirribonucléico
desoxirribonuclease
dexoxirribonucleotideos trifosfato
5’-desoxitimidina trifosfato
enzima conversora de angiotensina |
acido etilenodiaminotetra acético sal dissddico
infarto agudo do miocardio
kilo-bases

cloreto de potassio

molar

miligrama(s)

cloreto de magnésio

mililitro(s)

milimolar

milimetro(s)

nanograma

nanémetro(s)

pares de base

pico-moles

acido ribonucléico

acido ribonucléico mensageiro
tris-borato - EDTA

unidade(s)

ultravioleta

volts

versus

vezes

micrograma

microlitro(s)

micromolar




Sumario Geral

O sistema renina-angiotensina (SRA) apresenta uma funcéo primordial na
homeostasia cardiovascular. A angiotensina Il é o peptidio chave do SRA e
exerce influéncia no coracdo e na circulagdo por meio de seus efeitos
hemodindmicos (via influéncia na pré e poéds-carga e determinando
vasoconstriccdo coronariana) e através de efeitos celulares diretos (via acées
sobre a proliferacdo celular). Numerosos estudos, nos Uultimos anos, tém
demonstrado que a inibigdo farmacoldgica da enzima conversora de angiotensina
(ECA) e o bloqueio dos receptores AT1 da angiotensina Il (AT1R) aumentam a
quantidade e a qualidade de vida dos portadores de hipertensdo arterial
sistémica, insuficiéncia cardiaca e doenca isquémica do coracdo. Estes estudos
sugerem que o papel do SRA é o maior determinante de risco cardiovascular.
Resultados recentes indicam que os fatores genéticos podem contribuir
modulando os efeitos da angiotensina |l sobre a fisiologia da circulacdo
coronariana e da isquemia. Este estudo fez uma revisdo das caracteristicas
fisioldgicas e patoldgicas do SRA, particularmente dos aspectos genéticos e suas
implicacdes na doenga arterial coronariana (DAC).

Esta bem comprovado na literatura que os fatores de risco classicos para a
doenca arterial coronariana como antecedente familiar de coronariopatia, niveis
elevados de colesterol total, colesterol LDL e triglicérides, baixos niveis de
colesterol HDL, tabagismo, hipertensdo arterial sistémica, diabetes melito,
sedentarismo e obesidade podem explicar apenas 50% da sua etiologia, sendo
que a modificagdo destes inibe a progressdo da aterosclerose em apenas 40%
dos pacientes. Assim, a procura de outros mecanismos participantes na génese
da aterosclerose é necessaria para elucidar melhor a associagao entre os varios
fatores genéticos e a sua expresséo fenotipica.

No primeiro capitulo foi avaliado, em 305 individuos de raga branca, o
efeito do polimorfismo M235T do gene do angiotensinogénio (AGT) na DAC, na
severidade da lesdo aterosclerética nas artérias corondrias e o seu papel no risco
de desenvolver o infarto agudo do miocardio (IAM).

Foram investigados 201 pacientes com DAC comprovada pela angiografia

(leséo obstrutiva > 50%), sendo 110 com |IAM e 91 sem IAM e 104 individuos
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controles com artérias coronarias, angiograficamente, normais. A severidade da
DAC foi avaliada pelo numero de vasos lesados, morfologia da placa
aterosclerética e escore de risco coronario. O polimorfismo M235T do gene do
AGT foi analisado pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

A hipertensédo arterial, o tabagismo, o diabetes melito, a obesidade e os
niveis elevados de colesterol total e colesterol LDL predominaram nos pacientes
com DAC. As fregiiéncias dos genotipos TT, MT e MM do AGT nao foram
estatisticamente diferentes entre os pacientes com DAC e controles, bem como
nos grupos de infartados e néo infartados. O risco relativo, Odds Ratio (OR), de
desenvolver DAC e de ter IAM avaliado entre os gendtipos TT vs MM, MT vs MM
e TT+MM vs MM néo foi significante. Os critérios de severidade da aterosclerose
coronariana no grupo de pacientes com DAC néo tiveram correlacdo com os
gendtipos; estes resultados também foram encontrados na comparagdo dos
grupos de infartados e n&o infartados. Este estudo concluiu que n&do ha
associacao entre o polimorfismo M235T do gene do AGT com a DAC, com a sua
severidade e nem com o |AM.

No segundo capitulo foi investigada a associagéo do polimorfismo I/D do
gene da ECA com a DAC e o IAM na mesma populagao do estudo da variante
M235T do AGT, utilizando-se, também, a técnica da PCR.

Dentre os fatores de risco coronariano classicos somente o tabagismo, o
diabetes melito, os niveis elevados de colesterol total e LDL e a hipertensao
arterial predominaram no grupo com DAC. A distribuigdo dos gendtipos entre os
grupos com DAC e controles teve diferenga estatistica (p = 0,009), porém sem
aumentar o risco de desenvolvé-la quando foram comparados os genétipos DD vs
Il (OR = 0,69; IC-95%: 0,36 — 1,34) e ID vs Il (OR = 1,60; IC-95%: 0,81 — 3,14). Na
comparagdo entre os pacientes com IAM e os controles os resultados foram
similares; também foram estatisticamente significantes (p = 0,011) e nao
aumentou a chance de apresentar IAM. Finalmente, concluiu-se ndo haver
evidéncia de associacgéo entre o polimorfismo I/D do gene da ECA com a DAC e o
IAM.

No terceiro capitulo foi avaliada a associagéo do polimorfismo A1166C do
gene do AT1R com o IAM e a severidade da DAC em 110 pacientes com 1AM e

lesdo obstrutiva coronaria significante (> 50%). Os controles foram 104 individuos
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com artérias coronarias normais. O polimorfismo foi determinado por meio da

PCR no DNA dos leucécitos do sangue periférico.
Os fatores de risco coronariano classicos também foram analisados;

destes, apenas o tabagismo teve predominéncia nos heterozigotos AC (p = 0,02).
A distribuicdo dos gendtipos nos pacientes infartados foi similar e ndo significativa
em relacéo aos controles. N&o houve aumento do risco de IAM nas comparagoes
dos gendtipos CC vs AA, AC vs AA e AA+AC vs AA. Nenhum dos critérios de
severidade teve associacdo positiva com os gendtipos. Portanto, concluiu-se nao
haver associacdo do polimorfismo A1166C do AT1R com o IAM e nem com a
severidade da DAC.

O quarto capitulo analisou a interagdo entre os polimorfismos M235T do
gene do AGT, I/D do gene da ECA e A1166C do gene do AT1R e o IAM. Foram
investigados 110 pacientes com IAM com lesao coronaria significante (> 50%) e
104 individuos controles com coronarias angiograficamente normais. Os
polimorfismos foram analisados pela PCR no DNA dos leucécitos.

A andlise de regressdo logistica mdltipla entre os fatores de risco
coronariano classicos e os polimorfismos M235T do AGT, I/D da ECA e A1166C
do AT1R demonstrou que o tabagismo, a historia familiar, a hipertensao arterial e
o colesterol estiveram associados a um maior risco de IAM. As freqgiiéncias dos
gendtipos M235T do AGT foram semelhantes entre os pacientes infartados e
controles: a chance de desenvolver IAM nao foi diferente entre eles. Nao houve
associacao dos genétipos da ECA com o risco relativo de desenvolver IAM como,
também, nos gendtipos do AT1R.

A combinacdo dos duplos homozigotos (MMIl) dos genes do AGT e da
ECA apresentou um menor risco de ter IAM (OR = 0,34) e as combinacdes
genotipicas que incluem no minimo um alelo desfavoravel (T ou D), a chance de
apresentar 1AM foi 2,92 vezes maior em relagéo a estes. Resultados semelhantes
foram encontrados nas associagdes dos genes do AGT — AT1R com os duplos
homozigotos (MMAA) com um menor risco de IAM (OR = 0,38) e as demais
combinagdes de alelos desfavoraveis com chances 2,63 vezes maior em relacéo
aos MMAA. Na associagdo ECA — AT1R o risco dos duplos homozigotos também
foi menor (OR = 0,37) e as demais combinacdes de alelos desfavoraveis
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apresentou chances 2,68 vezes maior em relagdo aos homozigotos IAA. Nao
houve interacéo positiva quando foram associados os genotipos dos trés genes.

O presente estudo concluiu que ha um maior risco de IAM quando houver
associacdo gene a gene de alelos desfavoraveis e um menor risco na associagao
de duplos homozigotos favoraveis dos polimorfismos M235T do gene do AGT, I/D
do gene da ECA e A1166C do gene do AT1 R.

S30 muitos os mecanismos moleculares potenciais na génese da DAC, no
entanto estdo cada vez mais evidentes as suas interagbes nessa complexa
enfermidade de alta prevaléncia e de conseqiiéncias clinico, economico e social
ta0 relevantes. O objetivo mais ambicioso da medicina preventiva é a
implementagéo dos testes geneticos na profilaxia do IAM e da medicina clinica, €
a terapia génica que, esperamos, estejam brevemente disponiveis para uso
clinico, tornando-se importante ferramenta para o cardiologista adotar a

terapéutica mais adequada para o seu paciente.
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General Abstract

The renin-angiotensin system (RAS) plays a central role in cardiovascular
homeostasis. The angiotensin Il is the key pepetide of the RAS and exerts its
influence on the heart and blood vessels through its hemodynamic effects (via its
influence on after-load and pre-load determining coronary vasoconstruction) and
through the direct cell effects (via actions on cell proliferation). Numerous studies
in the past ten years have demonstrated that the pharmacological inhibition of
angiotensin converting enzyme and the block on the angiotensin Il type 1 receptor
(AT1R) have improved the outcome and the life quality in patients with systemic
arterial hypertension, heart failure and ischaemic heart disease.

These studies have suggested that the RAS is the highest cardiovascular
risk determinant. Current results have demonstrated that the genetic factors may
contribute to modulating the effects of the angiotensin Il on coronary circulation
physiology and on myocardial ischaemia. This study has taken some review of the
RAS pathological and physiological characteristics, particularly on the genetic
aspects and their consequences in the coronary artery disease (CAD).

It is well proved by the literature that the classical risk factors to the CAD
such as: CAD familiar antecedent, high levels of total cholesterol, LDL cholesterol
as well as triglycerides; low levels of HDL cholesterol, tabagism, systemic arterial
hypertension, diabetes mellitus, sedentarism and obesity may explain only 50% of
its ethiology. So the modification of them may inhibit the development of the
coronary atherosclerosis disease in only 40% of all patients. Therefore, the search
for other mechanisms in the atherosclerosis genesis is necessary in order to clarify
the association among several genetic factors and their phenotypic expression.

In the first chapter it was evaluated the M235T variant of the
angiotensinogen on CAD effect in 305 white people, the severity of the
atherosclerosis disease in the coronary arteries and its risk in developing the acute
myocardial infarction (AM).

There were 201 patients with proved CAD by a coronary angiography
(obstructive lesion > 50%). From this group 110 patients were with AMI and 91
were without it. There were also 104 control individuals with angiographically

normal coronary arteries. The CAD severity was analyzed by the number of
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diseased vessels, atherosclerotic plaque morphology and the jeopardy score. The
M235T angiotensinogen polymorphism was analyzed by the polymerdase chain
reaction (PCR).

The arterial hypertension, tabagism, diabetes mellitus, obesity and the high
levels of total and LDL cholesterol have predominated in the CAD patients. The
genotypes frequencies TT, MT and MM of the AGT have been statistically different
neither between CAD patients and controlled ones, nor between infarcted and non
infarcted patients. The CAD and AMI relative risk (OR) analyzed between TT vs
MM, MT vs MM and TT+MM vs MM genotypes presented no significance. The
coronary atherosclerosis severity criteria in the CAD patients had no correlation
with genotypes. These results were also found in the comparison between
infarcted and noninfarcted groups. This study has concluded that there is no
association between the M235T gene AGT polymorphism and CAD, neither with
its severity nor with the AML.

In the second chapter the association among polymorphism of angiotensin-
converting enzyme (ACE) gene, CAD and acute myocardial infarction (AMI) in the
same population of the study of the M235T variant of the AGT have also been
investigated through PGR.

Among the classical coronary risk factors only tabagism, diatetes mellitus,
high total cholesterol and LDL levels and artherial hypertension have
predominated in the CAD group. Frequency distribution of genotypes between
CAD groups and the controls had statistic difference (p = 0.009); however, there
was no risk of developing it when the DD I genotypes were compared (OR = 0.69;
Cl-95%: 0.36 — 1.34 and ID Il (OR = 1.60; Cl — 95%: 0.81 — 3.14). In the
comparison between the AMI patients and the controlled ones the results were
similar; they were also statistically significant (p = 0.011) and there was no
increasing risk of presenting AMI. Finally, it was concluded that there is no
evidence of association between the I/D ACE gene polymorphism with CAD and
AMI.

In the third chapter it was analyzed the A1166C angiotensin type 1 gene
receptor (AT1R) polymorphism association with the AMI and the CAD severity in

110 patients with AMI and significant coronary obstructive lesion (> 50%). The
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controls were 104 individuals with normal coronary arteries. The polymorphism
was determined through PCR in the peripheral blood leukocytes.

Classical coronary risk factors have also been analyzed from these ones,
only the tabagism has predominated in AC heterozygotes (p = 0.02). Genotypes
distribution in infarcted patients was similar and there was no significant difference
related to controls. There was no AMI increasing risk in CC vs AA, AC vs AA and
AA+AC vs AA genotypic comparisons. No severity criteria have had positive
association with genotypes. Therefore, it was concluded that there was no
association between either A1166C AT1R poymorphism and AMI or with CAD
severity.

The fourth chapter has analyzed the interaction between M235T AGT gene,
I/D ACE gene and A1166C AT1R gene polymorphisms and the AMI. There were
110 AMI patients with significant coronary artery lesion (> 50%) and 104 controls
with angiographycally normal coronary arteries. The polymorphisms were
analyzed by PCR in DNA of peripheral blood leukocytes.

The analysis of multiple logistic regression between the classical coronary
factors and M235T of AGT, I/D of ACE and A1166C of AT1R polymorphisms have
demonstrated that tabagism, family history, arterial hypertension and total
cholesterol have been associated to the AMI risk. The M235T AGT genotypes
frequencies were similar to each other between the infarcted patients and controls;
the risk of developing AMI was not different between them. There was not ACE
genotypes association with the relative risk of developing AMI as well as the AT1R
genotypes.

Double homozygote combination of the AGT and ACE genes (MMI) has
presented less AMI risk (OR = 0.34) and the genotypes combinations that inciude
at least one unfavourable allele (T or D), the risk of presenting AMI was 2.92 times
higher. Similar results were found in the AGT — AT1R genes associations with
double homozygotes (MMAA) with less risk (OR = 0.38) and the other
unfavourable alleles combinations with risk of 2.63 fold greater. In the ACE —
AT1R association the risk of double homozygotes was also lower (OR = 0.37) and
the other unfavourable alleles combinations have presented risk 2.68 times higher.
There was not any positive interaction when the three gene genotypes were

associated among themselves. In conclusion there is higher risk of AMI whenever
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there is unfavourable alleles gene to gene association and lower risk in the double
favourable homozygote association of polymorphisms M235T of AGT, I/D of ACE
and A1166C of AT1R.

There are several potential molecular mechanisms in CAD, however it is
getting more and more evident their interactions in this complex disease of high
prevalence and clinical, economic and social consequences have been quite
relevant. The most ambicious goal in preventive Medicine is the establishment of
genetic tests in the prevention of myocardial infarction while in clinical Medicine it

is the genetic therapy that will be available to clinical use the soonest it seems to

be. So it becomes an important tool in order that the cardiologist adopts the most

adequate treatment for his patient.




Introducao Geral

Fundamentos

A incidéncia da enfermidade cardiovascular experimentou um grande
crescimento durante a primeira metade do século XX. Este crescimento nao foi
conseqiiéncia da diminuigéo das doencas infecciosas, sendo por um reflexo da
adocdo de habitos de vida prejudiciais1. Pode-se afirmar que a enfermidade
coronariana é propria da civilizagdo moderna. Ao observarmos o0s dados
estatisticos, poderia parecer que nos Gltimos anos a mortalidade coronariana teria
diminuido consideravelmente, porém seria mais exato dizer que houve um retardo
de 10 anos. Assim, a enfermidade coronariana continua sendo a primeira causa
de morte nos paises desenvolvidos. Segundo estimativa da Organiza¢ao Mundial
de Saude, seis mihdes de pessoas morrem anualmente de doengas
cardiovasculares, sendo trés de cada quatro mortes. Calcula-se que no ano 2020
serd a principal causa de morte em todo 0 mundo®.

Os paradigmas atuais que norteiam o manuseio da cardiopatia isquémica

sao:

e angina de peito: desequilibrio entre a demanda e a oferta de oxigénio

miocardico;

e anatomia coronaria: o conceito de que lesdes de artérias coronarias

epicardicas com mais de 50% de estenose podem gerar isquemia, em

situacdes de aumento de consumo de oxigénio miocardico;

e isquemia induzivel: a isquemia miocardica pode ser induzida por teste de

esforco e outros estimulos, sendo detectada por alteragbes
eletrocardiograficas, alteragdes da fungéo sistélica ou diastdlica do ventriculo

esquerdo ou, ainda, por estudos de perfuséo miocardica;

e trombose coronariana: © trombo oclusivo coronario ¢é considerado

conseqiiéncia do processo de instabilizagao e ruptura da placa ateromatosa;

e  16nus coronariano: a vasoreatividade ¢ influenciada por alteragées no ténus do

leito vascular mediadas por fatores neurais, metabélicos e miogénicos, bem

como por substancias vasoconstrictoras e vasodilatadoras liberadas pelo




endotélio, podendo ser um fator desencadeante da instabilizacéo das lesoes
culpadas na angina instavel e na isquemia, na auséncia de lesoes
ateroscleréticas;
bloqueio beta-adrenérgico: apds o infarto agudo do miocardio (IAM), ocorre
uma ativacdo do sistema nervoso simpatico e reducdo do tdnus
parassimpatico, que pode ser documentado por estudos da variabilidade da
freqliéncia cardiaca, caracterizando um risco aumentado para eventos
coronarios °;
remodelamento ventricular: estudos em animais®, demonstraram que a
dilatacdo ventricular pés-IAM poderia ser minimizada com a administracao de
um inibidor da enzima de conversdo da angiotensina, resultando em redugéo
da mortalidade. Posteriormente, os mesmos autores comprovaram que a
administracdo do inibidor da enzima conversora de angiotensina | (ECA) a
seres humanos com IAM de parede anterior, atenuava a dilatagio progressiva
da cavidade ventricular *%;
radicais livres: moléculas de colesterol LDL, apos sofrerem modificagbes
oxidativas, atuam como particulas para a ligagdo com receptores de varredura
de macréfagos, que se transformam, entdo, em células espumosas que
fagocitam lipidios. Estas sao as lesbes precursoras do processo
aterosclerético. Além disso, particulas oxidadas de colesterol LDL servem
como quimiotaxicos para mondcitos, Sao citotoxicas e atuam como
imunoégenos’. Adicionalmente, particulas de LDL minimamente oxidadas e que
ndo sdo reconhecidas pelo receptor de varredura apresentam uma capacidade
quimiotaxica prépria para mondcitos, por sintetizarem proteinas quimiotaticas
que podem ser importantes nos estagios incipientes da aterogénese®.

A discussdo dos paradigmas atualmente utilizados leva, claramente, a

conclusdo de que o manuseio da cardiopatia isquémica é ainda muito impreciso.

Porém, um grande avanco serd dado com o melhor entendimento da

fisiopatologia e o desenvolvimento de novos paradigmas, tais como:

gatilhos para a indugdo de sindromes isquémicas: identificados com base em
estudos observacionais que determinaram o padrdo circadiano de
aparecimento dos eventos coronarios ocorrendo, predominantemente, no

periodo matutino no qual ocorreriam diversas modificagdes de variaveis




fisiologicas como freqiiéncia cardiaca, pressédo arterial, resisténcia vascular
periférica, agregabilidade plaquetaria, viscosidade sangliinea, concentracdo
de catecolaminas e cortisol plasmaticos que estdo aumentadas nas primeiras

horas da manha, com efeito potencial na ruptura da placa e formagéo de

trombo coronario®’;

1"° no final

aterosclerose como doenca inflamatéria: Virchow apud Robbins et a
do século XIX (1856), ja sugeria a implicagdo do processo inflamatério na
génese da aterosclerose. A conversao de uma placa estavel, com um
progndstico relativamente benigno, para um estado de instabilidade e ruptura,
clinicamente associado a angina instavel, IAM e morte subita, tem sido
relacionada a ativacdo da inflamagéo quiescente na lesao ateromatosa'’. Wal
et al, demonstraram o estado de ativagé&o de leucocitos e células musculares
lisas adjacentes ao local de ruptura de placas coronarias de pacientes que
morreram por |IAM, através da abundante expresséo de antigenos HLA-DR
nestas células. Niveis séricos elevados de diferentes marcadores do processo

inflamatorio agudo tém sido documentados em pacientes com sindrome
coronariana aguda;

papel do endotélio: além de uma barreira mecanica na parede vascular, sabe-
se que o endotélio desempenha mdltiplas fungdes que visam regular o ténus
vascular e o fluxo sangiiineo. Estando intacto, mantém a homeostase vascular
e uma superficie ndo trombogénica, prevenindo a ades&o de plaquetas e
células inflamatérias. Por isto, distirbios da sua funcéo estao associados a
vasoconstriccdo e fendmenos tromboticos;

alteragbes celulares na patogénese da aterosclerose: sabe-se que as
alteracdes funcionais precedem as modificacdes anatdémicas gue ocorrem na
aterosclerose coronariana, que séo conseqiéncia de moléculas de adesao do
endotélio que atraem células inflamatdrias, como monacitos e linfécitos T que,
posteriormente, migrarao para o espago subintimal'? ;

agentes infecciosos: estudos atuais demonstram que eles podem ser
participantes potenciais da cadeia de eventos na patogénese da aterosclerose.
Antigenos anti-citomegalovirus foram demonstrados em tecido arterial humano
de pacientes com aterosclerose que, possivelmente, induziriam ativagéo de
uma cadeia imunoinflamatéria local®. A Chlamydia pneumoniae também ¢é




reconhecida como possivel participante do processo aterosclerético, sendo
demonstrada imuno-histolégicamente nas placas ateromatosas'®. Estas
observagdes tém estimulado o desenvolvimento de estudos para avaliar o real
significado clinico da associagéo entre infeccao e aterosclerose.

e mecanismos moleculares como o gene do angiotensinogénio (AGT), o gene
da ECA, o gene do receptor 1 da angiotensina Il (AT1R) e outros, tém sido
estudados como possiveis fatores de risco coronariano, independentes dos
fatores classicamente reconhecidos'®,

A impbrténcia dos fatores genéticos na patogénese da doenga arterial
coronariana (DAC) é sugerida pela freqiente associacdo familiar na doenga
prematura. Um grande nimero de estudos tem investigado a associagéo entre
estes e a sua expressdo fenotipica. Sabe-se que os fatores de risco classicos
para aterosclerose corondria como antecedente familiar de coronariopatia, niveis
elevados de colesterol total, colesterol LDL e triglicérides, baixos niveis de
colesterol HDL, tabagismo, hipertenséo arterial sistémica (HAS), diabetes melito
(DM), sedentarismo e obesidade podem explicar apenas 50% da sua etiologia,
sendo que a modificacdo destes inibe a progressdo da aterosclerose em apenas
40% dos pacientesw; assim, a procura de outros mecanismos participantes na
génese da aterosclerose € necessaria'’.

Estudos associando DAC a polimorfismos genéticos de proteinas
vasculares como o AGT, a ECA, os receptores da angiotensina tipos | (AT1) e Il
(AT2), a oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), os fatores hemostaticos
(fibrinogénio, protrombina, fatores II, V, Vil e VIl da coagulacdo), o inibidor do
ativador do plasminogénio-1, o ativador tipo-tissular do plasminogénio, as
glicoproteinas plaquetarias (GpP) lib/llla, la/lla e Ib-IX-V, a GpP Ilba, as
apolipoproteinas e as citocinas envolvidas na proliferacdo celular (transforming
growth factor beta 1 — TGF-B1, tumor necrosis factor alpha — TNF-a, platelet
growth factor receptor - PGFR) tém revelado resultados interessantes'®?,
Evidéncias crescentes demonstram que a aterosclerose € uma doenga
imunologicamente mediada e que infecgoes cronicas podem ser agentes
importantes na patogénese de sindromes coronarianas agudas, favorecendo o

processo de aterosclerose e trombose pela elevagédo dos niveis sangtiineos de




fibrinogénio, leucécitos e citocinas e pela alteragéo do metabolismo e fung¢édo das
células endoteliais e macréfagos®.

Os estudos correlacionando a expressdo fenotipica da DAC a
polimorfismos genéticos tém revelado resultados conflitantes. Isto & perfeitamente
compreensivel levando em consideragao 0s seguintes aspectos: a natureza
multigénica da DAC pela qual polimorfismos simples estdo ligados para
desempenhar um importante papel na expressdo final da doenga; os multiplos
mecanismos patogenéticos envolvidos nas complicagoes da placa ateromatosa
(obstrugéo, ruptura, trombose, vasoespasmo) onde, cada um deles poderia ser
influenciado por uma quantidade variavel de genes e por varios fatores
ambientais. Assim, um Unico polimorfismo génico pode levar a resultados
inconclusivos, devido a rotas metabdlicas redundantes que substituem uma
provavel deficiéncia enzimatica causada por este polimorfismo. Neste caso,
pesquisas que demonstram o efeito de certas mutacdes isoladas séo,
provavelmente resultado de interagdes genotipicas complexas que podem ou nao
estar associadas a etnias especificas.

Os polimorfismos genéticos podem modificar os efeitos dos fatores de risco
nas condicbes pré-clinicas e na doenca. Os genes constitutivos possuem
expressdo génica diferencial devido a polimorfismos herdados influenciando as
principais rotas metabdlicas. Os genes induzidos/reprimidos sdo altamente
influenciados pelo ambiente e geralmente tém respostas complexas, pois
envolvem varios genes e suas interagoes.

Dentre os possiveis eventos moleculares envolvidos na génese da DAC os

principais estéo descritos na Figura 1.

1. Mecanismos bioquimicos da aterosclerose coronariana

O sistema renina-angiotensina — o AGT é uma glicoproteina (alfa-2-
globulina) sintetizada e armazenada em pequenas quantidades no figado sob
controle positivo de estrégenos, horménios glicocorticoides e tireoidianos e a
angiotensina Il (All)®. A renina, uma glicoproteina acida sintetizada nas células
justaglomerulares dos rins, uma vez liberada, age sobre a extremidade N-terminal

do AGT formando o decapeptidico angiotensina | (Al). A Al € um pré-horménio




inativo que, na circulagéo, sob a ag&o da ECA (convertase ou kininase 1) que é

‘uma peptidyl-dipeptidase, encontrada principalmente no puim&o, a hidrolisa

converiendo-a, através da retirada de dois aminoacidos de sua extremidade C-

terminal, num octapeptidico, a All, que é um horménio potente e multifunciona

27,

Essas reacoes da via classica do SRA ocorrem no plasma e em varios tecidos

como rins, cérebro, glandulas adrenais, ovarios, musculo liso vascular e células

endoteliais (Figura 2).
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Figura 1. Eventos moleculares envolvidos na génese da DAC.




Angiotensinogénio

H,N-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-lle-His-Asn-Glu-Glycoprotein
(60 kDa)

Renina

Angiotensina |
H2N-Asp-Arg-VaI-Tyr—Ile-His-Pro—Phe-His-Leu-COOH

ECA Receptores

Angiotensinalll AT1

H2N-Asp-Arg—VaI—Tyr—IIe-His-Pro-Phe-COOH

AT2

Figura 2. Via de sintese das angiotensinas a partir do angiotensinogénio.

A ECA cliva também a bradicinina em produtos inativos. A bradicinina € um
potente estimulador dos receptores B2 nas células endoteliais relacionados a
formagdo do O6xido nitrico (ON) e prostraciclina. Além de seus efeitos
vasodilatadores e de suas propriedades antiagregantes em nivel de plaqueta, o
ON inibe também a proliferagéo e a migragdo das células do musculo liso
vascular. Em especial, a migragdo e a proliferacéo induzidas pela All s&o
reduzidas pelo ON. As propriedades biologicas do ON como vasodilatador e
inibidor da ativacdo da agregagéo e adeséo plaquetaria, da invasao de mondcitos
e da proliferagdo e migracdo das células do musculo liso vascular sédo inibidas
pela acdo da All.

A maioria dos efeitos fisiologicos da All € mediada pela ativacao de
receptores do subtipo AT1, enquanto poucos efeitos, geralmente opostos aqueles
desencadeados pela ativagdo de AT1, tém sido atribuidos a ativagao de
receptores AT2. Os receptores para a All também pertencem a super familia de
receptores acoplados a proteinas G e, no caso dos receptores AT1, o
acoplamento ocorre via proteinas Gq. Conseqlientemente, a estimulagdo de
receptores ATt ativa a fosfolipase C (PLC), aumenta os niveis de diacilglicerol

(DAG) e trifosfato de inositol (IP3), eleva a concentragdo de Ca®" intracelular e




promove ativagdo de varias quinases, modulando as funcoes celulares. A All
também estimula o crescimento celular pela fosforilagdo de tirosina quinase e
conseqilente ativagdo de proteinas envolvidas na transcricdo do RNA. Entre as
acoes da All estdo a contragéo e proliferacéo de células do musculo liso vascular,
aumento da contratilidade e inducdo de hipertrofia cardiaca, estimulagdo da
secrecdo de aldosterona e liberagao de vasopressina, ativacdo do sistema

nervoso simpatico e inibigdo da liberagéo de renina®2°,

A proliferagdo endotelial — o endotélio mantém a estrutura da parede
vascular e controla a passagem de pequenas e grandes moléculas e mesmo de
células inteiras: controla a vasodilatacdo e a vasoconstriccao local, seja em
resposta a alteragbes do fluxo sangliineo ou a agentes vasoativos; contribui,
ainda, para a formagéo do coagulo na tentativa de reparar uma leséo vascular e
também para a remocdo do mesmo, se isso for necessario; promove o
crescimento de novos vasos e a dilatagdo de colaterais quando o sangue precisa
ser desviado para areas isquémicas; direciona, ainda, o sangue de capilares ou
promove o seu fechamento quando ndo estdo perfundidos. Entre os principais
fatores endoteliais responsaveis pelo controle da proliferagdo vascular citam-se o
6xido nitrico (ON), a endotelina (ET-1) e a angiotensina Il. O ON modula o
crescimento de células musculares lisas por mecanismos dependentes e

)23 Ele inibe o

independentes de GMP ciclico (monofosfato de guanosina
crescimento de células musculares lisas e esse efeito € mediado pela inibi¢cdo de
proteinas envolvidas na regulacao do ciclo celular como Cdks (proteinas quinases
dependentes de ciclina) e ciclinas (proteinas sem atividade enzimatica, cujas
concentracdes variam de maneira ciclica, que ativam as Cdks), bem como pela
ativacdo da protefna p21°? (inibidor de Cdk)3%,

Doadores de ON tém sido utilizados para demonstrar os efeitos
antiproliferativos do ON nas células de musculo liso. Andlogos da L-arginina que
inibem a atividade da enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e,
conseqlientemente, a produgdo de ON, como o L-NAME (L-nitro-arginina-metil-
éster), também tém sido utilizados para se investigar os efeitos do ON*%_Como
a inibicio da eNOS por si s levaria a aumento da hipertrofia vascular e cardiaca,
alguns autores sugerem que O L-NAME tem efeitos antiproliferativos

independentemente da sua agéo inibitéria sobre a eNOS* O ON, além de inibir a




proliferacdo de células musculares lisas, inibe a produgdo de niveis basais de
colageno, inibe a diviséo celular e a producao de matriz extracelular estimuladas

por ET-1 e All, além de estimular a apoptose, efeitos estes dependentes de GMP
37,38

ciclico

A ET-1 é considerada um mitdgeno fraco em varios tipos celulares, mas é
um potente agente indutor de crescimento/mitogénese em condi¢cdes especificas
ou em associagio a fatores de crescimento®. A ET-1 também influencia a
deposicdo de matriz extracelular por estimular a sintese de colageno, por diminuir
a atividade de colagenases e metaloproteinases e por regular a migracéo e
adesdo celular através da indugéo de moléculas de ades&o®.

A All atua como mitégeno em células de musculo liso vascular através da
ativacdo de varias vias de sinalizacao, incluindo fosfolipase C (PLC), fosfolipase
A, (PLA,) e fosfolipase D (PLD), bem como pela ativagdo de um grande numero
de quinases: tirosinaquinases, MAPKs (proteinas quinases ativadas por
mitégenos), quinase c-src, Janus e receptores com atividade de tirosina quinase*'.
A All também estimula fatores de transcrigdo como a proteina ativadora-1 (AP-1),
ativadores de transducéo de sinal e transcrigéo (STATSs) e o fator nuclear kappa B
(NFKB)*2*® . Varios estudos demonstram que os efeitos proliferativos da All s&o
mediados pela ativagao de receptores AT1 e que a ativagdo de receptores AT2
pela All contribui para a inibi¢ao do crescimento celular e estimulagao de
apoptose, sendo um mecanismo contra-regulatério da ativagéo de AT1.

A aterogénese — adesdo e a subsegiiente migragcdo de leucdcitos
circulantes para a camada intima s&o mecanismos precoces e importantes para o
inicio e a progresséo da aterogénese. Sugere-se que O denominador comum de
todos os fatores de risco para aterosclerose seja a estimulagao da quimiotaxia e a

44,45

adesdo leucocitaria as células endoteliais A adesdo de leucdcitos é

coordenada por interagbes complexas entre glicoproteinas presentes na
superficie dos leuctcitos e seus correspondentes receptores nas ceélulas
endoteliais. Muitas moléculas de adesdo foram descobertas e elas podem ser
subdivididas em trés grupos: a familia das selectinas: E- (ELAM-1), P- (GMP-140
e a L-selectina (LECCAM); o grupo das integrinas: LFA-1 e MAC-1 (CD-11a/CD18
e CD11b/CD18) e a superfamilia das imunoglobulinas (ICAM-1 e VCAM). A

interacdo inicial entre leucdcito e endotélio é de baixa afinidade e se manifesta




como comportamento de rolar dos leucocitos. As selectinas sdo a familia de
moléculas que mediam esse comportamento. A L-selectina estad normalmente
expressa em muitos leucdcitos circulantes enquanto seu ligante somente esta
presente no endotélio ativado. L-selectina deve ser destacada da superficie do
leucécito ativado para que se possa passar para a etapa seguinte que é a de
aderir firmemente ao endotélioc (etapa importante para o processo de
transmigracédo endotelial). Na etapa de aderéncia sdo expressas na superficie do
leucécito as B2 integrinas (CD11a, CD11b, CD11c que se ligam ao CD18) que
interagem com as moléculas da superfamilia das imunoglobulinas (ICAM-1 e
VCAM-1)*6:47,

Quando o endotélio é ativado em resposta a doencas inflamatorias por
citocinas, no desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas, a expressao dessas
moléculas aumenta marcadamente. Isoformas sollveis estdo presentes na
circulacdo e tem sido demonstrado que estao aumentadas em varias doengas. O
aparecimento dessas moléculas no plasma pode ser resultado da ruptura de sua
ligacdo a superficie endotelial. Como a sua expressao estad sujeita a controle
rigoroso, pois migracao exagerada pode ser danosa, o nivel aumentado das

formas solGveis pode refletir inflamacéo/ativagéo endotelial e aumento da

~ ;s 49
expressao na supetficie celular %%,

A manutencdo da fungéo de barreira do endotélio vascular é critica para a
homeostasia e pode ser comprometida por mediadores inflamatérios, citocinas ou
oxidantes. A expressdo, secre¢do de fatores de crescimento e envolvimento na
migracdo aumentada de células na parede vascular s&o mecanismos pelos quais
a alteracdo da funcao endotelial contribui para a proliferagdo do musculo liso e

formacdo da matriz extracelular **'.

A trombogénese — em condigbes normais, © endotélio forma uma
superficie nao trombogénica que impede a aderéncia de plaquetas e de outras
células sangliineas, bem como a ativagao da cascata da coagulagédo. Essa
propriedade de tromborresisténcia nao é, ainda, completamente compreendida.
Atualmente uma série de fatores coagulantes, fibrinoliticos e antiplaquetarios sao
responsabilizadas por essa propriedade. O endotélio esta em estreito e constante
contato com agentes gerados na corrente circulatéria que podem colocar em risco

a integridade dos vasos sangiiineos e a homeostasia dos constituintes
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sangiiineos. Esta cada vez mais claro o conceito de que o endotélio representa
mecanismo de defesa potente contra esses agentes e para isso expressa uma
série de moléculas, constituindo-se essa em uma das suas principais fungbes
como vasoprotetor e tromborresistente. Algumas dessas moléculas sdo expressas
constitutivamente, enquanto outras sdo produzidas em resposta a estimulos.
Algumas séo expressas na superficie endotelial e outras so liberadas.

Entre as moléculas importantes fisiologicamente para suprimir a ativagéo
plaquetéria e a interagao plaqueta-parede vascular encontram-se a ecto-ADPase,
que é expressa na superficie endotelial, a prostaciclina (PGlz) e o ON, que séo
secretados e agem de forma parécrina. O endotélio normal é capaz de manter
nivel basal constante de PGlz, enquanto a producéo basal de ON ainda néo esta
clara. Os estimulos que mantém a sintese de PGl e do ON constitutivamente s&o
muitos, incluindo trombina, histamina, forga de cisalhamento e mediadores
lipidicos. A atividade ADPdsica da superficie endotelial conferida pela ecto-
ADPase é importante na degradacdo de ADP proveniente da agregacao
plaquetéria, o que indica que essa enzima pode ter papel fisioldégico importante
limitando a extensdo da agregagao plaquetaria®.

Entre as moléculas envolvidas no controle da coagulagéo incluem-se a
trombo-modulina, moléculas semelhantes a heparina, fator de von Wiliebrand,
proteina S e inibidor do fator tecidual, todas elas sintetizadas pelo endotélio e
presentes na superficie endotelial. Além disso, 0 endotélio € o principal sitio de
sintese e secrecdo do ativador do plasminogénio tecidual (tPA) apos estimulos
como trombina, forca de cisalhamento entre outros, e que promovem a fibrinélise’.

Para controlar a atividade do tPA o endotélio produz, ainda, o inibidor da atividade

tPA>.




2 Mecanismos moleculares potenciais na génese da doenca

arterial coronariana

O sistema renina-angiotensina

A investigacdo da expressdo génica dos componentes do SRA tem
evidenciado que os diversos polimorfismos génicos e seus alelos mutantes tém
implicagbes importantes na elevacao dos niveis séricos, principalmente do AGT e
da ECA 5455 Em adicdo, o papel fisiolégico do receptor AT1 da All sugere que ele
possa interagir com o polimorfismo da ECA influenciando no IAM, em nivel
endotelial e na remodelacdo miocardica. Uma das formas terapéuticas que,
comprovadamente, levaram a uma melhoria da morbi-mortalidade no IAM foi a
introdugdo dos inibidores da ECA, que promovem um aumento dos niveis de Al
circulante, assim como ocorre com a All na vigéncia da utilizagao de antagonistas
do receptor AT1. Consequentemente, a associacdo de inibidores da ECA e
antagonistas AT1R promove vasodilatacéo e inibigdo da proliferagdo celular
endotelial e miocardica. O aumento dos niveis séricos de angiotensina | pode
aumentar a atividade da sua via alternativa de metabolismo que esta intimamente
associada a endopeptidase neutra (NEP 24.11), enzima que possui fungéo
complexa na geracao e metabolismo de peptideos vasoativos. Ela atua inativando
os peptideos bradicinina, All e o fator natriurético atrial formando o petideo
Angiotensina 1-7 [Ang (1-7)] a partir da angiotensina 1657 Foi observado um
aumento da Ang (1-7) durante a terapéutica com inibidores da ECA sugerindo
uma alteracdo nas vias de geragéo e degradacdo de peptideos da angiotensina
na circulagdo de animais hipertensos®. Estudos recentes demonstraram que a
Ang (1-7) aumenta a vasodilatagdo induzida pela bradicinina® e produz
hipotensdo quando injetada, em presenca de bradicinina, em ratos
anestesiados®, sugerindo que os sistemas calicreina-cininas e o SRA possam
estar conectados pela interagéo entre Ang (1-7) e bradicinina, contribuindo assim,

para o efeito vasodilatador produzido pelos inibidores da ECA (Figura 3).
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Figura 3. Rotas metabdlicas do sistema renina-angiotensina. AGT (Angiotensinogénio),
Ang | (Angiotensina 1), Ang1-7 (Angiotensina 1-7), Ang Il (Angiotensina Il), AT1 (Receptor
1 da Angiotensina II), AT2 (Receptor 2 da Angiotensina 1), BDK (Bradicinina), ECA
(Enzima Conversora da Angiotensina), eNOS (Oxido Nitrico Sintase endotelial), NEP
24.11 (Endopetidase Neutra 24.11), PEP (Prolil-endopeptidase), tPA (Ativador do

Plasminogénio Tecidual).

O gene do angiotensinogénio — localiza-se no cromossomo 19. Uma
mutacdo no exon 2 desse gene possui a presenca de treonina no lugar de
metionina no residuo 235 da proteina madura e € denominada de T235°%". Ela
estd associada a HAS estando presente em aproximadamente 19% dos
individuos da populagdo ocidental®®. Individuos portadores do gendtipo
homozigoto M235/M235 apresentam médias menores de nivel de
angiotensinogénio  plasmatico; 0s heterozigotos M235/T235 tém niveis
intermediarios e os homozigotos T235/T235 possuem as médias maiores do nivel
de angiotensinogénio plasmatico®”. Estes apresentam um risco de doenca
cardiovascular duas vezes maior que os homozigotos M235/M235%. A relagéo
significativa observada entre estas variantes do AGT, seus produtos protéicos e
os fenétipos da doenga cardiovascular sustenta a evidéncia de um possivel papel
do AGT elevado circulante na patogénese da DAC.

O gene da enzima conversora de angiotensina — estd localizado no

cromossomo 17 e é caracterizado por um polimorfismo baseado na presenca
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(Insercéo-l) ou auséncia (Delec&o-D) dentro do intron 16 de um par da base 287
sequiéncia repetida da Alu resultando em trés gendtipos: DD e Il homozigotos e ID
heterozigoto®. O gendtipo DD esta associado com o dobro do nivel da atividade
sérica da ECA do que o gendtipo Il, e niveis intermediarios nos heterozigotos. O
estudo multicéntrico ECTIM®® avaliou esse polimorfismo e constatou que o alelo D
estava associado & histéria paterna de IAM fatal, e que era mais freqlente nos
pacientes masculinos. O efeito co-dominante do alelo D foi comprovado pelo risco
de infarto do miocardio (IM), com riscos relativos de 1,57 para DD versus Il e 1,26
para ID versus Il. Em individuos considerados de baixo risco para IAM de acordo

com os fatores de risco classicos, o risco relativo de DD versus [D+ll foi 2.7 (p<
0,0005)57%°,

O gene do receptor 1 da angiotensina Il — com a clonagem do cDNA do
receptor AT1 foi possivel identificar um polimorfismo na regido 3’, ndo traduzivel e
correspondente a uma transversdo A-C na posi¢éo do nucleotideo 1166 da
seqiiéncia do mRNA. O polimorfismo A1166C do gene AT1R esta associado com
IM e hipertrofia ventricular esquerda. O alelo A e 0 genodtipo AA atuariam como
efeito protetor sobre o desenvolvimento de DAC de manifestacdo prematura,
enquanto o gendtipo CC e o alelo C aumentariam o risco. O efeito protetor do

: ; 70,71
gendtipo AA é mais significante que a agcao predisponente do homozigoto CC .

3. Outros mecanismos moleculares potenciais

Fatores ligados a coagulagdo sanguinea e a agregacao plaquetaria —

uma variacdo genética na regido 3'- UTR do gene da protrombina substitui uma

Guanina por Adenina no nucleotideo 20210 e foi associada, recentemente, como

um importante fator de risco para a DAC’27. Foi observado que pacientes com

DAC apresentavam valores significantemente elevados do fragmento de
protrombina F1+2"*.

Altos niveis plasmaticos do fator VIl da coagulagdo tém sugerido uma
maior mortalidade devido a DAC™ e deve também influenciar um risco do IM

familiar”®. O polimorfismo do gene do fator Vil pode ter influéncia neste risco. Isto

R e s VI i Tl Sl vl i R i e -3 e e F A ST SR by FHRUMUVRE, TG At i b - Naegy, T s - PR APPSR R R ittty



R it S e i it I L ot s e il e S R A T N et dh vt - ST S i
i > L B LTt R P N g e TR DI .o SET A R SR A SOV SO Ny, DU A o

é possivel, pois seu efeito parece promover alteragoes nos niveis de fator VI’
Foi descrita uma nova variacdo de alelo no intron 1a do gene do fator VII humano
que esta geralmente associado como efeito protetor em individuos com alelos de
10 pb e Q353 no promotor e na regido catalitica do mesmo gene. Esta mutacao
intrénica, sozinha ou em associagdo com o polimorfismo do gene do fator Vil
parece conferir maior prote¢éo contra IM em individuos jovens’®
Investigacdes clinico-angiogréficas tém demonstrado o papel da formacao
do trombo na patogénese das sindromes coronarias agudas. O processo de
formagdo do trombo é iniciado pela adesao das plaquetas aos vasos lesados que
liera fatores de crescimento e leva a proliferagdo de células vasculares™. A
glicoproteina (Gp) llb/llla tem papel fundamental na aterotrombose ja que
funciona como um receptor para fibrinogénio e fator de von Willebrand durante a
agregacdo plaquetaria®®®’. O polimorfismo inseréo/delecdo da Gp lib/llla tem
papel central na trombose arterial e pode estar associado ao aumento de risco de
complicagbes trombdticas apos implante de stent coronario®. O alelo PIA2 da Gp
lIb/llla esta associado ao IM em pessoas idosas. Pacientes com alelo PIA1/PIA2
apresentam maior risco da condicdo trombdtica que pacientes com gendtipo
PIA1/PIA12%, sendo que o primeiro esta associado & trombose venosa®. Isso é
explicado por seu papel chave na agregacao plaquetaria e hiperplasia da intima
ap6s trauma endotelial, estando, portanto, relacionado a progressao da DAC®>,
A formacdo de uma adesdo estavel entre células sanglineas circulantes,
tais como plaquetas e leucocitos, e um vaso lesado requer mecanismos de
adesdo especializados; e a adesdo destas células é dependente de uma ligacéo
inicial do complexo receptor Gpiba - fator V - fator IX ao fator de von
Willebrand®”. A Gp Ibo, é o maior dos polipeptideos do complexo Gpiba V-IX e
contém dentro da sua porcdo N-terminal o sitio de ligacéo ao fator de von
Willebrand®. Desempenha um papel fundamental na adesdo e agregagao das
plaquetas, formagéo de trombos e hiperplasia da intima apds trauma endotelial

estando, portanto, também relacionada a progresséo da DAC 8990,

A associacdo entre o gendtipo da GP1ba e o risco de ocorréncia de DAC foi
encontrada em dois polimorfismos no gene que codifica esta glicoproteina. O
principal é uma transicdo C/T que resulta em um dimorfismo de aminoacidos

(Thr/Met) no residuo 145 da cadeia o da GP1b, localizado dentro do dominio de




ligacdo ao fator de von Willebrand. As conseqléncias funcionais destes dois
polimorfismos no receptor ainda néo estao bem estabelecidas.

O polimorfismo da apolipoproteina-E (ApoE), presenca do alelo epsilon-4,
parece influenciar o desenvolvimento da DAC e IM. Este risco também pode ser
explicado por sua atuagdo nos niveis de trigliceremia. Fatores genéticos que
contribuem para doengas isquémicas do corag&o podem atuar em conjunto ou
independentes. A ApoE é um exemplo independente de risco da DAC?®', podendo
também estar relacionado a reestenose poés-stent °2. Um homozigoto E2 com
hiperlipoproteinemia tipo 1ll, que ocorre raramente na populagdo, mas
corresponde & cerca de 1% dos pacientes com IM, tem um risco aumentado para
DAC, enquanto que o risco do homozigoto E2 com colesterol plasmatico normal
ou subnormal pode ser considerado menor que na populagéo em geral®. O
polimorfismo 219GT da regiao regulatéria de ApoE emerge como um novo fator
de risco para IM®. A influéncia da ApoE como fator de risco no IM parece se dar
por meio de outros mecanismos, que nao somente, Nos efeitos da trigliceridemia
pos-prandial®.

O envolvimento da resposta imune — evidéncias crescentes demonstram
que a aterosclerose é uma doenca imunologicamente mediada, na qual a
producgdo de citocinas aterogénicas e ateroprotetoras presta importante papel
através da infiltracdo de ceélulas mononucleares®. Citocinas, como TNF-q,
participam da DAC e do |IAM aumentando a lesdo miocardica, havendo, inclusive,
correlagdo entre tamanho da area infartada e niveis de TNF-o”’. Além disso, seus
niveis estdo aumentados em pacientes com risco para recorréncia de eventos
coronarianos®. E possivel que o TNF-o. module o crescimento e a fungéo dos
midcitos e fibroblastos® e contribua para a resposta angiogénica em tecidos
isquémicos'®, além de induzir a apoptose de cardiomiécitos'®’.

Estudos que investigaram a express@o dos genes das interleucinas (IL), IL-
10, IL-6, TNF-o e interferon-gama (INF-y), por meio das técnicas semiquantitativas
de PCR-Transcriptase Reversa (RT-PCR) em ratos transplantados, concluiram
que citocinas Th2 (IL-10, IL-6, TNF-a)) apresentaram niveis de expressao génica
cronicamente elevados, sugerindo ser um fator de promogao da DAC. Por outro

lado, o INF-y teve sua expressao méaxima na fase aguda da doenga diminuindo
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rapidamente logo apos'®®. No entanto, estudos envolvendo pacientes deficientes
em INF-y demonstram que ele é requerido para o surgimento da DAC'®,

O TGF-B1 apresenta importante papel na modulagdo do crescimento
celular, diferenciagéo, producdo e degradagédo da matriz extracelular e esta
envolvido na fisiopatologia da DAG'®. A All estimula a expresséo génica da TGF-
B1 e a produco de proteinas por fibroblastos cardiacos o que pode agir como um
estimulo para a formagéo de colagenos. A producdo de TGF-B1 por estas células
pode modular o antagonista especifico do receptor de All sugerindo um beneficio
potencial na prevengéo e atenuagao da fibrose miocardica patolégica'®. O TGF-
B1 é importante regulador do remodelamento vascular e esta envolvido na

patogénese da aterosclerose. O alelo T do gene TGF-f1 parece ser um fator de

risco para uma maior susceptibilidade genética ao infarto%.

Através de técnicas de imunohistoquimica observou-se que a angiotensina
Il induz a produgéo de IL-6, contribuindo para o processo inflamatério na parede
vascular, levando ao desenvolvimento de sindromes coronarianas agudas'®’.
Alguns estudos demonstraram que a delecdo genética da IL-10 aumenta a
infiltracdo neutrofilica no tecido miocardico reperfundido, aumentando a extensdo

da &rea infartada, além de elevar os niveis de TNF-0.'®. A IL-6, citocina pro-

inflamatéria, também tem participagdo na patogénese da DAC, como foi
demonstrado através do aumento dos seus niveis séricos em pacientes com 1AM,
ao contrario dagueles que s6 apresentaram angina pectoris. A sua participag&o no
processo inflamatério da DAC baseia-se também no fato de estar presente néo sé
nas sindromes coronarias agudas, como na isquemia miocardica cronica’®. A
analise de seus niveis pode indicar um risco futuro de IAM'™®. No entanto a IL-10,
citocina antiinflamatéria, encontra-se aumentada em pacientes com angina de

peito'", apresentando fungéo protetora do miocardio isquémico e reperfundido

112

através da supressdo do recrutamento de neutrofilos™™ assumindo, assim, papel

importante na definigdo prognostica em pacientes com 1AM severo''?,

As citocinas Th1, como o interferon-gama, estdo associadas a injuria
imunolégica do miocardio promovendo inflamagao cronica’ .

Acredita-se que o VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor) esteja
associado com isquemia preé-infarto, sendo que seu aumento apos IAM seria

devido a hipoxia provocada pela isquemia aguda do miocardio' ™. A extensdo da
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lesdo miocardica contribui para o aumento dos niveis de VEGF, representando
um importante papel na melthora da fungéo ventricular esquerda e promovendo
angiogénese e reendotelizagéo apos IAM'™.

Infecgbes cronicas associadas a doenga arterial coronariana — agentes
infecciosos podem apresentar importancia fundamental na patogénese de
sindromes coronarianas agudas, favorecendo o processo de aterosclerose e
trombose pela elevagdo dos niveis sangliineos de fibrinogénio, leucdcitos e
citocinas e pela alteracdo do metabolismo e fungdo das células endoteliais e
macréfagos®%. Estudos recentes sugerem o envolvimento causal dos seguintes
agentes: citomegalovirus (CMV), chlamydia pneumoniae, haemophilus influenzae,
mycoplasma pneumoniae, helicobacter pylori e o virus Epstein-Barr''®'2°. E
provavel que a infecgédo pelo herpes virus e pelo CMV esteja associada com
aterogénese e reestenose coronaria, visto que o herpes virus pode ser detectado
em lesbes aterosclerdticas e o CMV pode ter participagdo na aterogénese em
pacientes transplantados121. Pesquisas a procura do genoma do CMV humano e
antigenos, em secgdes histolégicas de coronérias de pacientes transplantados,
utilizando-se imuno-histoquimica, hibridizagdo in situ e PCR, revelaram que
apenas a PCR evidenciou linfécitos humanos CMV positivos”. Estes podem ser
reativados na vigéncia de situagbes de estresse devido a hiperatividade
simpatica, como observado em pacientes que tiveram IAM'?2. A infecgéo prévia
por CMV pode, ainda, aumentar o risco de fendmenos trombdticos coronarianos
pos-colocagao de stent'®. A infeccéo cronica por chlamydia pneumoniae também
tem papel na imunopatogénese da aterosclerose'®*. Estudos clinicos tém
demonstrado titulos mais altos de anticorpos anti-clamidea em pacientes com 1AM
(60-70%) e angina estavel e instavel (50-60%) se comparados a grupos controles
(12-15%), existindo associagdo temporal entre reinfeccdo por chlamydia
pneumoniae e IAM, que sugere que uma infeccdo aguda superposta a uma
crénica ou latente possa levar ao IAM. Existem estudos demonstrando seu DNA

através de técnicas de PCR em lesdes ateromatosas de artérias coronarias'® %,




Implicagoes clinicas

Apesar de suas limitagOes, a hipétese de que a enfermidade coronariana
esteja relacionada a um conjunto de polimorfismos desfavoraveis e suas
interacdes com os fatores ambientais, pode proporcionar um maior entendimento
da contribuicio de genes especificos para o risco de DAC e IM. Além do mais, a
analise do genoma funcional por meio da determinacao do nivel de expressao
génica, poderia contribuir na elucidacdo da interagédo dos mecanismos geneéticos e
ambientais envolvidos nessa enfermidade de etiologia multifatorial. Portanto, estes
estudos podem ser um caminho para desvendar o elo entre o polimorfismo
genético e a expressdo génica na DAC. As possiveis conseqiiéncias destes novos
conceitos sao:

1. A descoberta do perfil gendmico (diagnéstico molecular) podera elucidar
mais precocemente a natureza da DAC permitindo um diagnéstico preciso
da susceptibilidade genética, um tratamento mais efetivo e melhora do
prognostico.

2. |dentificar polimorfismos genéticos favoraveis e desfavoraveis que podem
interagir com os fatores ambientais e fatores de riscos, como hipertensdo
arterial e diabetes, em condigdes pré-clinicas (disfuncéo endotelial).

3. Apbs o desenvolvimento da doenca, determinar os mecanismos genéticos
que podem afetar seu curso, inclusive se sera ou nao fatal.

4. \dentificar os pacientes de alto risco, individualizando-os e fazendo o
tratamento mais apropriado.

5. Farmacogendémica: os testes genéticos poderdo ser de utilidade na
predicdo da eficacia de um medicamento — tratamento baseado em um
padrdo genético individual e especifico.

6. Cardiologia intervencionista gendmica: os procedimentos terapéuticos
cardiacos por intervencdo percutdnea poderdo ser otimizados pelo
conhecimento prévio da predisposi¢do genética como, por exemplo, a
reestenose pds-stent coronario.

7 Possivel beneficio na estratificacéo precoce de risco genético por exames

de DNA e RNA (perfil genémico funcional do individuo), complementando o

diagnéstico bioquimico tradicional.
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Consideracoes gerais

S&do muitos 0s mecanismos moleculares potenciais na génese da doenga
arterial coronariana, no entanto estao cada vez mais evidentes as suas interacdes
nessa complexa enfermidade de alta prevaléncia e de consequéncias clinico,
econdmico e social tdo relevantes.

O objetivo mais ambicioso da medicina preventiva é a implementacéo dos
testes genéticos na profilaxia do infarto do miocardio e da medicina clinica é a
terapia génica que, possivelmente, estara em breve disponivel para uso clinico,

tornando-se importante ferramenta para o cardiclogista adotar a terapéutica mais

adequada para o seu paciente.

Hipoteses

Baseado em diversas evidéncias em animais e humanos supde-se que a
aterosclerose coronariana possa resultar da interacdo de mecanismos genéticos e
ambientais, dentre estes o SRA parece desempenhar um papel importante. O
defeito chave nessa via é, possivelmente, determinado por polimorfismos
genéticos e a regulagdo da expressdo génica junto ao endotélio vascular.
Portanto, os seguintes modelos seréo avaliados: 1) a variante M235T do gene do
AGT esta associada com a DAC e com o IAM; 2) o polimorfismo I/D do gene da
ECA esta implicado na génese da DAC; 3) o polmorfismo A1166C do AT1R esta
associado com o desenvolvimento do IAM; 4) existe uma interagdo positiva entre
os genes do AGT (variante M235T), da ECA (polimorfismo I/D) e do AT1R
(polimorfismo A1166C) para o desenvolvimento do IAM.
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Justificativas

A descoberta da influéncia simultanea de diversos marcadores genéticos
poder identificar precocemente e elucidar a natureza da DAC e do IM permitindo
um diagnéstico mais preciso, um tratamento mais efetivo e melhora do
prognéstico dessa enfermidade de alta prevaléncia e de conseqiéncias clinico-
econdmico-sociais tdo relevantes. Os trabalhos presentemente publicados que
tratam isoladamente dos genes do AGT, ECA e ATIR tém tido resultados
contraditérios. O presente estudo analisa as evidéncias que estdo correntemente
disponiveis e suas conseqliéncias funcionais sobre os trés polimorfismos do SRA
(M235T do AGT, I/D da ECA, A1166C do AT1R), a fim de buscar explicagdo para
o efeito isolado e o da interacdo de genes nas associagOes entre estes
polimorfismos, a DAC e o IAM. Caso esta andlise seja eficiente, este diagnéstico
mais complexo podera vir a fazer parte da avaliagdo da condigao pré-clinica para

os pacientes, tornando-se importante ferramenta para o cardiologista na escolha e

implementagéo da profilaxia e da melhor terapéutica.

Objetivos

1. Avaliagdo do papel da variante M235T do gene do AGT em pacientes com
DAC comprovada angiograficamente, com € sem IAM.

2. Analisar a participagéo do polimorfismo I/D do gene da ECA na génese da

DAC.

3. Estudar o polimorfismo A1166C do gene do AT1R em pacientes com |IAM.

4. Estudar a interacdo entre a variante M235T do gene do AGT, com o
polimorfismo I/D do gene da ECA e o polimorfismo A1166C do AT1R.

5 Analisar a associacdo entre os fatores de risco convencionais e 0
polimorfismo genético dos genes do SRA (AGT, ECA, AT1R) e sua relagéo

com o |IAM.
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Capitulo |

A variante M235T do gene do angiotensinogénio na doenga
arterial coronariana: estudo comparado em pacientes com e sem

infarto agudo do miocardio

Resumo

Objetivo — Estudar o efeito do polimorfismo M235T do gene do
angiotensinogénio (AGT) na doenga arterial coronariana (DAC), na sua
severidade em pacientes com e sem infarto agudo do miocardio (IAM).

Métodos — Estudo transversal com 305 individuos de raga branca que
foram alocados em 2 grupos. O primeiro com 201 pacientes com DAC
comprovada pela angiografia (les&o obstrutiva > 50%), sendo 110 com IAM e 91
sem IAM. O segundo, 104 individuos controles com arterias corondrias normais.
Trés critérios angiogréficos avaliaram a severidade da DAC: o numero de vasos
lesados, a morfologia da placa aterosclerdtica e o escore de risco coronario. Os
fatores de risco coronariano classicos também foram analisados. O polimorfismo
M235T do AGT foi analisado pela PCR-RFLP.

Resultados — A hipertenséo arterial, o tabagismo, o diabetes melito, a
obesidade e os niveis elevados de colesterol total e colesterol LDL predominaram
nos pacientes com DAC. A freqtliéncia dos genotipos TT, MT e MM do AGT néo
" foi estatisticamente diferente entre os pacientes com DAC e controles GF = 0,123;
p = 0,939) bem como nos grupos de infartados e néo infartados (y° = 2,171, p =
0,338). O risco relativo de desenvolver DAC e de apresentar IAM analisado entre
os gendtipos TT vs MM, MT vs MM e TT+MT vs MM néo foi significante. A analise
da severidade da doenca aterosclerotica no grupo de pacientes com DAC
mostrou ndo haver correlagdo com os genotipos; resultado semelhante foi
encontrado na comparagao entre 0s grupos com e sem IAM.

Conclusdo — Este estudo concluiu que n&o ha associagdo entre o

polimorfismo M235T do gene do AGT com a DAC, com a sua severidade e nem

com o IAM.
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The M235T variant of the angiotensinogen gene in the coronary
artery disease: compared study between patients with and

without acute myocardial infarction

Abstract

Objective — To study the effect of the M235T polymorphism of the
angiotensinogen gene (AGT) in the coronary artery disease (CAD) and in its
severity in patients with and without acute myocardial infarction (AMI).

Methods — A transversable study was carried out with 305 white people
who were alocated into two groups. One group with 201 patients with proved CAD
by a coronary angiography (obstructive lesion > 50%) was further subdivided into
two subgroups; 110 patients with AMI and 91 without it. The second group
consisted of 104 controls with normal coronary arteries. Three angiographic
criteria have evaluated the severity of CAD: the number of diseased vessels, the
morphology of the atherosclerosis plaque and the jeopardy score. The factors of
classical coronary risk were also analyzed. The M235T AGT gene polymorphism
was evaluated by PCR-RFLP.

Results — The arterial hypertension, tabagism, diabetes mellitus, obesity,
high total and LDL cholesterol levels predominated in CAD patients. The AGT
gene TT, MT and MM genotypic frequencies were neither statistically different
between CAD patients and controls (> = 0.123; p = 0.939) nor between patients
AMI subgroups (% = 2.171; p = 0.338). The CAD and AMI risk analyzed between
TT vs MM, MT vs MM and TT+MT vs MM genotypes were not significant. The
severity of atherosclerotic disease analysis within the CAD patients group did not

demonstrate correlation with genotypes. Similar results were found between

groups with and without AMI.
Conclusion — This study has concluded that there is no association

between the angiotensinogen gene M235T polymorphism and the CAD, neither

with its severity nor with the AMI.
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Introducao

O sistema renina-angiotensina (SRA) tem fundamental importancia na
homeostasia cardiovascular. O angiotensinogénio (AGT) é o peptideo chave
neste sistema que, sob a agio da renina forma o decapeptidio angiotensina I. Ela
é um pré-horménio inativo que sob a agéo da enzima conversora de angiotensina
| (ECA) sera transformada, por meio da retirada de dois aminoacidos de sua
extremidade C-terminal, no octapeptidio angiotensina |l que € um potente e
multifuncional horménio primariamente envolvido na manutengdo do ténus
vascular e na reabsorgdo do sodio pelos rins'. Entre as suas acdes estdo,
também, a contragdo e proliferagédo de células do musculo liso vascular por
fosforilagdo de tirosina quinase e conseqliente ativagdo de proteinas envolvidas
na transcricdo do DNA, com importante efeito mitégeno®. Portanto, o
angiotensinogénio € um dos componentes que pode estar atuando na patogénese
da doenga arterial coronariana (DAC) e suas diversas sindromes®.

O gene do AGT localiza-se no cromossomo 1g 42-43. Uma mutacéo
denominada de variante M235T esta localizada no exon dois do gene,
correspondendo a uma transicdo de aminodcidos de metionina para treonina na
posicdo 235 da proteina madura e € denominada de T235. Foi demonstrada uma
importante associagéo entre a T235 e a variante molecular no promotor proximal
do gene do angiotensinogénio, uma adenina no lugar da guanina seis
nucleotideos acima do local de iniciacdo da transcricdo, A (-6). A substituicao A/G
no nucleotideo seis afeta especificamente interagoes entre pelo menos um fator
nuclear de transcricido e do promotor do AGT, influenciando assim a velocidade
basal de transcricdo do gene®. Este achado muito provavelmente explica porque
os homozigotos T235 possuem niveis plasmaticos de AGT de 10-20% maior que
os homozigotos M235. A variante T235/T 235 ocorre em freqiiéncia elevada na

populagéo japonesa® e na populagdo ocidental estd presente em
aproximadamente 19%. Individuos portadores do gendtipo homozigoto
M235/M235 apresentam meédias menores de nivel de AGT plasmatico; os
heterozigotos M235/T235 tém niveis intermediarios e os homozigotos T235/T235

,oq . ’ o 6
possuem as médias maiores do nivel de AGT plasmatico”.
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A relacéo observada entre o polimorfismo M235T do gene do AGT (TT, MT
e TT), os seus produtos protéicos e os fendtipos da DAC sustentam a evidéncia
de um possivel papel dos niveis elevados do AGT circulante na sua patogénese.
Este estudo tem como objetivo analisar o papel da variante M235T do gene do
AGT na doenca arterial coronariana, na severidade da lesdo aterosclerdtica

corondria e a sua participagdo no desenvolvimento do infarto agudo do miocardio

(1AM).

Métodos

Estudo prospectivo de delineamento transversal com processo de
amostragem consecutiva realizada nos servigos de hemodindmica do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e do Instituto do Coragéo
do Triangulo Mineiro e analises moleculares no Instituto de Genética e Bioguimica
(UFU) com 305 individuos de raga branca.

Os critérios de inclusdo foram determinados para 201 pacientes elegiveis
com o diagndstico de DAC comprovados pela angiografia coronaria (les&o
obstrutiva > 50%) sendo 110 pacientes portadores de DAC com IAM e diagnéstico
baseado em dados clinicos, eletrocardiograficos e enzimaticos segundo os
critérios da Organizagdo Mundial de Satde’ e 91 pacientes com DAC sem IAM.
Os 104 controles foram individuos com diagnésticos de doenga cardiaca valvular,
dor toracica atipica e doadores para transplante renal, com angiografia coronaria
normal. Os pacientes infartados foram submetidos a cinecoronariografia em ate
duas semanas apds o |IAM; os néo infartados e o grupo controle, logo apos a
realizacdo do diagndstico clinico. A cineangiocardiografia avaliou a severidade da
DAC com os seguintes critérios: numero de vasos acometidos (uniarterial ou
multiarterial)®; caracteristica morfologica da placa aterosclerética (A, B1, B2, C)
conforme descrito por Ellis et al®; escore de risco coronariano que € um metodo
simples para estimar a quantidade de musculo cardiaco em risco baseado na
localizagéo proximal, média, distal e grau de estenose da leséo obstrutiva sendo

que os escores mais elevados estdo associados com uma baixa fracao de ejecao

MR T AL - U .3 Al T, AT G B TR L AT e L T e el T R e g b h L e e ks mmee B
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do ventriculo esquerdo propiciando uma maior informag&o prognéstica segundo

Califf et al'®.
Foram realizadas em todos os individuos histérias clinicas, avaliagéo dos

fatores de risco coronariano convencionais como antecedente familiar de
coronariopatia (primeiro grau), niveis de colesterol total, LDL, HDL e triglicérides,
antecedentes de tabagismo, hipertenséo arterial sistémica (HAS), diabetes melito
(DM), sedentarismo, obesidade (indice de massa corpérea — IMC > 25 Kg/m?).

Foram excluidos os pacientes com doenga maligna sistémica, enfermidade
crénica terminal, antecedentes de infarto do miocérdio, angioplastia coronariana e
cirurgia de revascularizagéo do miocardio.

Todos os procedimentos, riscos e beneficios potenciais foram informados
aos pacientes por meio de formulario préprio para seu consentimento formal.

O protocolo foi submetido & apreciago e liberacéo pelo conselho de ética

da Universidade Federal de Uberlandia.

Analise do polimorfismo M235T do angiotensinogénio

A analise do polimorfismo M235T do gene do AGT foi realizada pela

técnica da reacéo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction - PCR).

As extracbes de DNA foram feitas segundo Sambrook et al'’. A coleta de sangue
periférico foi feita em tubo vacutainer de 5 mL com EDTA, armazenado a 4 °C,
centrifugado para separagdo da camada de leucécitos. Uma aliguota de 500 pL
da camada de leucécitos foi transferida para um eppendorf de 1,5 mL e
acrescentou-se 1,0 mL de tampéo de lise de hemacias (TLH) [NH4Cl 155 mM,
KHCO; 10 mM e EDTA 1mM] em cada amostra, misturando por inversao durante
30 segundos. Esta mistura foi centrifugada a 2.500 rpm durante 5 minutos para
peletizar os nucleos. Descartou-se 0 sobrenadante, repetindo-se o passo por 2 a
3 vezes, até que o pelete adquirisse uma coloragdo creme claro. Foram
adicionados 150 L do Tampé&o de Lise do Ndcleo (TLN) [Tris - HCL 10 mM (pH
8,0), EDTA 2 mM, NaCl 400 mM] e ressuspendeu-se o pelete. Adicionaram-se,
entdo, 5 uL de SDS (dodecil sulfato de sédio) a 10% gelado e 2,5 pL de
proteinase K (20 mg/mL) a solucéo e as amostras foram incubadas por 6 horas a

60 °C, ap6s o que 100 pL de NaCl saturado foram adicionados as amostras que
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foram colocadas em gelo por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a
2.500 rpm por 15 minutos, recolheu-se o sobrenadante e adicionaram-se 800 L
de etanol absoluto gelado, misturando-se por inverséo até que ocorresse a
precipitacdo. Girou-se o tubo em seu eixo no sentido horizontal, para prender o
DNA a parede do tubo, descartando-se o sobrenadante. O pelete foi lavado em
1,0 mL de etanol 70%. Descartou-se o alcool e os peletes foram ressuspendidos
em volume variavel de TE [TRIS - HCL 10 mM, EDTA 1 mM (pH 7,4)] de acordo
com o tamanho dos mesmos. A seguir foi feito o célculo da concentragéo de DNA
por espectrofotémetro a 260 nm. O fragmento do gene do AGT, com 332 pb,
contido no exon dois, cédon 235, foi amplificado por meio da PCR, utilizando os
seguintes primers':

1-5-GGA AGG ACA AGA ACTGCA CCT C-3

2.5'.CAG GGT GCT GTC CAC ACT GGA CCC C-3'

As reacbes foram feitas nas seguintes condigbes: 100 ng de DNA
gendmico, 10 pmoles de cada primer, 200 uM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 1 U

de Taq DNA polimerase e tamp&o da Taq DNA polimerase 1X em um volume final

de 30 uL. A PCR foi feita em termociclador MJ. Research, Inc. utilizando o
seguinte programa: 90 °C por 5 min, 10 ciclos de 94 °C por 40 s, 63 °C 1 min, 72
°C 1 min; seguidos por 25 ciclos de 94 °C 40 s, 63 °C 40s,72°C 1 min e uma
°C por 10 min. O produto amplificado de 332 pb foi

extensao final de 72

visualizado em gel de agarose 1,5% corado com 3 uL de brometo de etideo (10

mg/mL). Dez microlitros do produto de PCR foram digeridos com a enzima Tth

111-1 (Amersham Pharmacia) segundo especificagoes do fabricante. As reagdes

foram incubadas por 3 h a 65 °C que reconhece 0 seguinte sitio de restrigdo:
5'-GACN { NNGTC-3'

3-CTGNN T NCAG-5'
O produto da restrigdo foi visualizado em gel de agarose 3% corado por

brometo de etideo, apds eletroforese a 140 volts por 1 hora.
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Analise estatistica

O programa Statistica 5.5 Statsoft, Inc."® foi utilizado para fazer as analises.
Para indicar o nivel de significAncia estatistica foi considerado o erro a menor que
5% (p< 0,05). O teste de v* de Pearson foi utilizado para analisar as diferengas
das freqiiéncias dos gendtipos entre casos € controles e entre fatores de risco
coronarianos convencionais com os genotipos. As variaveis foram transformadas
em numéricas, atribuindo-se o valor zero para auséncia e 1 para a presenca. As
variaveis continuas foram expressas como média - desvio padrdo e as diferencas
entre os grupos foram comparadas usando o teste t de Student.

O risco relativo foi avaliado pelo célculo da razdo de chances (Odds Ratio —
OR) e seus intervalos de confianca (IC). As diferencas entre as freqiéncias de
uanto aos fatores de risco convencionais, em relagéo as classes

pacientes, g

genotipicas foram avaliadas via modelos lineares generalizados tendo a

distribuicdo da variavel resposta binomial, adotando como fungdo de ligagao a

funcéo logistica.

Resultados

Genotipagem

Os resultados obtidos pela restrigao enzimatica estdo na Figura 1,
demonstrando que a variante M235T apresenta ou nao sitio de restricdo para a
enzima Tth111-1; na presenca de C (citosina) na posicao 704, cédon 235, o
produto amplificado é clivado, resultando em trés fragmentos de 332 pb, 308pb e
24 pb, correspondendo ao gendtipo MT e na presenca de T (timina) na mesma

posicdo o fragmento nédo sofre clivagem, resultando em um fragmento de 332 pb

correspondendo ao genétipo MM. Individuos homozigotos para o alelo T235

apresentam dois fragmentos de 308pb e 24 bp correspondendo ao genotipo TT.
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w— < 308pb

Figura 1. Produtos de restricdo enzimatica da variante M235T do gene do
mozigotos MM = 332 pb. Heterozigotos MT = 332 pb, 308 pb, 24

angiotensinogénio. Ho
pb ndo ¢é visualizado devido a

T-> 308 pb e 24 pb. O fragmento de 24

pb. Homozigotos T
ue 50 pb.

baixa resolugéo do gel para fragmentos menores doq
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Tabela 2. Fatores de risco coronarianos nos pacientes com doenca arterial coronariana

estratificados pelos gendtipos da angiotensinogénio.

Variaveis TT MT MM

n=17(%) n=101(%)  n=83(%) P
Historia Familiar de DAC 05 (29,4) 42 (41,6) 36 (43,4) 0,565
Hipertensao Arterial 13(76,5) 83 (82,2) 66 (79,5) 0,815
Fumantes 06 (35,3) 43 (42,6) 35 (42,2) 0,850
Diabetes melito 04 (23,5) 24 (23,8) 19 (22,9) 0,990
IMC > 25 kg/m* 08 (47,1) 53 (52,9) 48 (57,8) 0,634
Sedentarismo 10 (58,8) 70 (69,3) 48 (57,8) 0,249
Colesterol (mg/dL)

Total > 200 11 (64,7) 68 (67,3) 60 (72,3) 0,705
HDL < 35 01 (5,9) 16 (15,8) 09 (10,8) 0,400
LDL > 159 14 (82,4) 90 (89,1) 72 (86,7) 0,706

Triglicérides > 200mg/dL 01 (5,9) 24 (23,8) 17 (20,5) 0,243

Analises dos pacientes com doenca arterial coronariana infartados e nao

infartados

Dos 201 pacientes portadores de DAC, 91 apresentavam DAC sem IAM e

110 DAC com IAM. No grupo
(63,6 versus 36,4%) e do sexo feminino no grupo de

O habito do tabagismo, o sedentarismo, a

de DAC com |IAM houve predominancia do sexo

masculino sobre o feminino
DAC sem IAM (46,2 versus 53,8%).
hipertensao arterial ‘sistémica, a hist

melito, a obesidade, 0s baixos niveis
LDL e triglicérides nio mostraram diferenca estatistica

6ria familiar de coronariopatia, o diabetes

de colesterol HDL, os niveis elevados de

colestero! total,
significativa entre 0S dois grupos.
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DAC versus controles

TTvsmm —=
MTvs MM HP—1

TT+MT vs MM o1

DAC com infarto versus DAC sem infarto

TTvsMM % —
MT vs MM I—-“""|
TT+MT vs MM —4—
— I | | | | |
OR 0 1 2 3 4 5 6 7

e apresentar DAC associado ao polimorfismo
les e, de ter infarto entre 0s DAC com |IAM
TT vs MM, MT vs MM e TT+MT

Figura 2. Estimativa do risco d
M235T do AGT entre os grupos DAC vs contro
vs sem IAM. Odds ratio das comparagoes dos gendtipos

vs MM.

A distribuicdo dos genotipos do AGT no grupo de DAC sem |AM foi de 37
pacientes MM (40,7%), 49 MT (53,8%) € 9 TT (5,5%). No grupo de DAC com IAM

foi de 46 (41,8%), 52 (47,3%) respectivamente. As diferencas entre

as freqiéncias genotipicas nestes dois
stica

e 12 (10,9%),
grupos nao foram significativas (y* = 2,17;

de sexo e nem de idade entre os trés

p =0,338). Ndo houve diferenca estatf
A andalise entre 0S grupos de DAC sem IAM e DAC com 1AM

esentar infarto para os individuos portadores
OR = 1,93; 1C-95% = 0,62 — 5,97),

gendtipos (p < 0,05)-
(OR) de apr

Mostraram que o risco
M foi baixo (

dos genétipos TT em relacao ao M
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do MT em relacdo ao MM foi baixo (OR = 0,90; IC-95% = 0,50 — 1,63) e do aleloT
(TT+MM) em relacéo ao MM foi baixo também (OR 0,95; IC-95% = 0,54 —1,67).

Tabela 3. Fatores de risco coronarianos nos individuos controles estratificados pelos

gendtipos do angiotensinogénio.

Variaveis ™ T W
n =10 (%) n = 51 (%) n = 43 (%) j
Historia Familiar de DAC 02 (20,0) 17 (33,3) 14 (32,6) 0,701 ‘i;5
E Hipertensao Arterial 08 (80,0) 34 (66,7) 28 (65,1) 0,659 ‘1
| Fumantes 01 (10,0) 15 (29,4) 10 (23.3) 0,407 :f
Diabetes melito 01 (10,0) 07 (13,7) 05 (11,6) 0,924 3
IMC > 25 kg/m? 04 (40,0) 34 (66,7) 19 (44,2) 0,057 |]
Sedentarismo 05 (50,0) 29 (56.9) 26 (60.5) 0,822 *'
Colesterol (mg/dL) ;
Total > 200 02 (20,0) 22 (43,1) 17 (39,5) 0,392 5‘{
HDL <35 05 (50,0) 03 (05.,9) 07 (16.3) 0.109
LDL > 159 05 (50,0) 30 (58,8) 27 (62,8) 0,749

Triglicérides > 200mg/dL 02 (20,0) 07 (13,7) 06 (14) 0,869
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Tabela 4. Analise do chi-quadrado, Odds Ratio e intervalos de confianca para a

S e

freqliéncia alélica do grupo com DAC em relagéo aos controles e 0s grupos de DAC com

infarto em relagdo & DAC sem infarto.

DAC versus Controles

. DAC Controle , Odds
Genétipo A p ] IC (95%)
n=20l(%) n=104 (%) Ratio
T 17 (08,4) 10 (09,6) 0,8807 0,3714 —2,0887
MT 101 (50,2) 51 (49,0) 1,0260 0,6229 — 1,6898
MM 83 (41,2) 43 (41,2) 0,123 0,939
TT+MT 118 (58,8) 61 (58,6) 1,0022 0,6196 —1,6209

DAC com Infarto versus DAC sem Infarto

Com Infarto Sem Infarto Odds

Genotipo : IC (95%
n=110 (%)  n=91(%) P Ratio (35%)
T 2(10,9) 5 (05,4) 19304  0,6239 - 5,9730
MT 52 (47,2) 9 (53,8) 09093  0,5055— 1,6356
MM 46 (41,8) 7(40,6) 2,171 0,338
TT+MT 64 (58,1) 54 (59,3) 0.9533  0,5422 —1,6762

Odds Ratio calculado entre os gendtipos TT, MT e TT+MT em relagdo aos MM.

Analise da severidade da doenca arterial coronaria em relacdo aos

genétipos

R A i A R A

A severidade da DAC em relagdo aos genétipos do angiotensinogénio
avaliada com os critérios de numero de vasos acometidos (uniarterial ou
multiarterial), caracteristica morfolégica da placa aterosclerdtica (A, B1,B2,C)eo
escore de risco coronario apresentados na Tabela 5, demonstrou ndo haver
[‘f’ diferenca estatistica entre os gendtipos. Esta mesma analise realizada entre 0s

grupos com IAM e sem IAM também n&o mostrou diferenga estatistica.




Tabela 5. Analise da severidade da doenga arterial coronariana entre 0s pacientes

com doenca arterial coronariana e os gendtipos do angiotensinogénio.

Variaveis® m T i
n=17(%) n=101(%) n =83 (%)
Numero de vasos lesados
Uniarterial 5 (29,4) 33 (32,7) 25 (30,1)
Multiarterial 12 (70,6) 68 (67,3) 58 (69,9)
Morfologia da placa
A 1(10,0) 1(10,0) 0
B1 1(10,0) 15 (27,3) 13 (28,3)
B2 1(10,0) 14 (25,5) 5(10,9)
C 7 (70,0) 25 (45,5) 28 (60,9)
Escore de risco
2 5 (29,4) 27 (26,7) 21 (25,3)
4 3(17,6) 30 (29,7) 31 (37,3)
6 7 (41,2) 30 (29,7) 31 (37,3)
8 2(11,8) 11 (10,9) 7 (8,4)
10 0 3 (3,0) 2 (2,4)

* o e . f
As variaveis nao foram significativamente diferentes entre os genétipos de acordo

com o teste do chi-quadrado de Pearson.
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Discussao

Os principais fatores de risco para DAC comprovados pela literatura'®
foram avaliados nos casos e nos controles. Diversas publicacdes relatam que o
hébito do tabagismo duplica o risco de DAC™"’; neste estudo ele estava presente
em 41,8% dos pacientes e 25% dos controles mostrando, aqui, ser um importante
fator de risco. Pacientes com antecedentes familiares de coronariopatia em
primeiro grau tem risco maior de desenvolver infarto'®, porém, neste estudo ele
nao foi importante, uma vez que a proporgdo foi de 41,3% nos pacientes e de
31,7% nos controles. A hipertenséo arterial sistémica estd bem estabelecida como
um fator de risco para a doenca isquémica do coracdo'® e, neste estudo, esteve
presente em 80,6% dos pacientes e 67,3% dos controles (p = 0,004). Um
importante ensaio clinico demonstrou uma ampla comprovagéo dos niveis altos
de colesterol total e do colesterol LDL como fator de risco coronariano®, este
achado também teve alta significancia neste estudo (p < 0,0001) o que n&o foi
observado com os niveis de triglicérides (p = 0,169). Os exercicios fisicos tém
efeito protetor contra a cardiopatia isquémica®® embora, neste estudo o
sedentarismo ndo tenha mostrado diferenca entre os grupos. A prevaléncia de
obesidade tem aumentado em todos os paises do mundo, especialmente nos
Estados Unidos da América, onde duplicou a proporgéo de adultos obesos®?°
com descrig0es de sua associagdo com a cardiopatia isquémica, o que nao foi
confirmado neste estudo. O diabetes melito é considerado um fator de risco maior
para a doenga arterial coronariana®® e ficou evidente neste estudo esta
associagdo pois estava presente aproximadamente duas vezes mais nos
pacientes que nos controles.

Est4d demonstrado que os fatores de risco coronarianos classicos podem
explicar apenas cerca de 50% da etiopatogenia da aterosclerose coronaria,
portanto, é imperativa a pesquisa de outros fatores envolvidos nessa
enfermidade. Os fatores genéticos podem vir a ser um poderoso fator de rsco
coronariano e explicar os outros 50%. As recentes pesquisas moleculares tém
dado um grande avanco neste caminho. Os genes que codificam para as
proteinas do sistema renina-angiotensina foram propostos como candidatos e

A . 25,26
potenciais participantes da génese da aterosclerose coronariana .

|
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Observou-se neste estudo que, quando 0s pacientes com doenga arterial
coronariana foram estratificados pelos genotipos TT, MT e MM do AGT em
relacdo aos fatores de risco coronarianos classicos, nenhum deles teve
significancia estatistica. O mesmo fato foi constatado nos controles.

Verificou-se que a distribui¢éo dos gendtipos do angiotensinogénio nao
teve diferenca significativa entre 0s grupos de pacientes com DAC e 0s controles
(¢ = 0,123; p = 0,939); o risco relativo de desenvolver a DAC analisado pelas
comparacdes dos genotipos TT em relagdo ao MM (OR = 0,88; |C-95% = 0,37 —
2,08), dos gendtipos MT em relagao aos MM (OR = 1,02; IC-95% = 0,62 -1,68) e
do alelo T (TT+MT) em relacdo ao MM (OR = 1,00; IC-95% = 0,61 — 1,62) nao foi
diferente entre eles, uma vez que os intervalos de confianca (95%) dos pacientes
com DAC em relacéo aos controles incluem o valor um, podendo-se afirmar que
estes riscos nao foram estatisticamente diferentes de um.

Existe uma controvérsia da associagéo do polimorfismo M235T do gene do
angiotensinogénio com a doenca isgquémica do coracdo?’. Jeunemaitre et al*®
publicaram que o gendtipo TT duplica o risco de infarto do miocardio. Outros
autores demonstraram ser negativa esta associagéozg. Katsuya et al®®,
descreveram também, uma forte evidéncia da associagdo do gene da variante
M235T do angiotensinogénio com 0 risco de doenca arterial coronariana e,
especificamente, de infarto agudo do miocardio. Quando foi realizada a analise do
grupo de pacientes com DAC infartados em relagdo aos ndo infartados 0s
resultados corroboraram o que foi observado na analise anterior; a constatagao
de que os riscos de apresentar infarto do miocardio para os individuos portadores
dos gendtipos TT em relagao aos MM, dos gendétipos MT em relagéo aos MM e do
alelo T (TT+MT) em relacdo aos MM nio foram estatisticamente, diferentes de
um.

Os resultados desta pesquisa indicam n&o haver associagao significante
entre a severidade da doenca arterial coronariana e os genotipos do AGT, em
concordancia com as conclusdes do estudo CORGENE?,

Estudo recente, publicado por Sethi et al®', com mais de 2800 pacientes

demonstrou néo haver associagao dos gendtipos da variante M235T do gene do

AGT com a DAC e o IM. Resultados similares foram encontrados no presente

estudo onde, os dados obtidos demonstram queé este polimorfismo génico nao e
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um fator preditivo independente para o desenvolvimento da DAC e IAM. Outros

autores demonstraram ser negativa esta associacdo®. Os resultados indicam a

possibilidade de haver outros componentes, além deste polimorfismo e dos

o classicos, participando da génese da DAC e do IAM.
o entre varios fatores de risco

fatores de risco coronarian

Assim pode, também, estar ocorrendo uma interagéa

ambientais e genéticos, dificultando a analise e a compreensao dos resultados.

As abordagens genéticas para doeng
imitacdes como tamanho da amostra, etnia, viés de publicacéo de

inicdo acurada dos fendtipos € auséncia

as multigénicas e multifatoriais

complexas tém |
resultados positivos, grupo controle, def
de estudos sobre interacdo génica e interagao ambiental.

O presente estudo demonstrou que, na populagao estudada e nas

condigdes clinicas estabelecidas, nio ha associacdo entre o polimorfismo M235T

do gene do AGT e a DAC, com sua severidade e tdopouco com a presencga ou

nao do |AM.
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Capitulo lI

Analise do polimorfismo no intron 16 do gene da enzima

conversora de angiotensina na doenca arterial coronariana

Resumo

Objetivo — Investigar a associagdo do polimorfismo I/D no intron 16 do
gene da enzima conversora de angiotensina (ECA) com a doenga arterial
coronariana (DAC) e o infarto agudo do miocardio (IAM).

Métodos — Trezentos e cinco individuos foram admitidos de forma
consecutiva e alocados em dois grupos: 0 primeiro, com 201 pacientes com DAC
significativa comprovada pela angiografia coronéaria (lesdo obstrutiva > 50%)
sendo, 110 com IAM e 91 sem IAM; o segundo, 104 individuos controles com
artérias coronarias angiograficamente normais. O polimorfismo I/D do gene da
ECA foi analisado através da reagdo em cadeia da polimerase no DNA dos
leucéeitos do sangue periféerico.

Resultados — Dentre os fatores de risco coronarianos classicos somente 0
tabagismo, o diabetes melito, os niveis elevados de colesterol total e LDL e a
hipertenséo arterial sistémica predominaram no grupo com DAC (p < 0,05). A
distribuicdo dos genotipos no grupo com DAC foi de 32,8% no DD, 48,8% no ID e
18,4% no Il. No grupo controle foi de 49,0%, 31,7% e 19,2%, respectivamente.
Houve diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,009), porém sem aumento de
risco de DAC (DD vs Il, OR = 0,69 e IC-95% de 0,36 a 1,34; IDvs Il, OR=1,60 €

IC-95% de 0,81 a 3,14). Na comparagédo entre 0S pacientes com IAM e os

controles foi observado padréo similar, tambem estatisticamente significante (p =

0,011), porém sem aumentar a chance de apresentar infarto.
— Os resultados deste estudo demonstram ndo haver evidéncia
om a DAC e o IAM.

Concluséo
de associagéo do polimorfismo I/D do gene da ECAc
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Analysis of intron 16 polymorphism of the angiotensin-converting

enzyme gene in the coronary artery disease

Abstract

Objective — To investigate the association pbetween the intron 16
polymorphism of the angiotensin-converting enzyme (ACE) gene and coronary
artery disease (CAD) and acute myocardial infarction (AMI).

Methods — Three hundred and five patients were assigned in order to study
them consecutively and was alocated into two groups: the first one consisted of
201 patients with significant CAD proved by the coronary angiography (obstructive
lesion > 50%). Within this group, 110 patients had AIM and 91 patients did not.
The second one had 104 individuals with angiographically normal coronary
arteries (control group). The ACE I/D polymorphism was analysed through PCR in
DNA from peripheral blood leukocytes.

Results — Among classical cardiovascular risk factors, only the smoking
habits, the diabetes mellitus, the high levels of total cholesterol, the LDL
cholesterol and the systemic arterial hypertension have predominated in the CAD
group (p < 0.05). The genotypic frequencies in the CAD group was 32.8%, 48.8%
and 18.4%, for the DD, ID and I, respectively. The control group presented the
following frequencies: 49.0%, 31.7% and 1 9.2%, respectively. There was a
statistical difference between the two groups (p = 0.009); however; it has not
increased the risk of CAD (DD vs Il, OR = 0.69 and Cl-95% = 0.36 — 1.34; ID vs
I, OR = 1.60 and CI-95% = 0.81 — 3.14). Comparing both, the AMI patients and
controls, a signficant result was also observed (p = 0.011), without a significant
risk of infarction, as well.

Conclusion — The results from this study demonstrate that there is no

association between the ACE I/D polymorphism with the CAD and the AMI.
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Introducao

Estudos recentes tém demonstrado importantes pProgressos nos
conhecimentos fisiopatolégicos e terapéuticos da doenca arterial coronariana
(DAC) e suas conseqiiéncias, o infarto agudo do miocérdio (IAM), a angina de
peito instavel, a insuficiéncia cardiaca e a morte subita, porém, mantém-se como
a principal causa de morbidade e mortalidade nos paises ocidentais. Constitue um
paradigma de doenga complexa e multifatorial sendo resultado da interagéo de
multiplos fatores genéticos e ambientais.

Observando-se o decréscimo de |AM em pacientes com cardiopatia
isquémica e/ou disfungéo ventricular esquerda que tomavam inibidores da enzima
conversora de angiotensina | (ECA)' houve grande interesse em desvendar o elo
entre o sistema renina-angiotensina (SRA) e a aterogénese. O mecanismo pelo
qual a ativagdo do SRA poderia causar 1AM nido estd bem estabelecido,
entretanto evidéncias tanto em animais quanto em seres humanos, sugerem que
o aumento local ou sistémico da angiotensina Il (All) pode ser fundamental no
desenvolvimento da DAC2 A confirmagdo de que estes achados pudessem
realmente ser representativo de um fator de risco importante para a cardiopatia
isquémica veio com a descrigdo do polimorfismo do gene da ECA, que identificou
a delecdo de um alelo com uma prevaléncia aumentada em portadores de
cardiopatia isquémica® **.

A ECA ou convertase, ou kininase |l € uma peptidyl-dipeptidase que
hidrolisa na circulacdo um decapeptideo inativo, a angiotensina |, e a converte
num octapeptideo, a angiotensina 1l, um potente agente vasopressor que
apresenta propriedades mitégenas®®. O gene da ECA estd localizado no
cromossomo 17. E caracterizado por polimorfismo, insercdo/delegdo, baseado na
presenca (insergao-1) ou auséncia (delegéo-D) de um fragmento de 287 pares de
bases dentro do intron 16 do gene, identificado pela hibridagdo com uma sonda
de cDNA. Nos trés genotipos resultantes, homozigoto Il, o heterozigoto iIDeo
homozigoto DD, observou-sé que © gendtipo DD estava associado ao dobro do
nivel da atividade sérica da ECA em relagao ao Il e niveis intermediarios,
comparado aos heterozigotos 1D (Il: 299 pg/L, 1D: 393 pgll. e DD: 494 pg/L)'".
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Varios estudos comprovaram a associagao entre IAM e a presenga do alelo D do
gene da ECA'®?', porém outros guestionaram a veracidade desses fatos®?2,
Estas conclusées contraditérias originaram davidas sobre a real importancia do
polimorfismo do gene da ECA na patogénese do IAM2528_ Uma das limitagGes de
alguns estudos®'8% foi a selegio dos pacientes com varios meses ou anos apos
o IM e de outros, a ndo comprovagdo angiogréfica da etiologia aterosclerética do
IM, que poderia influenciar nos resultados da correlagdo gene da ECA - niveis
plasmaticos de ECA - DAC - IAM.

O objetivo do presente estudo é investigar se o polimorfismo I/D do gene
da ECA estd asssociado com a doenca arterial coronariana em pacientes
infartados e ndo infartados comprovados angiograficamente e se representa um

fator de risco independente para essa enfermidade.

Métodos

Realizou-se um estudo de corte transversal com trezentos e cinco
individuos de raca branca que foram recrutados, prospectivamente, de forma
consecutiva entre os admitidos no Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia e no Instituto do Coracéo do Triangulo alocados em dois grupos, 0
primeiro, de 201 pacientes com DAC, sendo 91 com o diagnostico de IAM de
acordo com a definicio da Organizagio Mundial da Satide® comprovados pela
angiografia e ventriculograﬁa30 e 110 pacientes com DAC nao infartados,
recrutados entre os individuos com diagnéstico de doenga isquémica do coragao,
comprovados angiograficamente. O segundo grupo, de controles, constituiu-se de
104 individuos com diagndsticos de doenga cardiaca valvular, dor toréacica atipica
e doadores para transplante renal, com angiografia coronaria normal. Os
pacientes infartados foram submetidos a cinecoronariografia em até duas
semanas apos o IAM; os ndo infartados e o grupo controle, logo apos a realizacao
do diagnéstico clinico. Com 0 intuito de avaliar a aterosclerose coronariana € a
sua extensdo foram analisados os seguintes aspectos: 1) leséo coronariana

obstrutiva maior que 50%; 2) areas segmentares de hipocontratilidade na

ventriculografia esquerda. Os pardmetros da cineangiocardiografia foram

avaliados por trés hemodinamicistas independentes.
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Foram excluidos os individuos com infarto do miocardio prévio, os ja
submetidos a revascularizagdo miocardica ou angioplastia percutanea
transluminal coronaria e os portadores de doengas sistémicas e malignas.

Os fatores de risco cardiovascular que estdo classicamente estabelecidos
foram documentados tais como: histéria familiar de DAC na primeira geracgao,
hipertensio arterial sistémica (HAS), o habito do tabagismo, niveis elevados de
colesterol total e colesterol LDL, niveis baixos de colesterol HDL, niveis elevados
de triglicérides, diabetes melito (DM) e a obesidade, avaliada pelo indice de

massa corpérea (IMC > 25 kg/m?)*".
Determinacio do gendtipo da enzima conversora da angiotensina

O DNA foi extraido dos leucécitos de uma amostra de sangue periférico e
0s gendtipos foram determinados com a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), amplificando a regido /D do gene da ECA%2®_ Foram
realizadas duas repeticdes em todos 0s Casos. Testes para excluir contaminacao
consistiram da casualizagdo das amostras em cada repeticdo, manipulagao

individual de cada amostra e procedimentos em ambientes separados (extragao,

preparo da reacéo e amplificag@o).
Extracio do DNA, amplificagao e detecgdo do gene da ECA

As amostras de sangue colhidas dos pacientes foram conservadas a 4 °C

por, no maximo, uma semana antes da extracdo dos acidos nu
do DNA gendmico foi realizada de acordo com os procedimentos para
A camada de leucécitos foi separada por
pao (100 mM Tris-HCI;

cleicos. A extragao

Microextragdo de Sambrook et al*
Centrifugacdo e as células foram lavadas em solucdo tam
500 mM de KCl e 15 mM de MgClz), submetidas a digestéo por proteinase K (100
9/mL). As proteinas e debris celulares foram precipitadas por centrifugagéo. O
DNA, em solugdo no sobrenadante, foi precipitado  por isopropanol e
ressuspendido em solugao tampdo. A reagao em cadeia da polimerase foi
(PTC-100-60). O par de primers

realizada no equipamento MJ Research
. A reacédo consistiu

(iniciadores da reagéo) foi o mesmo descrito por Rigat et al'’
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de 50 ng de DNA, 1U de Thermus aquaticus (Tag) DNA polimerase, 8 pmol de
cada primer, 2 mM de MgCl, e 100 uM de dNTPs. Procedeu-se a 38 ciclos nas
seguintes temperaturas-e tempos: 94 °C/1min; 60 °C/30s e 72 °C/imin. Os
produtos amplificados foram separados em eletroforese em gel de agarose 1% e
visualizados sob luz ultravioleta na presenca de brometo de etideo. Os produtos
analisados apresentaram trés conformacdes: homozigoto normal (I/I: molécula de
DNA com 517 pares de bases), heterozigoto (I/D: moléculas de DNA com 517 e
230 pares de bases) e homozigoto alterado (D/D: molécula de DNA com 230
pares de bases). Os gendtipos foram determinados pelo examinador, sem o
conhecimento se a amostra pertencia a pacientes com DAC ou controles (teste
cego).

Todos os procedimentos, riscos e beneficios potenciais foram informados

ao0s pacientes por meio de formulario proprio para seu consentimento formal.

O protocolo foi submetido & apreciacéo e liberacéo pelo conselho de ética

da Universidade Federal de Uberlandia.

Andlise estatistica
O programa Statistica 5.5 Statsoft Inc.% foi utilizado para fazer as analises.

Para indicar o nivel de significancia estatistic
5% (p< 0,05). O teste do x> de Pearson foi utilizado para analisar as diferengas

a foi considerado o erro a menor que

das freqliéncias dos gendtipos entre casos e controles e entre fatores de risco

coronarianos convencionais com 0s genotipos. As variaveis foram transformadas
or 0 para auséncia e 1 para a presenca. As
média - desvio padréo e as diferengas

e Student.

em numéricas, atribuindo-se o val
varidveis continuas foram expressas como

entre os grupos foram comparados usando o teste t d
O risco relativo foi avaliado pelo caloulo da razéo de chances (Odds Ratio —

OR) e seus intervalos de confianca (IC)%. As diferencas entre as freqiiéncias de

Pacientes, quanto aos fatores de risco convencionais, em relagéo as classes

genotipicas foram avaliadas via modelos lineares generalizados tendo a

distribuigéo da variavel resposta binomial, adotando como funcdo de ligagcdo a

funcao logistica.
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Resultados

O polimorfismo determinado em cada loco representa um sistema dialélico.
A consisténcia das distribuicdes genotipicas observadas com suas expectativas
sob o equilibrio de Hardy-Weinberg foi testada em cada amostra. A populagéo
estudada (n = 305) apresentou o valor de 3,45 no teste do qui-quadrado com valor

de p = 0,1779 mostrando que esta em equilibrio.

Genotipagem

A determinagdo dos genodtipos do gene da ECA realizada pela PCR
mostrou trés padrdes de produtos nos pacientes e controles: o homozigoto Il
(molécula de DNA com 517 pares de bases), o heterozigoto ID (moléculas de
DNA com 517 e 230 pares de bases) e 0 homozigoto mutante DD (moléculas de

DNA com 230 pares de bases), Figura 1.

Figura 1. Produtos amplificados do gene da enzima conversora da angiotensina.

M ~ marcador de 100 pb; 1 € 2 — homozigotos normais (I); 3, 4 e 5 — homozigotos para &

delecdo (DD) e 6 e 7 — heterozigotos (ID).
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Analise entre os grupos com doenca arterial coronariana e controles

Dos 305 individuos incluidos no estudo o grupo com DAC correspondeu a
201 pacientes com média de idade de 61,5 + 10,85 anos e 0 grupo controle, a 104
individuos com média de idade de 56,69 + 11,52 anos, sendo a diferenca entre
estes estatisticamente significativas (p < 0,05). O sexo masculino predominou no
grupo com DAC (55,7%) e o feminino nos controle (57,6%). Dentre os fatores de
risco coronariano classicos, a histéria familiar de coronariopatia, a obesidade, 0
sedentarismo, os baixos niveis de colesterol HDL e os niveis altos de triglicérides,
ndo mostraram diferenca significativa entre os grupos. O hébito de fumar, o
diagndstico de diabetes melito, 0s niveis elevados de colesterol total, colesterol

LDL e a hipertenséo arterial sistémica predominaram no grupo com doenca

arterial coronariana, sendo estatisticamente superiores aos controles, (Tabela 1).

Tabela 1. Fatores de risco coronariano nos pacientes com doenga arterial coronariana e

nos coniroles.

DAC Controles

Variaveis n =201 (%) n =104 (%) P
Histéria Familiar de DAC 83 (41,3%) 33 (31,7%) 0,103
Hipertensao Arterial 162 (80,6%) 70 (67,3%) 0,010
Fumantes 84 (41,8%) 26 (25,0%) 0,004
Diabetes melito 47 (23,4%) 13 (12,5%) 0,023
IMC > 25kglm2 109 (54,2%) 57 (54,8%) 0,923
Sedentarismo 128 (63,7%) 60 (57,7%) 0,308
Colesterol (mg/dL)

Total > 200 139 (69,2%) 41 (39,4%) 0,0001
HDL < 35 26 (12,9%) 15 (4,4%) 0,718
LDL > 159 176 (87,6%) 62 (59,6%) 0,0001

Triglicérides > 200 mg/dL 42 (20,9%) 15 (14,4%) 0,169
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Quando foram analisados os individuos controles estratificados pelos
genbtipos da ECA observou-se que a média de idade foi semelhante 57,2 £ 11,9

anos e que nao havia diferenca estatistica significativa em nenhum dos fatores de

risco coronariano classicos (Tabela 2). Esta mesma analise nos pacientes

portadores de DAC mostrou que estas variaveis também nao foram
estatiscamente diferentes entre os trés gendtipos da ECA (Tabela 3).

A distribuicdo dos genotipos nos 201 pacientes com DAC foi de 32,84% no
DD, 48.76% no ID e 18,40% no |l e nos 104 individuos controles foi de 49,04% no
DD, 31.73% no ID e 19,23% no Il (* = 9,341; p =0,009). O risco relativo (OR) de
os genétipos DD vs Il foi 0,69 (IC-95% = 0,36
(IC-95% = 0,81 — 3,14) e do alelo D

desenvolver DAC na comparagéo d
~ 1,34), dos genétipos 1D vs Il foi 1,60
(DD+ID) vs Il foi 1,05 (IC-95% = 0,57 — 1 ,93), Tabela 4.

Tabela 2. Fatores de risco coronariano nos individuos controles estratificados pelos

gendtipos da enzima conversora da angiotensina I.

DD ID H
Variaveis n = 51 (%) n = 33 (%) n =20 (%) P
Historia Familiar DAC 15 (29,4) 13 (39,4) 5(25,0) 0.487

34 (66,7) 23 (69,7) 13 (65,0) 0,931
08 (15,7) 12 (36,4) 06 (30,0) 0,086
05 (15,2) 0 (0,0) 0,170

Hipertensio Arterial

Fumantes

Diabetes melito 08 (15,7)
28 (54,9) 18 (54,5) 11 (55,0) 0,999

IMC > 25 kg/m?

Sedentarismo 27 (52,9) 22 (66,7) 11 (55,0) 0,445

Colesterol (mg/dL)

Total > 200 25 (49,0) 10 (30,3) 06 (30,0) 0,145
HDL < 35 05 (9,8) 06 (18,2) 04 (20,0) 0,414
LDL > 159 33 (64,7) 19 (57,6) 10 (50,0) 0,503

Triglicérides > 200mgidL. 11 (21,6) 03 (9,1) 01 (5,0) 0,116
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Tabela 3. Fatores de risco coronariano nos pacientes com DAC estratificados pelos

gendtipos da enzima conversora da angiotensina I.

DD iD I
Variaveis n=66(%) n=98(%) n=37(%) P
Historia Familiar DAC 34 (51,5%) 35(35,7%) 14(37,8%) 0,117
Hipertensio Arterial 57 (86,4%) 76 (77,6%) 29 (78,4%) 0,350
Fumantes 27 (40,9%) 40 (40,8%) 17 (45,9%) 0,851
Diabetes melito 17 (25,8%) 20 (20,4%) 10(27,0%) 0,617
IMC > 25 kg/m? 41 (62,1%) 49 (50,0%) 19(51,4%) 0,289
Sedentarismo 47 (71,2%) 59 (60,2%) 22(59,5%) 0,299
Colesterol (mg/dL)
Total > 200 48 (72,7%) 67 (68,4%) 24 (64,9%) 0,690
HDL < 35 4(6,1%) 15(153%) 7(189%) 0,109
LDL > 159 63 (95,5%) 83 (84,7%) 30(81,1%) 0,051

Triglicérides > 200mgidL 15 (22,7%) 21 (21,4%) 6(16,2%) 0,726

Anidlise dos pacientes com infarto agudo do miocardio estratificados pelos

gendtipos

Nos pacientes com IAM a média de idade foi igual (62,4 £ 11,27 anos) e
n&o houve diferenca entre os sexos (p = 0,659). Os fatores de risco coronariano
clissicos niao se mostraram estatisticamente diferentes entre os trés gendtipos
(Tabela 5). A freqiiéncia dos genétipos nos pacientes com IAM foi de 32,7% do
DD, de 51,8% do ID e 15,5% do II: nos controles foi de 49,0%, 31,7% e 19,2%,
respectivamente (° = 9,06; p = 0,011). O risco relativo de apresentar IAM foi
avaliado nas compara¢oes dos gendtipos DD com Il (OR = 0,83; 1C-95% = 0,38 -
1,80), ID com Il (OR = 2,03; IC-95% = 0,93 - 441) e do alelo D (DD+ID) com o |l

(OR = 0,87:; 1C-95% = 0,41 —1,83), Figura 2.



Tabela 4. Andlise do chi-quadrado para a freqiéncia alélica entre os grupos DAC vs

controles e infarto vs controles, seus Odds Ratio e intervalos de confianga.

DAC versus Controles

. DAC Controle Odds
Genotipo p IC (95%)
n=201 (%) | n=104 (%) Ratio
DD 66 (32,8) | 51 (49,0) 0,69 0,3632 — 1,3471
ID 98 (48,8) | 33 (31,7) 1,60 0,8198 — 3,1432
|| 37 (18,4) | 20(19,2) | 9,341 | 0,009
DD+ID 164 (81,5) | 84 (80,7) 1,05 0,5768 — 1,9311
Infarto versus Controles
. Infarto Controle Odds
Genétipo p IC (95%)
n=110 (%) | n=104(%) Ratio
DD 36 (32,7) | 51(49,0) 0,8304 0,3827 — 1,8019
ID 57 (51,8) | 33(31,7) 2,0321 0,9354 — 4,4144
] 17 (15,5) | 20(19,2) | 9,068 | 0,011
DD+ID 93 (84,5) | 84 (80,7) 0,8782 0,4198 - 1,8370

Odds Ratio- medida do risco relativo entre os individuos portadores dos genétipos DD, ID
e do alelo D (genétipos DD+ID) em relagéo aos individuos com gendtipos Il

Tabela 5. Fatores de risco coronariano nos pacientes portadores de infarto agudo do

Miocérdio estratificados pelos gendtipos da enzima conversora da angiotensina .

DD ID T
Variaveis n=36(%) | n=57(%) | n=17(%) | "

Historia Familiar de DAC 20 (5,6%) | 23 (40,4%) | 8(47,1%) | 0,358
Hipertensao Arterial 32(89,9%) | 46 (80,7%) | 14(82,4%) | 0,576
Fumantes 19 (52,8%) | 26 (45,6%) | 7(41,2%) | 0,686
Diabetes melito 7(19.4%) | 14(24,6%) | 6(353%) | 0457
IMC > 25 kgim? 51 (56,3%) | 22(38,6%) | 10(58,8%) | 0,113
Sedentarismo 27 (75,0%) | 35(61,4%) | 9(52,9%) | 0,227
Colesterol (mg/dL)

Total > 200 55 (60.4%) | 41(71.9%) | 12(70,6%) | 0,967
HDL <35 2 (5,6%) 10 (17,5%) | 5(29,4%) | 0,066
LDL > 159 33(01,7%) | 47 (825%) | 13(765%) | 0296

Triglicérides > 200mg/dL 9 (25,0%) 16(28,1%) | 3(17.6%) | 0,685
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Figura 2. Estimativa do risco de apresentar DAC associado ao polimorfismo I/D da ECA
entre os grupos DAC vs controles e, de ter infarto, entre os grupos infarto vs controles.
Odds Ratio dos gendtipos DD vs I, ID vs Il e DD+ID vs Il
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Discussao

No presente estudo na comparagao entre os grupos de pacientes com DAC
em relacdo aos individuos controles observou-se que, dentre os fatores de risco
coronariano classicos a hipertensdo arterial sistémica, a obesidade, o tabagismo,
o diabetes melito e os niveis elevados de colesterol total e colesterol LDL
apresentaram diferenca estatisticamente significativa, estando presentes de
Mmaneira relevante nos pacientes com DAC. Este fato poderia explicar,
parcialmente, o acometimento desses pacientes pela DAC como esta
comprovado na literatura®’. Na analise desses fatores de risco no grupo controle e
no grupo de pacientes portadores de DAC em relagdo aos gendtipos da ECA
constatou-se nio haver diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
de DAC e controles para nenhum destes fatores; estes dados podem indicar que
os fatores de risco coronariano nédo estéo associados com o polimorfismo I/D do
gene da ECA.

As bases das associacbes genéticas com enfermidades complexas tém
sido descritas por diversos autores, entre outros por Risch™. Junto aos problemas
derivados do tamanho da amostra e da diversidade étnica, acrescenta-se o das
metanalises que podem apresentar um viés de interpretagao, pois, infelizmente,
existe uma certa tendéncia a publicar aqueles trabalhos nos quais foi

demonstrada uma associagcao positiva, fato este que dificulta a analise dos

. ~ 40
estudos de associagao®®.

Na descricdo da associagao do alelo D do gene da ECA com niveis

plasmaticos e celulares elevados de angiotensina Il foi proposto que esta levaria a

um aumento crénico da expresséo desta enzima por modular os seus niveis e

também os de bradicinina em locais especificos, afetando a homeostasia

cardiovascular e, possivelmente, implicando no aumento do risco de DAC e IM.

Desde o relato inicial de Cambien®, varios autores descreveram suas experiéncias

com o polimorfismo do gene da ECA como fator de risco coronario. Alguns

estudos de grande envergadura como O Physician’s Health Study, com 33500

Médicos?* e o estudo 1S1S-3*", com 11000 pacientes, negam qualquer relagéo
deste polimorfismo com o infarto do miocardio. Em duas grandes metanalises

. . 'y 9 H :
Publicadas, uma conclui posltlvamente3 e outra, mais recente, com mais de
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32000 individuos de raca branca, também encontrou aumento significativo de
risco nos portadores do genétipo homozigoto DD*. Os trabalhos foram similares
quanto a técnica de genotipagem, porém, diferentes quanto a selegdo dos
pacientes, inclusive alguns com grupos étnicos bem diversos e outros foram
controversos quanto aos resultados.

No presente estudo, observou-se uma diferenca significativa entre os
grupos de pacientes com DAC e os controles (® = 9,341; p = 0,009), que é
caracterizada por uma inversdo nas freqiéncias dos gendtipos DD e ID. No grupo
controle, o genétipo DD foi mais frequiente que o ID e o I, ocorrendo o inverso nos
portadores de DAC, ou seja, a freqiiéncia do gendtipo 1D foi maior que o DD e o Il.
Este fato sugere uma associagéo do heterozigoto (ID) com a presenca de DAC;
contudo, o risco relativo (OR) dos pacientes com esse genotipo em relagdo aos
homozigotos (Il) ndo foi estatiscamente diferente de 1, 0 mesmo ocorrendo com
0s pacientes DD. Portanto, embora existam diferencas estatisticas significativas
entre os dois grupos a chance de desenvolver DAC nao foi estatisticamente
significativa quando foram comparados os genétipos DD com Il (OR = 0,69; IC-
95% = 0,36 - 1,34), ID com Il (OR = 1,60; IC-95% = 0,81 - 3,14) e do alelo D
(DD+ID) com Il (OR = 1,05; IC-95% = 0,57 — 1,93).

Na analise do grupo de pacientes com |IAM em relagéo aos controles foram
constatados que a freqiiéncia dos gendtipos DD, ID e Il mostrou padrdo de
comportamento similar & comparagdo de DAC versus controles, também com
significancia estatistica (x* = 9,068; p = 0,011) porém, sem aumentar a chance de
apresentar infarto que foi constatado nas comparagdes dos genétipos DD com i
(OR =0,83; 1C-95% = 0,38 - 1,80), ID com Ii (OR = 2,03; IC-95% = 0,93 - 4,41) e
do alelo D (DD+ID) com o Il (OR = 0,87; IC-95% = 0,41 — 1,83). Esta variacao
polimérfica observada pode indicar um efeito especifico do genétipo em relagéo a
doenga arterial coronariana devido a problemas estruturais da enzima conversora
de angiotensina, conforme estabelecido pelo seu polimorfismo. Diferentemente do
descrito por Cambien et al* que concluiram que os portadores do gendtipo DD
teriam uma maior predisposicdo @ DAC e ao IAM gue os homozigotos |1, os dados
do presente estudo indicam associagdo do genétipo ID com a DAC, mas, nao

predisposicdo, que poderia ser devido a problemas relacionados ao tamanho da

amostra.
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Uma das limitacdes deste estudo foi a dificuldade de se obter o grupo
controle ideal (individuos idosos sem evidéncias clinicas e angiograficas de DAC).
Observou-se que o grupo controle ndo se caracterizou perfeitamente como tal,
pois os individuos poderiam apresentar alteragdes aterosclerdticas confinadas a
parede arterial, como ocorre nos estagios iniciais da DAC (estrias gordurosas) ou
0 crescimento de lesées iniciais que ndo afetam a geometria da luz vascular e,
devido a limitacdo da resolugdo da angiografia, haveria a possibilidade de que
algumas artérias coronarias angiograficamente “normais” apresentassem
alteracées ndo detectaveis pelos métodos diagndsticos atuais como demonstrou
Freudenberg e Lchtlen®.

E atribuido um efeito aterogénico da angiotensina Il por sua acdo mitégena
sobre a proliferagdo do endotélio, apesar de varias provas experimentais e
clinicas convincentes a favor do papel causal do polimorfismo I/D do gene da ECA
sobre a DAC e o |AM este, e outros estudos demonstraram que o gendtipo DD e o
alelo D desse gene néo se comportaram como preditores indepedentes de
aterosclerose coronariana e IAM, de forma que, 10 anos depois da descrigéo

inicial*, a associacdo definitiva entre o polimorfismo I/D do gene da ECA e a

enfermidade coronariana ainda permanece obscura.
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Capitulo Il

O polimorfismo A1166C do receptor tipo 1 da angiotensina Il no

infarto agudo do miocardio
Resumo

Objetivo — Avaliar a associacdo do polimorfismo A1166C do gene do
receptor AT1 da angiotensina Il (AT1R) com o infarto agudo do miocardio (IAM) e

a severidade da doenga arterial coronariana (DAC).
Métodos — Estudo prospectivo, transversal de 110 pacientes com IAM

submetidos & angiografia coronaria com les&o significante (> 50%) avaliada por

trés critérios de severidade: numero de vasos lesados, morfologia da placa

aterosclerética e escore de risco coronario. Cento e quatro individuos controles

sem lesbes coronarianas. O polimorfismo A1166C do gene do AT1R foi

determinado pela reagdo em cadeia da polimerase no DNA dos leucdcitos do

sangue periférico. OS fatores de risco coronariano classicos foram analisados em

todos os individuos.

Resultado — Na estratificagdo dos gendtipos em relagdo aos fatores de
risco apenas o tabagismo teve predominéncia nos heterozigotos AC (p = 0,02). A
freqiiéncia dos gendtipos nos pacientes infartados foi de AA = 54, 5%; AC = 35,5%

e CC = 10%, sendo similar & néo significativa em relagédo aos controles (p = 0,83).

N&o houve aumento do risco de IAM nas comparagbes dos genoétipos CC vs AA

(OR = 1,35 1C-95% = 0’50_ 3}59), AC vs AA (OR = 1,03, 1C-95% = 0,58 — 1,84 e
AA+AC vs AA (OR = 1,33 1C-95% = 0,51 — 3,45). Nenhum dos criterios de

severidade teve associagé@o significativa com 08 genotipos.
— Os resultados deste estudo indicam n&o haver associagdo do

Conclusao
eridade da DAC.

polimorfismo A1166C do AT1R com O JAM e nem com a sev
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The A1166C polymorphism of the angiotensin Il type 1 receptor
gene in the acute myocardial infarction

Abstract

Objective — To evaluate the association of A1166C polymorphism of the
angiotensin Il type 1 receptor gene (AT1R) in the acute myocardial infarction
(AMI); as well as in the severity of the coronary artery disease (CAD).

Methods — The transversable prospective study among 110 AMI patients
were undergone to coronary angiography with significant lesion (> 50%) evaluated
through three severity criteria, such as: the number of diseased vessels, the
atherosclerotic plaque morphology and the jeopardy score. One hundred and four
individuals with normal coronary artery were the control group. The A1166C
polymorphism of the angiotensin Il type 1 receptor gene was determined by PCR-
RFLP in DNA from peripheral blood leukocytes. The classical coronary risk factors
were analyzed in all individuals.

Results — Analysis of the genotypic stratification within risk factors have
found that only the smoking habit was predominant in the AC heterozygote
(p=0.02). Genotypic frequencies in the infarcted patients was AA = 54.5%; AC =
35.5% and CC = 10.0%. Similar frquencies were found in the control group
(p=0.83). There was no increased risk of AMI in all comparisons: CC vs AA (OR =
1.35; 1C-95% = 0.50 — 3.59), AC vs AA (OR = 1.03; 1C-95%: 0.58 — 1.84) and
AA+AC vs AA (OR =1.33; IC-95% = 0.51 — 3.45). None of the severity criteria have

had meaningful association with genotypes.
Conclusion — This study results demonstrate there are no association

between the A1166C polymorphism of the AT1R gene and the AMI as well as the
CAD severity.
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Introducao

O sistema renina-angiotensina (SRA) compreende uma cascata de reacoes
enzimaticas resultando na formagéo da angiotensina |l a partir do substrato
angiotensinogénio. E o maior regulador da cascata hormonal que envolve o
volume sangiineo, o equilibrio eletrolitico, a pressao arterial e a fungéo endotelial.
Na via classica, o angiotensinogénio é clivado pela enzima renina gerando
angiotensina | (Al) que, por sua vez, sofre acdo da enzima conversora de

angiotensina | (ECA) originando a angiotensina 1l (All) que € o maior efetor

molecular do SRA e pode apresentar actes tanto como horménio sistémico

quanto como um fator gerado localmente (paracrina, autdcrina).
Os efeitos fisiolégicos da angiotensina Il séo mediados por uma via final

comum ligando-se a receptores especificos localizados na membrana celular'2,
Duas isoformas de receptores endoteliais para a angiotensina Il séo conhecidas
até o momento: AT1 e AT2. A maioria dos seus efeitos fisiolégicos é mediada pela

ativagdo de receptores do subtipo AT1 enquanto poucos efeitos, geralmente

opostos aqueles desencadeados pela ativagéo de AT1, tém sido atribuidos a

ativacdo de receptores AT2. Os receptores pertencem a super familia de

receptores acoplados a proteinas G e, no ¢aso dos receptores AT1 (AT1R), o

acoplamento ocorre via proteinas Gg. Conseqlientemente, a estimulacao de

receptores AT1 ativa a fosfolipase C, aumenta 0s niveis de diacilglicerol (DAG) e

trifosfato de inosotol (IP3), eleva a concentragao de Ca*? intracelular e promove

ativagdo de varias quinases modulando as fungoes celulares®*. A angiotensina Il

também estimula o crescimento celular através de fosforilagéo de tirosina guinase

e conseqliente ativacao de proteinas envolvidas na transcrigdo do DNA .

Entre as acdes da angiotensina I| destaca-se a contragéo e proliferagao de

células do musculo liso vascular,

hipertrofia cardiaca, estimulagdo da secrecao
stema nervoso simpatico, inibigdo da liberacéo de

aumento da contratilidade e indugao de
de aldosterona e liberagéo de

vasopressina, ativagdo do si

renina, entre outras. A angiotensina [l atua
a ativacdo de varias vias de sinalizagdo, incluindo

lipase D, bem como pela ativagao de um

como mitégeno em células de musculo

liso vascular através d
fosfolipase C, fosfolipase Az € fosfo

grande numero de quinases: tirosinaguinases, proteinas quinases ativadas por
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mitégenos (MAPKs), quinase c-src, Janus e receptores com atividade de tirosina

quinase. Ela também estimula fatores de transcricdo como a proteina ativadora-1,

ativadores de transdugéo de sinal e transcricdo (STATSs) e o fator nuclear kappa B

(NFkB)>*®.
Varios
s&do mediados pela ativagéo de receptores AT1 e que a ativagdo de receptores

estudos demonstram que os efeitos proliferativos da angiotensina |l

AT2 contribui para a inibigéo do crescimento celular e estimulagéo de apoptose,
sendo um mecanismo contra-regulatorio da ativacéo de AT1’. Mais recentemente,
foi reportado num estudo em pacientes com infarto do miocardio (IM), que os

niveis circulantes de angiotensina || estavam aumentados e que a administragao

dos antagonistas AT1R apresentava importante implicagéo farmaco-terapéuticas.

Evidéncias crescentes mostram a importancia da participagéo do sistema

a no processo de proliferagdo endotelial e aterosclerose

o receptor AT1 sugere a sua participagdo na génese da

renina-angiotensin
coronaria. A agéo d

aterosclerose coronéria e do IM.

Com a clonagem do cDNA do receptor AT1 foi identificado um polimorfismo

na regido 3', ndo traduzida (A1166C)
co 1166 da sequéncia do mRNA, resultando em dois

e correspondente a uma transversdo A—C
na posicdo do nucleotid
(CC e AA)eo heterozigoto AC®. Os homozigotos CC

gendtipos homozigotos
om uma maior incidéncia de infarto do miocardio°.

parecem estar associados €
O presente estudo tem

A1166C do gene do ATIR ¢

severidade da DAC.

por objetivo avaliar a associagao do polimorfismo

om o infarto agudo do mioocardio (IAM) e com a




Métodos

Estudo prospectivo de delineamento transversal com processo de
amostragem consecutiva realizada nos servicos de hemodindmica do Instituto do
Coracdo do Triangulo e do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) e analises moleculares no Instituto de Genética (UFU). Cento e
dez pacientes elegiveis foram incluidos no estudo com o diagnéstico de IAM com
base em dados clinicos, eletrocardiograficos e enzimaticos'!, comprovados pela
angiografia coronaria. Os controles corresponderam a 104 individuos com doencga
cardiaca valvular, dor torécica atipica e doadores para transplante renal que nao
apresentaram lesbes nas artérias corondrias e no musculo cardiaco na
cineangiocardiografia. Todos os individuos foram submetidos a avaliacdo dos
fatores de risco coronariano classicos como antecedente familiar em primeiro grau
de coronariopatia, niveis de colesterol (HDL, LDL) e triglicérides, antecedentes de
tabagismo, hipertenséo arterial  sistémica (HAS), diabetes melito (DM),

sedentarismo, obesidade (indice de massa corpérea — IMC > 25 kg/m?). A

cineangiocardiografia foi utilizada para comprovagao e avaliacdo da extensé&o da

DAC elegendo-se para 0 estudo pacientes com leséo obstrutiva maior que 50%.

A severidade da DAC foi avaliada com os seguintes critérios: numero de

vasos acometidos (uniarterial ou multiarterial)'?; caracteristica morfoldgica da
|13.
b

(A, B1, B2, C) conforme descrito por Ellis et a
mar a quantidade de musculo

placa aterosclerotica escore de

risco coronario que é um método simples para esti

cardiaco em risco baseado na localizacdo proximal, média, distal e grau de

estenose da lesdo obstrutiva sendo que 0s escores mais elevados estao

associados com uma baixa fracéo de ejecéo do ventriculo esqu
",

erdo propiciando

uma maior informacéo prognostica segundo Califf et a

Foram excluidos os pacientes com doenca maligna sistémica, enfermidade

cronica terminal, antecedentes de infarto do miocardio prévio, cirurgia de

revascularizagao miocardica e angioplastia coronaria.

O protocolo de pesquisa foi avaliado e liberado pelo conselho de ética da

Universidade Federal de Uberlandi
riscos e beneficios potenciais da pesquisa e assinaram o t

a. Todos os pacientes foram informados dos
ermo de consentimento.
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Analise do polimorfismo A1 166C do gene do receptor AT1 da angiotensina ll

A andlise do polimorfismo do gene do AT1R foi realizada pela técnica da

reacdo em cadeia da polimerase (polimerase chain reaction - PCR). As extragoes

de DNA foram feitas segundo o método de isolamento de DNA de Sambrook et

al’s. A coleta de sangue periférico foi feita em tubo vacutainer de 5 mL com EDTA,

armazenado a 4 °C, centrifugado para separagdo da camada de leucocitos. Uma

aliquota de 500 pL da camada de leucocitos foi transferida para um eppendorf de
1.5 mL e acrescentou-se 1,0 mL de tampao de lise de hemacias (TLH) [NH4CI 155
mM, KHCO3; 10 mM e EDTA 1mM] em cada amostra, misturando por inversao
trifugada a 2.500 rpm durante 5 minutos

durante 30 segundos. Esta mistura foi cen
para peletizar os nucleos. Descartou-se o sobrenadante, repetindo-se o passo por
2 a 3 vezes, até que o pelete adquirisse uma coloragdo creme claro. Foram
adicionados 150 pL do tampao de lise do ntcleo (TLN) [Tris - HCI 10 mM (pH 8,0),

EDTA 2 mM, NaCl 400 mM] e ressuspendeu-se o pelete. Adicionaram-se, entéo, 5

uL de SDS (dodecil sulfato de s6dio)
30 e as amosiras foram incubadas por 6 horas & 60 °C e, apos

a 10% gelado e 2,5 pL de proteinase K (20

mg/mL) a solug
isso, 100 uL de NaCl saturado foram adicionados as amostras que foram
colocadas em gelo por 10 minutos.

As amostras foram centrifugadas a 2.
L de etanol absoluto gelado, misturando-se

500 rpm por 15 minutos, recolheu-se o

sobrenadante e adicionaram-sé 800 U

por inversdo até que ocorresse a precipitag@o. Girou-se o tubo em seu eixo no

sentido horizontal, para prender O DNA a parede do tubo, descartando-se o
sobrenadante. O pelete foi lavado em 1,0 mL de etanol 70%. Descartou-se 0
m ressuspendidos em volume variavel de TE [TRIS - HCI
de acordo com O tamanho dos mesmos. A seguir foi
rofotdmetro a 260 nm. Cada

alcool e os peletes fora

10 mM, EDTA 1 mM (pH 7,4)]

feito o calculo da concentragao de DNA por espect

reacio consistiu 100 ng de DNA genémico, 25 pmol de primer, 1,5 mmol/L de

MgCl,, 0,5 mmol/L de cada dNTP, 1 U de Taq DNA polimerase e tampao da Taq

DNA polimerase 1X em um volume de reagdo de 30 uL. A PCR utilizou o

programa: 30 ciclos a 93 °C por 1,5 min, 58 °C por 2 min e 72 C por 2 min. Um

fragmento do gene do AT1R contendo 856 pb, localizado na regido 3’ nao

traduzida, foi amplificado pelo par de primers:
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5.AAT GCT TGT AGC CAA AGT CAC CT-3’
5.GGC TTT GCT TTG TCT TGT TG-3’
Esta regido abriga a variante 1166, caracterizada pela transversao
Adenina—Citosina (A— C) no nucleotideo que ocupa essa posicao.
Cada reacéo de PCR foi feita com: 100 ng de DNA gendémico, tampao da Tag-

DNA polimerase, 10 pmoles de cada primer, 200 uM de cada dNTP, 2,5 mM de

MgCl, e 1,5 U da enzima Tag-DNA polimerase. O programa utilizado para
ragmento consistiu de uma desnaturacdo inicial de 5 minutos a 95
°C por 30 segundos,

amplificacéo do f
°C, seguida por 34 ciclos compostos por desnaturagao a 94

anelamento a 58 ¢C por um minuto € extensdo a 72 2C por 35 segundos. O produto

amplificado foi visualizado em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo.

Dez microlitros do produto amplificado foram digeridos com trés unidades da

enzima de restricdo Dde | durante 5 h a 37 °C de acordo com as instrugdes do

fabricante (Life Technologies). Esta enzima reconhece o0 segul
5-C | TNAG -3
3- GANT T C -5’
No fragmento em estud

mutante, pois a substituicio de um A por C, cria ou
T1R possui um sitio de restricdo para

nte sitio de restricdo:

o do gene AT1R ocorre um sitio de restricdo no alelo
tro sitio de reconhecimento da

enzima Dde |. Assim, o alelo A do gene do A
ois fragmentos de 600 e 256 pb e o alelo C, mutante, possui

a enzima gerando d
146 e 110 pb cada. O produto de

dois sitios produzindo trés fragmentos de 600,

restricdo foi visualizado em gel de agarose 29, corado com brometo de etideo

apos eletroforese. Individuos homozigotos para o alelo A apresentam duas bandas
de 600 e 256 pb, 0S homozigotos para o alelo C apresentam trés bandas de 600,
146 ¢ 110 pb e os heterozigotos A/C possuem quatro bandas de 600, 256, 146 e

110 pb™®.
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Analise estatistica

O programa Statistica 5.5 Statsoft, Inc.® foi utilizado para fazer as analises.
Para indicar o nivel de significancia estatistica foi considerado o erro a menor que
5% (p< 0,05). O teste do qui-quadrado de Pearson foi utilizado para analisar as

diferencas das freqiiéncias dos gendtipos entre casos e controles e entre fatores

de risco coronarianos convencionais com 0S gendtipos. As variaveis foram

transformadas em numéricas atribuindo-se 0 valor zero 0 auséncia e 1 para a

continuas foram expressas como média - desvio padréo e
paradas usando o teste t de Student.

presenca. As variaveis
as diferencas entre os grupos foram com

O risco relativo foi avaliado pelo calculo da razdo de chances (Odds Ratio —
OR) e seus intervalos de confianca (IC). As diferencas entre as freqiiéncias de
pacientes, quanto aos fatores de risco convencionais, em relagéo as classes
genotipicas foram avaliadas via modelos lineares generalizados, tendo a

distribuicdo da variavel resposta binomial,

-

adotando como fungéo de ligagéo

funcdo logistica'”.
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Resultados

Caracteristicas da populagao

Cento e dez pacientes com diagnéstico de 1AM e aterosclerose coronariana

significativa (leséo obstrutiva >50%) comprovada pela angiografia foram

estudados, sendo 70 (66,6%) do sex0 masculino e 40 (36,4%) do feminino. Gento
e quatro individuos foram controles, com artérias corondrias angiograficamente
normais, sendo 60 (57,7%) do sexo feminino e 44 (42,3%) masculino, sendo a

diferenca entre os grupos estatisticamente significativa (p = 0,02). A média de

idade dos pacientes (61,82 * 10,81 anos) foi significativamente diferente dos

controles (56,69 * 11,52 anos).
cedente familiar de coronariopatia, da hipertenséo arterial

Foi significativamente alta a prevaléncia do

tabagismo, do ante

sistémica, do diabetes melito, dos niveis elevados de colesterol total, colesterol

LDL e triglicérides nos pacientes com IAM em relacdo aos controles, apenas a

obesidade (avaliada pelo IMC),
ia estatistica entre 0s grupos (Tabela 1).

o sedentarismo e O colesterol HDL nao

apresentaram significanc

Tabela 1. Fatores de risco: pacientes com infarto agudo do miocardio e nos controles.

Infarto Controles

Variavels N = 110 (%) n = 104 (%) P
Historia Familiar de DAC 51 (46,4%) 33 (31,7%) 0,028
Hipertensiao Arterial 92 (83,6%) 70 (67,3%) 0,005
Fumantes 52 (47,3%) 26 (25,0%) 0,001
Diabetes melito 27 (24,5%) 13 (12,5%) 0,024
IMC > 25kg/m* 53 (48,2%) 57 (54,8%) 0,332
Sedentarismo 71 (64,5%) 60 (57,7%) 0,304
Colesterol (mg/dI)

Total > 200 78 (70,9%) 41 (39,4%) 0,0001
HDL < 35 17 (15,5%) 15 (14,4%) 0,833
LDL > 159 93 (84,5%) 62 (59,6%) 0,0001

Triglicérides > 200 mg/d| 28 (25,5%) 15 (14,4%) 0,044




82

Genotipagem

A andlise da genotipagem dos pacientes e controles para o polimorfismo
A1166C do gene do AT1R, por restricao enzimatica com a enzima Dde | resultou
em um padrdo de bandas diferenciado para 0s gendtipos AA, AC e CC. lsso
ocorre devido a modificacdo no fragmento amplificado de 856 pb, quando se
verifica a substitucdo de um A (adenina) por um C (citosina) que cria um novo
sitio de restricdo para essa enzima. Portanto, foi verificado em gel de agarose,

corado com brometo de etideo, o seguinte padrio de bandas: homozigoto AA:

bandas de 600 e 256 pb, heterozigoto AC: bandas de 600, 256, 146 e 110 pbe o
homozigoto mutante CC: bandas de 600, 146 e 110 pb (Figura 1).

Figura 1. Produtos de restrigio enzimatica do fragmento do gene AT1R com a enzima Dde |.
Coluna 1: Marcador de peso molecular de 100 pb.

Colunas 2, 5, 7 e 8: Fragmentos de 600 e 256 pb representando o gendtipo de individuos AA.

Colunas 3 e 4: Fragmentos de 600, 056, 146 e 110 pb representando o gendtipo AC.

Coluna 6: Fragmentos de 600, 146 € 110 pb representando 0 gendtipo CC.




e A e et e

83

Analise dos fatores de risco coronariano dos infartados e controles em

relagdo ao polimorfismo A1166C do gene do AT1R

Quando a populagéo dos pacientes infartados e dos individuos controles foi

estratificada pelos genotipos do AT1R observou-se que nao houve predominancia

de sexo entre os gendtipos no grupo controle (p = 0,212) e nem nos pacientes (p

= 0,739); a média de idade foi semelhante nos dois grupos (56,3 £12,9 anos).

Quando foram analisados 0S fatores de risco coronariano classicos nos individuos

controles estratificados pelos gendtipos do AT1R constatou-se ndo haver

diferenca estatistica significativa em nenhum deles (Tabela 2). Esta mesma

andlise nos pacientes com IAM identificou que apenas O tabagismo mostrou

prevaléncia diferente entre eles, sendo maior nos genotipos AC e AA. (Tabela 3).

Tabela 2. Fatores de risco coronariano nos controles estratificados pelos genotipos do

receptor AT1 da angiotensina il.

cC AC AA

Variaveis o8 (%) n=37(%)  n=59(%)
Historia Familiar DAC 03 (37,9) 12 (32,4) 18 (30,5) 0,918
Hipertensio Arterial 06 (75,0) 24 (64,9) 40 (67,8) 0,851
Fumantes 02 (25,0) 07 (18,9) 17 (28,8) 0,552
Diabetes melito 01 (12,5) 04 (10,8) 08 (13,6) 0,924
IMC > 25 kglﬁr/"’oz@ﬂ))"'r% (56,8) 32 (54,2) - 0,933
Sedentarismo 08 (100,0) 20 (54,1) 32 (54,2) 0,052
Colesterol (mg/dL)

Total > 200 05 (62,5) 16 (43,2) 20 (33,9) 0,251
HDL < 35 02 (25,0) 05 (13,5) 08 (13,6) 0,675
LDL > 159 06 (75,0) 24 (64,9) 32 (54,2) 0,383

Triglicérides > 200mg /dL 01 (12,5) 06 (16,2) 08 (13,6) 0,925
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Tabela 3. Fatores de risco coronariano nos pacientes com infarto agudo do miocardio

estratificados pelos gendtipos do receptor AT1 da angiotensina Il.

— cc AC AA
Variaveis n=11(%) n=39(%)  n=60(%)
e 6 (545%)  16(41%)  20(483%) 0658
Hipertensao Arterial —G36%)  B4(67.2%) 51 (850%) 0,161
Fumantes 5E7a%) 25 (641%)  24(40,0%) 0,024
Diabetes melito A% 13(383%)  13(21,7%) 0,191
INIG > 25 kgim’ T 636%)  16(410%) 30 (50,0%) 0381
Sedentarismo 8 (72,7%) 24 (61,5%) 39 (65,0%) 0,786

Colesterol (mg/dl)

Total > 200 7 (63,6%) 29 (74,4%) 42 (70,0%) 0,767
HDL < 35 3 (27,3%) 9 (23,1%) 5 (8,3%) 0,073
LDL > 159 8 (72,7%) 32 (82,1%) 53 (88,3%) 0,364

Triglicérides > 200mg /dl 5 (45,5%) 7 (17,9%) 16 (26,7%) 0,172

Analise da associacdo do polimorfismo A1166C com o infarto agudo do

miocardio

A tabela 4 mostra a distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo A1166C do

AT1R nos pacientes com IAM e nos controle. Nenhuma diferenca significativa foi

observada entre 0s grupos (f* = 0,367; p = 0,832), inclusive quando se avalia a

presenca do alelo A (AA+AC)
te entre 0s grupos. O risco relativo de apresentar IAM foi

observou-se que a sua freqiiéncia ndo foi
estatisticamente diferen
racoes dos genétipos e teve 0s seguintes resultados: CC
_ 0,5079 - 3,5992), AC vs AA (OR = 1,03; I1C-95% =
OR = 0,90; [C-95% = 0,3640 — 2,2255).

analisado pelas compa
vs AA (OR = 1,35; |C-95%
0,5828 - 1,8433) e AG+AA vs CC (
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Tabela 4. Distribuicdo e andlise estatistica da associagé&o dos gendtipos do receptor AT1

da angiotensina Il entre 0s pacientes com infarto agudo do miocardio e 0s controles.

Infarto Controles s Odds
Gendtipo 4 p . IC (95%)
n=110(%) n=104 (%) Ratio
cC 11 (10,0) 08 (07,7) 1,3521 0,5079 — 3,5992
AC 39 (35,5) 37 (35,6) 1,0365 0,5828 —1,8433
AA 60 (54,5) 59 (56,7) 0,367 0,832
AA+AC 99 (90,0) 96 (92,3) 1,3333  0,5141 —3,4581

Odds Ratio: medida do risco relativo de DAC entre os individuos portadores dos
gendtipos CC em relagao ao AA, AC com AA e do alelo A (genétipos AA+AC) em relagao

a0s individuos com genotipos AA.

Analise da severidade da doencga arterial coronaria em relacdo ao

polimorfismo A1166C do AT1R

A severidade da DAC foi avaliada com oS seguintes critérios: nimero de

vasos acometidos (uniarterial ou multiarterial), caracteristica morfolégica da placa
aterosclerética (A, B1, B2, C)

diferenca estatistica entre 0S
Tabela 5 demonstram que nas
houve diferenca entre 0s grupos

comparagbes CC vs AC e CC vs AA.

e o escore de risco coronario e nao foi observada
genotipos do AT1R. Os dados observados na
comparagoes dos genétipos CC vs AC vs AA nao
(p < 0,05), este fato também foi observado nas



Tabela 5. Andlise esta

relacéo aos geno

tipos do receptor AT1 da angiotensina ll.

tistica da severidade da doenca arterial coronariana em

Variaveis™ ce AC AR
n =11 (%) n =39 (%) n =60 (%)
Namero de vasos lesados
Uniarterial 2 (18,2) 11 (28,2) 13 (21,7)
Multiarterial 9 (81,8) 28 (71,8) 47 (78,3)
Morfologia da placa
A 0 1(2,7) 1(1,7)
B1 1 (10,0) 7(18,9) 19 (32,8)
B2 2 (20,0) 7(18,9) 11 (19,0)
c 7 (70,0) 22 (59,5) 27 (46,6)
Escore de risco
2 2 (18,2) 9 (23,1) 12 (20,0)
4 2(18,2) 10 (25,6) 14 (23,3)
6 4 (36,4) 14 (35,9) 26 (43,3)
8 3(27,3) 6 (15,4) 5 (8,3)
10 0 0 3 (5,0)

* Critérios de severidad
polimorfismo A1 166C do AT1 R.

e sem diferenca estatistica entre os genoétipos do y
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Discussao

A aterosclerose, processo basico da DAC e a sua manifestagdo maior, 0
infarto do miocardio tornou-se a principal causa de 6bitos nos Estados Unidos da
América. E geraimente desencadeado por instabilizacdo da placa aterosclerdtica,
obstrugio abrupta da artéria coronaria pela formag@o de um trombo local®. A
participacido do componente genético herdado, representado pelo  historico
familiar de coronariopatia como ja descrito na literatura'®, ficou comprovada nesse
estudo pela maior prevaléncia no grupo de infartados (p = 0,028). O tabagismo, a
hipertensao arterial sistémica € a hipercolesterolemia (total e LDL) sao os
principais fatores de risco € contribuem em graus aproximadamente iguais para a
doengca isquémica do coragao® 2'; estes fatos foram confirmados nesta pesquisa
com elevada significancia estatistica (p = 0,001; p = 0,005 e p = 0,0001,
respectivamente). A hipertrigliceridemia é a alteracéo lipidica mais comumente
associada ao diabetes melito®*. Esta relagéio foi constatada neste estudo onde a
proporgdo de diabéticos noOS pacientes correspondeu a quase O dobro dos

controles. A obesidade € O sedentarismo, diferentemente do descrito na

literatura®?, nao foram fatores de risco importantes nessa populagao.
Os estudos de associagdo entre O infarto do miocardio e variagoes
polimérficas de genes candidatos ou de marcadores (segliéncia de DNA néo

codificantes) sdo empregados para demonstrar o papel de fatores genéticos na

etiologia desta doenca multifatorial. Gomo, & angiotensina |l é o agente

fundamental na sequéncia de reacdes que culminam nas suas agoes fisiolégicas
e patologicas, o seu principal receptor, 0 AT1R, torna-se elemento importante nos
estudos que avaliam O papel do SRA no IAM.

Este estudo mostrou nao existir predomin
assicos entre 0S gendtipos do AT1R nos controles, exceto

(p = 0,05). No grupo de infartados apenas o tabagismo teve

ificativa, sendo maior no genotipo AC, indicando a

ancia de nenhum dos fatores de

risco coronariano cl
para o sedentarismo
diferenca estatistica sign
possibilidade da interagao ©
genétipo?®. Como os demais f

similar entre os gendtipos nos con

om um fator ambiental de alta prevaléncia com 0
atores de risco coronariano tiveram distribuicao

troles e infartados € provavel que 0s genotipos




89

do AT1R n&o estejam associados com estes fatores, no sentido de desenvolver
infarto do miocérdio.

Neste estudo a homozigose para o alelo A do polimorfismo A11 66C no loco
do receptor AT1 foi mais freqiiente tanto nos controles quanto nos infartados. No
grupo controle, a seguinte distribui¢ao foi encontrada: AA = 56,7%; AC = 35,6%;
CC = 7,7% e, na combinagao dos gendtipos AA/AC de 92,3%. Nos infartados foi
AA = 54,5%; AC = 35,5%, CC =10,0% e, na combinacgéo dos genotipos AA/AC de
90,0%. Os resultados indicaram nao haver significancia estatistica entre 0S
grupos (p = 0,83) e que ndo aumentava a chance de desenvolver 1AM observado
nas comparagdes dos gendtipos CC/AA (OR = 1,35; IC-95% = 0,50 — 3,59),
AC/AA (OR = 1,03; IC-95% = 0,58 — 1,84) e AA+AC/AA (OR = 1,33; IC-95% =
0,51 — 3,45). Numa pesquisa entre a associacdo de infarto do miocéardio e 0
AT1R, Berge et al?’ encontraram as seguintes freqiiéncias dos genotipos nos
controles: AA = 52,1%; AC = 42 7%; CC = 5,2% e na combinagéo dos genotipos
AA+AC = 94,8%; nos pacientes com infarto o gendtipo AA correspondeu a 49,3%,
o AC a 41,3% e o CC a 9.4% e na combinagdo dos gendtipos AA+AGC a 90%.
Desta forma, o presente trabalho corrobora estes resultados e demonstrou,
também, ndo haver associagdo deste polimorfismo com 0 [AM.

Entretanto, Canavy et al®®, dentre outros autores, demonstraram uma

associagdo positiva do polimorfismo AAT 166C com uma prevaléncia alta do alelo

C em pacientes com infarto do miocardio’®?. Duncan et al®, numa recente

revisio da literatura de estudos de associagéo do gene do AT1 centralizados em

metas clinicas, descrevem as controvérsias relacionadas a este gene com O

infarto do miocardio.

No presente estudo foi dem
A1166C do gene do ATIR com a severidade do acometimento das lesoes
CG vs AC vs AA, CC vs AC e

tros autores chegarem a

onstrado ndo haver associagao do polimorfismo

coronarias quando foram comparados 0s genotipos

AC vs AA; resultados semelhantes permitiram a ou
mesma conclusao®.

Ao se analisar o polimorfismo A1166C do gene do AT1R a luz dos
resultados deste estudo, s€ conclui que nao ha associacdo dele com O infarto
e nem com a severidade da DAC. Os desfechos das

s sobre estes fatos ainda nao estdo absolutamente

agudo do miocardio

principais publicagoe
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determinados, provavelmente, devido & maneira como as analises sao realizadas
ou as limitagdes do conjunto de dados obtidos. Varios outros polimorfismos

genéticos, particularmente os relacionados ao SRA, estao em andamento e

poderdo estabelecer, definitivamente, O papel causal destes genes.




e e S
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Capitulo IV

Interagcao entre os polimorfismos génicos do sistema renina-

angiotensina no infarto agudo do miocardio

Resumo

Objetivo — Analisar a interagdo entre os polimorfismos M235T do gene do
angiotensinogénio (AGT), I/D do gene da enzima conversora de angiotensina |

(ECA) e A1166C do gene do receptor tipo 1 da angiotensina Il (AT1R) e o infarto

agudo do miocéardio (IAM).
Métodos — Foram admitidos 214 individuos de forma prospectiva e

consecutiva. Cento e dez pacientes com IAM com lesdo coronéria significante (>
50%) na angiografia e 104 controles com angiografia coronéria normal. Os
polimorfismos M235T do AGT, I/D da ECA e A1166C do AT1R foram analisados

pela reagdo em cadeia da polimerase no DNA dos leucdcitos. Os fatores de risco

coronarianos classicos foram analisados em todos 0s individuos.

Resultados — A andlise de regresséo logistica mdltipla entre os fatores de

risco coronariano classicos € 0S polimorfismos M235T do AGT, I/D da ECA e

A1166C do AT1R demonstrou qué O tabagismo, a historia familiar, a hipertenséo
arterial e o colesterol total estiveram associados ao risco de IAM. As freqiéncias

dos gendtipos M235T do AGT foram semelhantes entre os pacientes infartados e

controles; a chance de desenvolver IAM n&o foi diferente entre eles. Ndo houve

associagédo dos genotipos da ECA com 0 risco relativo de desenvolver IAM, como

também nos genétipos do ATIR. A combinagéo dos duplos homozigotos (MMIl)

dos genes do AGT e da ECA apresentou um menor risco de ter IAM (OR =0,34) e

as combinagdes genotipicas que incluem no minimo um alelo desfavoravel (T ou

D), a chance de apresentar IAM foi 2,92 vezes maior em relacdo aos MMII.

Resultados semelhantes foram encontrados nas associagbes dos genes da AGT

~ AT1R com os duplos homozigotos (MMAA) com um menor risco (OR = 0,38) e

as demais combinagoes de alelos desfavoraveis com chances 2,63 vezes mailor

CA — ATIR o risco dos duplos

s demais combinagdes de

em relacdo aos MMAA. Na associagédo E

homozigotos (IIAA) também foi menor (OR=037)ea
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alelos desfavoraveis apresentou chances 2,68 vezes maior em relagdo aos lIAA.

Ngo houve interagdo positiva quando foram associados 0s genotipos dos trés

genes.
Conclusdo — Ha um maior risco de IAM quando houver associagao gene a
gene de alelos desfavoraveis e um menor risco na associagdo de duplos

homozigotos favoraveis dos polimorfismos M235T do AGT, I/D da ECA e A1166C

do AGT.
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Interaction between gene polymorphisms of the renin-

angiotensin system in the myocardial infarction
Abstract

Objective — To analyse the interactions among polymorphisms of the
M235T angiotensinogen gene (AGT), the I/D of the angiotensin | - converting
enzyme gene (ACE), the A1166C of the angiotensinogen gene AT1 receptor and
the acute myocardial infarction (AMI).

Methods — Biological samples were collected from 214 individuals assigned
prospectively and consecutively: 110 AMI patients with significant angiographyc
coronary lesion (>50%) and 104 controls with normal coronary artery angiography
were. The polymorphisms of the M235T AGT gene, the I/D of the ACE gene and
the A1166C of the AT1R gene were analyzed by PCR in DNA from peripheral
blood leukocytes. The classical coronary risk factors were analyzed in all
individuals.

Results — The multiple logistic regression analysis among classical
coronary risk factors and the polymorphisms M235T of the AGT, the I/D of ACE
and A1166C of AT1R have demonstrated that the tabagism, the family history, the
arterial hypertension and the total cholesterol have interacted themselves in order

to develop the AMI. The M235T AGT genotypic frequencies were similar to each

other between infarcted patients and controls: the risk of developing AMI was not

significant. The ACE genotypes had no association with the relative risk of
developing AMI as well as the AT1R genotypes. Double homozygote combinations
of the AGT and ACE genes (MMIl) has presented less AMI risk (OR = 0.34) and
the genotypic combinations that include at least one unfavourable allele (T or D),
the risk of presenting AMI was 2.92 time higher than MMII. Similar results were
found for the AGT — AT1R genes associations with double homozygotes (MMAA)
with a reduced risk (OR = 0.38) and all the other unfavourable alleles
combinations (T or C) presented a risk of 2.63 times greater than MMAA. In the
ACE — AT1R association the risk of double homozygotes (lIAA)was also lower

(OR = 0.37) and all the other unfavourable alleles combinations (D or C) have
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presented a risk 2.68 times higher than IIAA genotypes. There was not any
positive interaction among the three genes and the AMI risk.

Conclusion — There is higher risk of AMI whenever there is unfavourable
alleles in gene-to-gene associations, with a reduced risk for the double favourable
homozygotes of the polymorphisms M235T of AGT, I/D of ACE and A1166C of
ATIR .
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Introducao

Um interesse crescente pelo estudo da associacdo entre a aterosclerose
coronéria, infarto agudo do miocardio (IAM) e diversos polimorfismos vém sendo
observados nos Gltimos anos. Dado que 0s fatores de risco coronariano classicos
explicam somente a metade dos Casos da doenca isquémica do coragao,
buscam-se novos fatores etiolégicos no ambito da genética molecular. Os
polimorfismos s&o mutagdes do DNA que apenas alteram a fungéo da proteina
codificada, porém, séo fregientes € podem representar um importante fator de
fisco genético quando O organismo estd exposto a determinados fatores
ambientais (estresse, tabagismo, obesidade, dentre outros).

Um polimorfismo & caracterizado pela presenca dentro de um loco genético
de variantes alélicas que podem ser detectadas pela analise do DNA
(polimorfismo genético) ou pelo produto protéico (polimorfismo fenotipico). A
biologia molecular tem facilitado a detecgdo de numerosos polimorfismos que
podem ter efeito patogénico; contudo, doengas complexas, como a aterosclerose,
que é uma enfermidade poligénica e multifatorial, podem conter diversas
associagbes entre inimeros polimorfismos génicos e o ambiente, dificultando ou

mascarando o efeito isolado de um unico gene. Estes mecanismos moleculares

subjacentes de associacao entre um gendtipo e um fendtipo estdo sendo mais

bem investigados, tanto em 1ermos clinicos como experimentais e poderao ter

uma grande relevancia na causalidade e possiveis intervencdes preventivas ou

terapéuticas.
Evidéncias em animais e seres humanos sugerem que o aumento local ou
sistémico da angiotensina Il pode ser fundamental na etiopatogenia da

aterosclerose coronaria €, conseqiientemente  das diversas sindromes

coronarianas. Pelo menos trés polimorfismos do sistema renina-angiotensina

(SRA) sao considerados importantes elementos na cadeia de desenvolvimento da

doenca arterial coronariana (DAC): © polimorfismo M235T do gene do

), o polimorfismo insercao/delecéo (I/D) do gene da
(ECA)eo0 polimorfismo A1166GC do receptor

angiotensinogénio (AGT
enzima conversora de angiotensina I

tipo 1 da angiotensina Il (AT1R).
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O AGT é uma glicoproteina extracelular sintetizada e liberada pelos
hepatécitos, adipécitos e astrocitos em forma constitutiva, ndo induzida. A

produgdo plasmatica de angiotensina Il é muito sensivel a pequenas mudancas

na concentracdo de AGT e os seu
te e tissular da renina. Um polimorfismo no exon 2 deste gene, pela

or treonina na posicao 235 da proteina codificada

s niveis correlacionam-se inversamente aos

niveis circulan

substituicdo de metionina p
(M235T) produz titulos mais clevados de AGT. Alguns autores descreveram uma

associagdo controversa desse gene com a enfermidade coronariana’?.

Jeunemaitre et al® concluiu que O gendtipo 235TT duplica o risco de infarto do

miocardio, mas o Copenhagen City Heart Study com mais de 2800 pacientes4,

mostrou ndo haver esta associagao.

A ECA ou kininase I € uma peptidyl-dipeptidase que hidrolisa a
angiotensina | na circulacédo € a converte num potente peptideo vasopressor a

angiotensina Il, cujas acoes compreendem a estimulacédo de varias citocinas com

a migracdo de células para o interior do endotélio, transformagéo dos miécitos em

células espumosas, resposta inflamatéria dentro da parede vascular e

consequente desenvolvimento da placa aterosclerdtica. Esta implicada na

disfuncdo endotelial e liberacdo de substancias como endotelina e norepinefrina

levando a vasoconstricgao local e predisposigéo a ruptura da placa. Estimula a

liberacgo do inibidor do ativador do plas
a fibrindlise intrinseca. Deste modo, a atividade da ECA

minogénio que predispoe a trombose

completa, pela inibigao d
poderia de alguma maneira deter
angiotensina Il. O mais proeminente polimorfismo
no cromossomo 17, é definido pela presenca (insergao; ) ou auséncia (delecao;
D) de 287 pares de bases sequéncia repetida Alu, inseridos no intron 16 do seu
genotipos: DD e !l homozigotos € ID heterozigotos. @)
obro do nivel da atividade sérica da ECA do

minar os valores circulantes e tissulares da
no gene da ECA esta localizado

gene, resultando em trés
gendtipo DD esta associado com O d

S . 6,‘7
veis intermediarios nos heterozigotos™".

que o gendtipo Il e a ni
morfismo poderia ser um marcador de uma

Em humanos, este poli
os, ainda nao identificada,
o D estaria associado com uma maior atividade da

seqiiéncia de event que modula a expressao do gene

da ECA, de forma que o alel

ECA no plasma, linf6citos, tecido cardiaco €, provavelmente com uma maior
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incidéncia de enfermidade coronariana®. Vérios estudos foram realizados para

, . 9-12
analisar estes aspectos, porem com resultados controversos™ .

Através do AT1R é produzida a maioria dos efeitos d
erona, crescimenio e hipertrofia celular'®. Estes

a angiotensina Il como

vasoconstricgdo, sintese de aldost

receptores estdo presentes nas células musculares lisas vasculares, midcitos,

proximal renal e da zona glomerular das glandulas

AT1R localiza-se na regido 3’ nao

células mesangeais do ttbulo

supra-renais. O polimorfismo A1166C do
traduzivel do mRNA e corresponde a uma substituicdo da adenina por citosina.

Foi descritas uma associagao do alelo C com a enfermidade coronariana em
rém sem evidéncias positivas definitivas'**°.
variantes genéticas do SRA representam um

diferentes estudos, po

As recentes descricoes de

grande avango no conhecimento da etiopatogenia da doenca arterial coronariana

identificando polimorfismos gen
osclerose. Varias pesquisas sugeriram qgue estas alteracdes

éticos que possivelmente estdo envolvidos na

génese da ater
genéticas prognosticam a ocorréncia do infarto do miocardio, contudo ndo sao

consensuais.
A meta principal deste estudo foi avaliar o efeito de interagao entre 0s

polimorfismos dos genes do sistema renina-angiotensina, o M235T do AGT, o I/D

da ECA e o A1166C do AT1R no desenvolvimento do |AM. Adicionaimente, foram

avaliadas as suas relagbes com 0S tatores de risco coronariano tradicionais.




101

Métodos

Populagdo do estudo

Estudo de delineamento transversal com amostragem consecutiva de
pacientes admitidos no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia e no Instituto do Coragdo do Triéngulo Mineiro no periodo de janeiro
de 2000 a setembro de 2002 que cumpriram 0S seguintes requisitos: idade maior
que 18 anos, raga branca, auséncia de enfermidades cronicas, doencas
sistémicas, cirurgia de revascularizagéo do miocardio, angioplastia coronariana e
infarto do miocérdio prévio.

Os 110 pacientes foram selecionados consecutivamente apos apresentar o
seu primeiro evento coronario (IAM), diagnosticado por métodos clinicos,
eletrocardiogréficos e enzimaticos de acordo com os critérios da Organizagao
Mundial de Satde'®. Todos tiveram confirmagéo da etiologia aterosclerdtica pela
angiografia coronaria (lesdo obstrutiva > 50%) e comprometimento da fungao
ventricular pela ventriculografia. Os 104 controles foram selecionados
consecutivamente em individuos com diagnésticos de doenca cardiaca valvular,
dor toracica atipica e doadores para transplante renal, com angiografia coronaria
pacientes infartados foram submetidos & cinecoronariografia em até
IAM: o grupo controle, logo apos a realizagdo do

normal. Os
duas semanas apos O

diagnéstico clinico.
individuos foram avaliados os fatores de risco coronario

sedentarismo, tabagismo,

Em todos 0s
classicos: hipertensdo arterial sistémica (HAS),
liada pelo indice de massa corpérea maior que 25 Kg/m? — IMC),
lesterol total maior que 200 mg/dL, colesterol LDL

or que 35 mg/dlL e triglicérides maior

obesidade (ava
diabetes melito, niveis de cO
maior que 159 mg/dL, colesterol HDL men
que 200 mg/dL.

Todos os procedimentos, risco
eio de formulario proprio para seu consentimento formal. O

s e beneficios potenciais foram informados

aos pacientes por m
protocolo foi submetido & apre
Universidade Federal de Uberlandia.

ciagdo e liberagdo pelo conselho de ética da
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Extracdo do DNA

As extracdes de DNA foram feitas segundo o método de Sambrook et al'”.
A coleta de sangue periférico foi feita em tubo vacutainer de 5 mL com EDTA,
armazenado a 4 °C, foi centrifugado para separacdo da camada de leucocitos.
Uma aliquota de 500 pbL da camada de leucdcitos foi transferida para um
eppendorf de 1,5 mL e acrescentou-se 1,0 mL de tampao de lise de hemdacias
(TLH) [NH4Cl 155 mM, KHCO; 10 mM e EDTA 1 mM] em cada amostra,
misturando por inverséo durante 30 segundos. Esta mistura foi centrifugada a
2.500 rpm durante 5 minutos para peletizar os nucleos. Descartou-se 0
sobrenadante, repetindo-se 0 passo por 2 a 3 vezes, até que o pelete adquirisse
uma coloracdo creme claro. Foram adicionados 150 pL do Tamp&o de Lise do
Nucleo (TLN) [Tris - HCI 10 mM (pH 8,0), EDTA 2 mM, NaCl 400 mM] e
ressuspendeu-se o pelete. Adicionaram-se, entdo, 5 pL de SDS (dodecil sulfato
de sodio) a 10% gelado e 25 uL de proteinase K (20 mg/mL) a solugao e as
amostras foram incubadas por 6 horas 3 60 °C. Depois, 100 pL de NaCl| saturado
foram adicionados as amostras que foram colocadas em gelo por 10 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos, recolheu-se O
sobrenadante e adicionaram-se 800 ulL de etanol absoluto n&o congelado,
misturando-se por inversao até que 0Corresse a precipitagao. Girou-se 0 tubo em
seu eixo no sentido horizontal, para prender o DNA a parede do tubo,
descartando-se o sobrenadante. O pelete foi lavado em 1,0 mL de etanol 70%.
Descartou-se o alcool e os peletes foram ressuspendidos em volume variavel de
TE [TRIS -HCI 10 mM, EDTA 1 mM (pH 7,4)] de acordo com O tamanho dos
mesmos. A concentragao de DNA foi obtida por espectrofotémetro a 260 nm.

Gene do angiotensinogénio

A analise do polimorfismo do gene do AGT foi realizada pela técnica da

reacéio em cadeia da polimerase

do gene do AGT com 165 pb, contido no exon
meio da PCR, segundo Russ &t al'® com os seguintes primers:

(polimerase chain reaction - PCR). O fragmento
2 c6don 235 foi amplificado por

UW
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1-5-GGA AGG ACA AGA ACT GCA CCT C-3’

2-5'-CAG GGT GCT GTC CAC ACT GGA CccC C-&

As reagbes foram feitas nas seguintes ccndigdes: 100 ng de DNA
gendmico, 10 pmoles de cada primer, 200 uM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl, 1 U

de Taq DNA polimerase e tampao da Tag DNA polimerase 1X em um volume final

de 30uL. A PCR foi feita em termociclador MJ. Research, Inc. utilizando-se 0
seguinte programa: 90 °C por 3 min, 10 ciclos de 94 °C por 1 min, 68 °C 1 min, 72
°C 1 min; seguidos por 30 ciclos de 90 °C 30 s, 68 ¢<C 1 min, 72 °C 30 s e uma
extensao final de 72 °C por 10 min. O produto amplificado de 165 pb foi

visualizado em gel de agarose 2% corado com 3 pL de brometo de etideo (10

mg/mL). Dez microlitros do produto de PCR foram digeridos com a enzima Tth
111-1 (New England Biolabs) segundo as especificagdes do fabricante. As
reagdes foram incubadas por 4 h a 37 °C. Essa enzima de restrigéo reconhece 0
seguinte sitio:
5-GACN | NNGTC-3'
3-CTGNN T NCAG-5'
A variante M235T apresenta ou ndo sitio de restrigdo para & enzima; na
presenga de C (citosina) na posicdo 704, codon 235, o produto amplificado é

pondem ao

clivado, resultando em dois fragmentos de 141 pb e 24 pb, que COIes
ento ndo sofre

alelo T235 e na presenca de T (timina) na mesma posigéo o fragm
de ao alelo M235.

clivagem, resultando em um fragmento de165 pb que correspon
Individuos homozigotos para o alelo T235 (T235T) apresentam dois fragmentos
mentos de 165 bp, 141

de 141 pb e 24 bp, os heterozigotos (M235T) tém trés frag
apresentam apenas um

bp e 24 bp e os homozigotos para o alelo M235 (M235M)
ose

fragmento de 165 bp. O produto da restricéo foi visuelizado €m gel de agar

2 5% corado por brometo de etideo, apds eletroforese a 100 volts PO 1 hora.

Gene da enzima conversora de angiotensina

Os genétipos foram determinados pela técnica da PCR, realizada no
equipamento MJ. Research, Inc. (PTC-100-60), amplificando @ regido I/D do gene
da ECA®. O par de primers foi 0 mesmo descrito por Rigat et al®. A reagdo
consistiu de 50 ng de DNA, 1 U de Thermus aquaticus (Tad) DNA polimerase 8
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pmol de cada primer, 2 mM de MgCl, e 100 uM de dNTPs. Procedeu-se a 38
ciclos nas seguintes temperaturas e tempos. 94 °C/1min, 60 °C/30 s e 72 °C/1
min. Os produtos amplificados foram separados em eletroforese de agarose a 1%
e visualizados em luz ultravioleta na presenca de brometo de etideo. Os produtos
analisados esperados tiveram trés conformacdes: homozigoto normal (Il: molécula
de DNA com 517 pares de bases), heterozigoto (ID: moléculas de DNA com 517 e
230 pares de bases) e homozigoto alterado (DD: molécula de DNA com 230 pares

de bases).

Gene do receptor 1 da angiotensina Il

\
A determinacdo dos gendtipos do gene do AT1R foi realizada seguindo o

protocolo descrito por Nakauchi'®. Um fragmento do gene do AT1R contendo 856
pb, localizado na regiao 3" nao traduzida, foi amplificado pelo par de primers.

5 AAT GCT TGT AGC CAA AGT CAC CT-%

5.GGC TTT GCT TTG TCT TGT TG-3

Esta regido abriga a variante 1166, caracterizada pela transversao
Adenina—sCitosina (A—C) no nucleotideo gue ocupa essa posicéo.Dez microlitros
do produto amplificado foram digeridos com trés unidades da enzima de restricao
Dde | durante 5 h a 37 °C de acordo com as instrucbes do fabricante (Life
Technologies). Esta enzima reconhece o seguinte sitio de restricdo:

5-C 4 TNAG =3’

3. GANT TC -5’

No fragmento em estudo do gene do AT1R ocorre o aparecimento de um
sitio de restrigdo no alelo mutante, pois a substituicdo de um A por C, cria outro

sitio de reconhecimento da enzima Dde I. Assim, o alelo A possui um sitio de

restricdo para a enzima gerando dois fragmentos de 600 e 256 pb e o alelo G,

mutante, possui dois sitios produzindo trés fragmentos de 600, 146 e 110 pb

cada. Individuos homozigotos para o alelo A apresentam duas bandas de 600 e

256 pb, os homozigotos para o alelo C apresentam trés bandas de 600, 146 e 110

rozigotos AC possuem quatro bandas de 600, 056, 146 e 110 pb'°.

pb e os hete
se a 2% corado com brometo de

Os amplicons foram detectados em gel de agaro

etideo e fotografado em sistema de videodocumentagao.
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Analise estatistica

Todas as variaveis continuas foram expressas como média * desvio

padrdo. Na comparagao das médias entre dois grupos foi aplicado o teste de tde

Student para amostras independentes € as diferencas na distribuicdo dos

genotipos e outros fatores de risco coronario entre 0S pacientes e 0 grupo controle

foram avaliadas via teste de 2. O equilibrio de Hardy-Weinberg para as

freqiiéncias dos genotipos do AGT, da ECA e do AT1R foi analisado pelo +*. Fol

calculado o risco relativo (Odds Ratio - OR
s relativos de enfermidade coronariana associada com

) e 08 intervalos de confianga (IC) de

95% para estimar 0S rsco
T do AGT, I/D da ECA e A1166C do AT1R. As variaveis

pacidade preditora de enfermidade coronaria foram

os polimorfismos M235

independentes com ca

determinadas mediante analise de regressdo logistica com procedimentos de

stepwise. Foi utilizado 0 programa Statistica 5.5 Statsoft, Inc.”’.
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Resultados

Populacao

Analisando-se as caracteristicas dos 110 pacientes com IAM e DAC
comprovada angiograficamente (lesao obstrutiva > 50%), verificou-se que 0S
homens estavam presentes em proporgdo maior que as mulheres (66,6 versus
36,4%) e nos 104 individuos controles observou-se O inverso, com as mulheres
predominando sobre os homens (57,7 versus 42,3%); com diferenga estatistica

significativa entre os grupos (p = 0,02).

Analise dos fatores de risco coronariano nos infartados e controles

Observou-se uma prevaléncia elevada do antecedente familiar de
coronariopatia, do tabagismo, do diabetes melito, da hipertensdo arterial
sistémica, dos niveis elevados de colesterol total, colesterol LDL e triglicérides
nos pacientes com infarto do miocardio em relagdo aos controles. Apenas a
obesidade (avaliada pelo IMC), o sedentarismo e O colesterol HDL né&o

apresentaram significancia estatistica entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Fatores de risco coronariano nos infartados e controles.

Variaveis Infarto Controles 0

n =110 (%) n =104 (%)
Historia Familiar de DAC 51 (46,4%) 33 (31,7%) 0,028
Hipertensio Arterial 92 (83,6%) 70 (67,3%) 0,005
Fumantes 52 (47,3%) 26 (25,0%) 0,001
Diabetes melito 27 (24,5%) 13 (12,5%) 0,024
IMC > 25kg/m* 53 (48,2%) 57 (54,8%) 0,332
Sedentarismo 71 (64,5%) 60 (57,7%) 0,304
Colesterol (mg/dL)

Total > 200 78 (70,9%) 41 (39,4%) 0,0001
HDL < 35 17 (15,5%) 15 (14,4%) 0,833
LDL > 159 93 (84,5%) 62 (59,6%) 0,0001

Triglicérides > 200 mg/dL 28 (25,5%) 15 (14,4%) 0,044
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Analise dos fatores de risco em relagdo aos polimorfismos M235T do gene

do AGT, I/D do gene da ECA e A1166C do AT1R

No grupo de infartados nenhum dos fatores de risco classicos em qualquer
dos genes teve significancia estatistica, exceto o tabagismo que teve maior
prevaléncia nos gendtipos AC e AA do gene do AT1R. Nos controles, nesta
mesma analise, foi observada uma distribuicdo similar de todas as covariaveis

categéricas nos trés polimorfismos estudados.

Distribuicdo dos genotipos dos polimorfismos dos genes do AGT, ECA e

AT1R dos pacientes com infarto em relagédo aos controles

A frequiéncia dos genotipos do polimorfismo M235T do AGT foi de 10,9%
no TT, 47,3% no MT e 41 8% no MM; os controles tiveram distribuicao similar de
9,6%; 49,0%; 41,2%; respectivamente. Nzo houve diferenca significante entre os
grupos (;2 = 0,2430; p = 0,8857).

A distribuicdo das freqiiéncias dos gendtipos polimorfismo I/D da ECA no

grupo de infartados foi de 32,7% no DD, 51,8% no ID e 15,5% no ll; nos controles

foi de 49,0%; 31,7% € 19,2%; respectivamente. Houve uma significativa diferenca

entre os dois grupos (* = 9,68;p = 0,011).
e da freqiiéncia dos gendtipos do polimorfismo A1166GC do AT1R

% do gendtipo CC, 35,5% do AC e 54,5% do

e 56,7%; respectivamente. A distribuicao foi

A andlis
mostrou no grupo de infartados 10

AA: nos controles foi de 7,7%; 35,6%

similar nos dois grupos (x> = 0,367, P = 0,832). A Tabela 2 apresenta os dados

dos trés polimorfismos.
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Tabela 2. Distribuicdo dos genotipos do angiotensinogénio (AGT), da enzima

conversora de angiotensina (ECA) e do receptor tipo 1 da angiotensina I (AT1R).

Infarto Controles ,
Polimorfismos e P
n (%) n (%)
Genétipo: AGT
1T 12 (10,90) 10 (09,62)
MT 52 (47,27) 51 (49,04)
MM 46 (41,81) 43 (41,35)
Total 110 104 0,2430 0,8857
Genoétipo: ECA
DD 36 (32,7) 51 (49,0)
iD 57 (51,8) 33 (31,7)
il 17 (15,5) 20 (19,2)
Total 110 104 9,068 0,011
Gendtipo: AT1R
cC 11 (10,0) 8 (7,7)
AC 39 (35,5) 37 (35,6)
AA 60 (54,5) 59 (56,7)
Total 110 104 0,367 0,832

Analise do risco de apresentar infarto agudo do miocardio nos genétipos do

AGT,ECA e AT1R

Os riscos relativos de 1AM entre os genotipos TT vs MM e MT vs MM néo

foram significativos (OR =1,12; |C-95% = 0,43 — 2,86 e OR = 0,95; IC-95% = 0,54

— 1,68; respectivamente).

O risco relativo de IAM na
(OR = 0,83; IC-95% = 0,38 - 1,80) e ID vs |l (OR = 2,03; IC-

o foi significativo quando foram testados ©Os

genétipos DD vs i
95% = 0,93 — 4,41).

O risco relativo
gendtipos CC vs AA (OR = 1,35; 1C-95

de apresentar IAM analisado pelas comparagbes dos
o, = 0,50 - 3,59) e AC vs AA (OR =1,03;1C
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= 0,58 - 1,84) nao foi diferente entre oS grupos. Os riscos relativos aos trés

polimorfismos estéio representados na Figura 1.
Analise da interacéo génica

Na analise de regresséo logistica multipla realizada com 0 modelo no qual
incluiram-se os fatores de risco coronariano tradicionais (sedentarismo,
tabagismo, histéria familiar de coronariopatia, diabetes melito, obesidade,
colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, triglicérides), os genotipos do AGT
(TT, MT, MM), da ECA (DD, ID, 1) e do receptor AT1 (CC, AC, AA) constatou-se
que apenas o tabagismo, a histéria familiar de coronariopatia, a hipertensao
arterial sistémica e os niveis elevados de colesterol total apresentaram
associacdo significativa com 0 infarto, sendo os riscos relativos (Odds Ratio)
destes fatores 1,23; 1,21; 1,14 e 1,35; respectivamente. Na presenca dos fatores
de risco classicos supracitados, ndo houve evidéncia estatistica que indicasse

que algum dos genodtipos aumentasse a possibilidade de desenvolver |AM,

(Tabela 3).

Tabela 3. Analise de regressao logistica dos fatores de risco coronarianos classicos

e gendtipos do angiotensinogénio, da enzima conversora de angiotensina € do

receptor tipo 1 da angiotensina !l dos infartados em relagdo aos controles.

Variaveis* Odds Ratio P IC (95%)
Tabagismo 1,2314 0,0014 1,0856 — 1,4035
Hipertenséo Arterial 1,2148 0,0083 1,0512 —1,4029
Historia familiar de 1,1490 0,0309 1,0128 — 1,3034
coronariopatia

1,3539 0,00001 1,1966 — 1,5318

Colesterol total

*\/ariaveis que tiveram significancia estatistica.

olimorfismos dos genes do AGT, da ECA e AT1R no

M foi analisada através das associacbes AGT — ECA,

AGT — ECA—AT1R.

A interacdo dos P
sentido de desenvolver O 1A
AGT — ATiR, ECA - ATiR e
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Quando eram avaliados os pacientes em relagéo a associacéo AGT — ECA
nas combinagbes dos duplo homozigotos favoraveis (MMIl) os pacientes
apresentavam um menor risco de ter IAM (OR = 0,34; IC-95% = 0,12 — 0,92); nas
demais combinacgdes que incluiam pelo menos um alelo desfavoravel (T ou D),
eles apresentavam em média 2,92 vezes mais chance de desenvolver o IAM em

relagio aos pacientes com genétipos MMII (IC-95% = 1,08 - 7,84).

—

AGT

TT vs MM F

1

MT vs MM e

X

ECA

DD wvs |l

D vs Il - —o— |
AT1R

CCvs AA p——— :

ACvs AR F—4—

—r— T T [ T T T |
orR b 2 3 4 5

infarto agudo do miocardio associado aos

Figura 1. Estimativa do risco de apresentar
sinogénio (AGT), I/D da enzima conversora

polimorfismos dos genes M235T do angioten

e A1166C do receptor tipo 1 da angiotensina Il (AT1R).

de angiotensina (ECA)
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Figura 2. Estimativa do risco de apresentar infarto agudo do miocérdio associado aos

gendtipos duplo homozigotos favoraveis, gene a gene dos polimorfismos do AGT, da

ECA e do AT1R.
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Na associacdo AGT - AT1R a combinagéo dos gendtipos favoraveis MMAA
mostrou estar associada a um menor risco de IAM (OR = 0,38; 1C-95% = 0,21 —
0,66); nas demais combinacées que inclufam pelo menos um alelo desfavoravel
(T ou C) os pacientes tinham chance 2,63 vezes maior em relagdo aos MMAA (IC-
95% = 1,49 — 4,63).

Na associagdo ECA — AT1R, os homozigotos IIAA apresentaram menor
risco de ter IAM (OR = 0,37; 1C-95% = 0,16 — 0,83); da mesma forma, as demais
combinacées com pelo menos um alelo desfavoravel (D ou C) a chance era 2,63
vezes maior de apresentar infarto que os pacientes com genotipos HAA.

A associagido dos gendtipos dos trés polimorfismos ndo aumentou a
chance de desenvolver infarto (OR = 3,78; 1C-95% = 0,88 — 12,85). Os dados
referentes as interacbes gene a gene e entre os trés genes estdo apresentados
nas Figuras 2 e 3.

As freqiiéncias das combinagdes genotipicas foram realizadas através de
regressdo logistica mltipla com procedimentos de stepwise. Os Odds Ratio
foram calculados entre os gendtipos favoraveis dos genes do AGT (MM), da ECA

(Il) e do AT1R (AA) em relagdo a todas outras possiveis combinacgdes restantes.

Discussao

A DAC foi documentada em muamias egipcias ha mais de 3500 anos®!
sendo, por meio de sua manifestacdo mais importante, o infarto do miocardio, a
maior causa de morte em nosso meio®. Esta enfermidade tem etiologia

multifatorial e é resultante da interagdo complexa de fatores genéticos e

ambientais®®. Neste

fatores de risco cor

estudo constatou-se, conforme descrito na literatura®!, que os
onariano tradicionais apresentaram-se altamente prevalentes

na populagéo de infartados; especialmente o tabagismo, o diabetes melito, a

hipertenséo arterial sis
triglicérides. Nesta populagdo apenas a obesidade, o sedentarismo e os niveis

baixos de colesterol HDL n&o tiveram predomindncia nos infartados,

diferentemente dos relatos de literatura
orficas tém a sua fregiiéncia relativamente alta, por isso

témica, os altos niveis de colesterol total, colesterol LDL e

25,26

As mutacdes polim

podem contribuir de forma relevante para os estudos que relacionam a
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variabilidade genética com o infarto do miocérdio. Quando foi feita a analise
univariada dos fatores de risco classicos em relacéo aos genotipos do AGT, da
ECA e do AT1R nos infartados e nos controles, nenhum deles teve significancia,
excetuando-se o tabagismo que foi mais prevalente nos individuos heterozigotos
para o polimorfismo do AT1R no grupo de infartados. Estes achados
corroboraram os descritos por Katsuya et al®, que ndo encontraram diferencas
significativas destes fatores em relacdo aos gendtipos. A andlise de regressao
logistica multipla considerando os fatores de risco tradicionais e os genotipos dos
polimorfismos M235T do AGT, o I/D da ECA e o A1166C do AT1R demonstrou
que o tabagismo, a histéria familiar de coronariopatia, a hipertensédo arterial
sistémica e os niveis elevados de colesterol total foram os fatores que mais
contribuiram para o desenvolvimento do IAM, demonstrando a importancia destes
fatores, j& consolidados na literatura®’.

No presente estudo, as freqiiéncias dos gendtipos da variante M235T do
AGT foram bastante semelhantes entre os grupos de infartados e controle (p =
0,88) e o risco relativo de apresentar infarto ndo foi diferente entre os grupos,
sendo comprovado pelas comparagdes TT vs MM, com intervalo de confianca
(95%) de 0,43 a 2,86 e MT vs MM de 0,54 a 1,68. Esta constatagao, a exemplo
das descritas por outros autores, permitiu concluir que nao ha associacdo deste
polimorfismo, isoladamente, com uma chance maior de desenvolver IAM?.

Cambien et al?®, numa pesquisa do polimorfismo /D do gene da ECA, em
pacientes com infarto do miocardio, demonstraram haver uma relevancia maior na
prevaléncia de infarto em individuos portadores do alelo D. Na presente
investigacdo, embora tenha sido encontrada diferenca significativa dos gendtipos
e infartados e controles, ndo houve um aumento da chance de
desenvolver o infarto: DD vs Il (OR = 0,83; 1G-95% = 0,38 -1,80) e ID vs Il (OR =
2.03: 1C-95% = 0,93 — 4,41); outros autores, como Keavney et al*® e Agerholm-

entre os grupos d

1% tiveram resultados semelhantes aos aqui descritos.
o do polimorfismo A1166C do gene AT1R com o [AM foi
autores, dentre eles Hernandez et al®' gue demonstraram

positiva. Os resultados deste estudo mostraram que a

Larseneta

A associaca
descrita por diversos
ndo haver associagao
chance de desenvolver
entre os genotipos CC vs AA (OR

o infarto do miocérdio néo foi aumentada na comparagao
— 1,35; 1C-95% = 0,50 — 3,59) e nem AC vs AA
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(OR = 1,03: 1C-95% = 0,58 — 1,84) permitindo concluir que este polimorfismo nao
é um fator de risco independente para o desenvolvimento desta enfermidade.

Muitos polimorfismos génicos podem afetar a expressao do gene tanto ao
nivel funcional quanto em quantidade de produtos produzidos. Contudo, o efeito
de um Unico polimorfismo pode ser mascarado nao s6 pelas diversas interagoes
com os fatores ambientais, como também com outros fatores genéticos. No SRA,
trés importantes genes: AGT, ECA e AT1R, que fazem parte da mesma cascata
metabdlica podem estar interagindo entre si e, considerando os fatores de risco
coronariano tradicionais, podem levar a uma maior predisposi¢do & ocorréncia do
IAM. Neste sentido, alguns autores tém descrito uma interacdo sinergistica entre
genes do SRA e o IAM: Ludwig et al®® e Fomicheva et al** encontraram esta
interacéo entre os genes do AGT e o da ECA; Tiret et al* e van Geel et al* entre
os da ECA e do AT1R e Alvarez et al® entre os genes do-AGT e do AT1R.

No presente estudo, encontrou-se uma interacdo sinergistica entre 0s
gendtipos MM do AGT e Il da ECA, no sentido de que os individuos duplo
homozigotos para estes locos (MMII) apresentaram um menor risco de ter o IAM
que as outras combinacdes genotipicas destes genes (OR = 0,34); da mesma
forma, este resultado indica que todas as combinagoes genotipicas que incluem,
no minimo um alelo desfavoravel para qualquer um dos dois genes (T_D_ ou
MMD_ ou T_Il), a chance de ter o IAM &, em média 2,92 vezes maior em relagao
aos portadores dos genodtipos MMIl. Tal efeito também foi observado na
associacdo dos genes do AGT e AT1R, onde as combinagbes genotipicas
homozigéticas MMAA apresentaram um menor risco de IAM em relacdo as

demais combinactes (OR = 0,38);
genotipicas com, no minimo um alelo desfavoravel destes genes (T_C_ ou MMC_

ou T_AA) apresentam uma chance, em média 2,63 vezes maior de apresentar o
infarto do que 0s genotipos MMAA. A combinagdo dos homozigotos IIAA da
genes da ECA e do AT1R apresentou menor risco de ter o IAM

demais combinagoes genotipicas destes polimorfismos (OR =

de igual maneira, todas as combinagoes

associagdo dos
em relacdo as
0,37); de igual for
um alelo desfavor

média 2,68 vezes M

ma, as outras combinagdes genotipicas que incluem pelo menos
avel (D_C_ou DDC_ ou D_AA) apresentam uma chance, em

aior de apresentar o IAM do que os homozigotos IlIAA.
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Estes dados indicam que a auséncia de alelos desfavoraveis nas
interagdes gene a gene do SRA pode conferir um efeito protetor contra o IAM. Por
outro lado, a presencga de um Unico alelo desfavoravel nestas interacdes favorece
o desenvolvimento do IAM.

A associagdo simultanea dos trés polimorfismos (M235T do AGT, I/D da
ECA e A1166C do AT1R) ndo aumentou a chance de desenvolver infarto,
similarmente aos achados descritos por Fatini et al*’. Contudo, é provavel que
exista interagio entre estes trés polimorfismos génicos do SRA e o infarto do
miocardio uma vez que, por pertencerem a mesma rota metabélica que culmina
em efeitos fisiolégicos e patolégicos, particularmente a aterosclerose, eles podem
estar contribuindo para o processo etiopatogénico.

E possivel prever a ocorréncia do infarto do miocardio? Existe algum
marcador molecular que possa indicar um individuo como candidato a
desenvolvé-lo? Com base nos dados apresentados, que se referem a alguns
genes do sistema renina-angiotensina com variabilidade associada a doenga
arterial coronariana, conclui-se que na populagdo e nas condigbes estudadas
podemos prever um maior risco do evento coronariano quando houver associagao
gene a gene com a presenca de alelos desfavoraveis dos polimorfismos M235T
do AGT, I/D da ECA e A1166C do AT1R. No futuro, variantes dos genes do SRA
poderdo vir fazer parte dos exames laboratoriais de rotina para nortear as

estratégias de prevencdo, diagndstico e tratamento da doenga isquémica do

coragao.
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ANEXOS

1.1 - Termo de consentimento informado

A Faculdade de Medicina e o Instituto de Genética e Bioguimica da
Universidade Federal de Uberlandia estdo realizando um estudo genético
relacionado a doengas cardiovasculares (infarto do miocardio). Este estudo,
coordenado pelos Profs. Messias Antdnio de Araujo e Dr. Luiz Ricardo Goulart,
visa o estudo do polimorfismo e expressdo génica de diversos genes envolvidos
no desenvolvimento da doencga aterosclerética coronaria.

Para esta investigacéo, é necessaria a coleta de dois tubos de 5 mL de
sangue periférico, empregando-se material descartavel. Ndo ha desconforto ou
risco adicional nestes procedimentos, pois j4 fazem parte da rotina clinica e
laboratorial.

O material coletado sera enviado ao laboratério de Genética Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia, onde ser&o realizados os exames de RNA e
DNA. E importante enfatizar que os resultados obtidos terdo apenas implicagao
diagnéstica e nao terapéutica.

O paciente poderad pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da
pesquisa, destino do material coletado e resultados dos exames realizados e,
aqueles que concordarem em participar da pesquisa poderé&o desistir de fazé-lo a
qualguer momento, sem que haja nenhum prejuizo préprio.

Pelo presente termo apresentado,

Eu, . concordo em colaborar com a

pesquisa declarando estar ciente dos riscos, beneficios e direitos.

Médico Responsavel

Local e Data: , de de 2001.

Testemunhas:
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1. 2 - Definigoes de termos e medidas

Hipertensao arterial sistémica Pressao medida com o individuo sentado, e
apés descanso de cinco minutos, com
PA sistolica maior que 140 mmHg e PA

diastélica maior que 90 mmHg.

Diabetes melito Individuos em tratamento com insulina
ou hipoglicemiantes orais, ou nivel de

glicose em jejum de 140 mg/dL ou mais.

Tabagismo Se o individuo ¢ fumante (ou tenha
deixado de fumar nos ultimos 12 meses).
A intensidade do habito de fumar nao foi
considerada, e somente foram compara

dos fumantes ou nao-fumantes.

Hipercolesterolemia* Colesterol total em jejum de 12 horas

maior que 200 mg/dL.

Baixos niveis de colesterol HDL * Valores menores que 35 mg/dL.

Altos niveis de LDL* Valores maiores que 159 mg/dL. S&o niveis
limitrofes de 130-159 mg/dL.

Hipertrigliceridemia* Triglicérides com valores acima de 200
mg/dL.

Obesidade* indice de massa corporea maior que 25
kg/m?Z.

*II Consenso brasileiro sobre dislipidemias: deteccdo, avaliagdo e tratamento.
Arquivos Brasileiros de Cardiologia 1996; 67: 1-16.




