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INACIO, Juarez. Marcadores moleculares associados ao

Infarto Agudo do Miocardio.

As doencas cardiovasculares, nos ultimos anos, passaram a

ser a primeira causa de morte no pais. E o sucesso obtido no
tratamento de pacientes infartados, através do uso de
conversora da angiotensina (ECAh),

inibidores da enzima
intensificou os estudos que objetivam a determinacdo de
associacdes entre o gene da ECA e o Infarto Agudo do Mioc&rdio
angiotensina (SRA) ¢é uma

(IAM). Como o sSistema renina

importante via metabélica na regulagdo da ECA,
estudar suas ramificacGes mais vulneraveis que podem causar

Passou-se a

polimorfismos na populagdo. Um exemplo sdo os receptores ATl e
AT2 que, por serem intermedidrios das agbes vasoconstrictoras
do SRA, tornam-se candidatos aos estudos que tentam comprovar a
associacido dos mesmos com o IAM e com a hipertensdo. Varios
autores sugerem O envolvimento do receptor ATl com o IAM e com
a hipertensdo. Devido a essas ocorréncias, no presente estudo,

foi investigado se o gene do receptor ATl se associa com o

polimorfismo da ECA, na determinagdo do aumento do grau de

extensdo do IAM. Foram também determinadas as freqiiéncias

XVI




genotipicas e alélicas do gene da ECA, na populacio

proveniente de varias regides brasileiras. Com o intuito de

aumentar a quantidade de marcadores que pudessem explicar a

ocorréncia do IAM, foi realizado o estudo de mutacdes através

da técnica PCR-LIS-SSCP no intron 16 do gene da ECA. A analise
das correlac®es estatisticas entre o0s genes da ECA e do ATl
revelou uma alta correlagdo entre os mesmos, confirmando assim

a associacido das possiveis mutagdes desses genes com a

possibilidade de um maior dano nas corondrias. A correlagdo

canbnica foi altamente significativa (0,73 P < 0,01), quando

agrupados os dois genétipos e comparados com o grau de

acometimento das artérias danificadas, confirmadas pelo

cateterismo. Isso demonstrou que OS individuos nao portadores
da mutacédo do receptor da AII,
miocdrdio. Ao analisar os gendtipos

tém uma espécie de protecdo, ao

sofrerem o infarto do

separadamente, O resultado ndo fol o mesmo. A significancia

diminuiu para 0,58

acumula as duas mutacdes
de um infarto agudo do miocardio com maior grau de acometimento

Ao comparar as amostras das regides

(p<0,05), indicando que no individuo que

(ECA e AT1), as chances da ocorréncia

das artérias, sdo maiores.
brasileiras e o grupo de infartados, as freqgiiéncias alélicas e
genotipicas da ECA ndo apresentaram diferencas. A freqiiéncia do
proximadamente 0,4 e o alelo D de 0,6 ,

alelo I foi de a
na populagao brasileira, existe um nUmero

demonstrando due,
alelos D em relagdo ao alelo I. A aplicacio da

excessivo de
em 80 individuos, agrupados

PCR-LIS-SSCP

técnica da
demonstrou mutagdes. 0 perfil

aleatoriamente, néo
eletroforético indicou a inexisténcia
50 amplificada entre OS “primers”, para detecg¢do do

somente a 1insercdo de 287

de variacgdes, confirmando

que a regi
da ECA, possuil

polimorfismo
seqiiéncia repetitiva ALU. Esses resultados, que

nucleotideos da
o dos genes ECA e ATl com numero de vasos

demonstram a relacd
fluxo corondrio e
o das pessoas passivas de infarto e

acometidos, tipo de lesdo, poderdo ser

aplicados na identificaca
proporcionar uma melhoria nos procedimentos médicos.
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Para 1isso é necessario fomentar estudos cada vez mais
aprofundados, no sentido de aumentar a precisio dos
diagnésticos relacionados & predisposicao genética ao infarto.
A mutagdo do receptor AII e o polimorfismo da ECA, de acordo
com os resultados, ja podem estabelecer uma atuagdo precoce
para prevenir as doengas cardiovasculares, evitando assim oS

Gltimos estdglos da doenga que poderdo levar o paciente ao

6bito.

XVIII




INACIO, Juarez. Molecular Marker Associated of Acute

Myocardium Infartion.

In recent years, cardiovascular diseases have become the
most important cause of. death in Brazil. The success in
treatments of infarcted patients through inhibitors of the

Angiotensin-Converting Enzyme
the investigation of existing polymorphisms on the ACE gene and
(MI). However, the

(ACE) stimulated studies toward

its association to myocardium infarction

renin-angiotensin system (RAS) 1s an important regulatory

pathway of the ACE. Therefore, other important genes involved
in this system may also present polymorphisms that could affect

MI occurence. An example could be the ATl and AT2 receptors,

which intermediate vasoconstriction actions of the RaS,
becoming candidate genes associated to MI and hypertension.

This research aimed to investigate the possible association of
the ACE and the ATl receptor gene polymorphism with the acute
myocardium infarction (AMI) . Genotypic and allelic frequencies
of the brazilian population were also determined for the ACE
gene. The investigation of possible mutation in the intron 16

of the ACE gene was also done through the PCR-LIS-SSCP (low
XX




ionic strength-single stranded conformational polymorphism)

Correlation between ACE and ATl receptor was highly
high and significant canonical

technique.

significant. However, the

correlation (0.73; p<0,01) between non-favorable alelles for

both genes (D and C)
infarction demonstrated that there is a synergistic effect of

Wwhen non-favorable alelles were considered

and a more intense acute myocardium

both polymorphisms.
individually, they had
(p<0,05). This result

mutations have a 50% higher chance of an
frequencies of the ACE gene

a correlation coefficient of 0.58
suggests that patients with Dboth
AMI. Comparison of

the alellic and genotypic

polymorphism between a group of infarcted patients and the

brazilian population did not reveal differences, with a
frequency of 0.61 for the D alelle. The higher frequency of the

non-favorable alelle and the similar genotypic frequencies for
infarcted patients and the prazilian population, may suggest

that this risk factor associated to other factors may

predispose the majority of the regulation to a more intense
AMI. Mutational analysis through LIS-SSCP in the intron 16 of

the ACE gene in 80 individuals did not detect any different
The association among ACE, ATl receptor and AMI

conformation.
tic tool for AMI prevention.

can be used as @& powerful diagnos
Other markers must be investigated to increase the power of the
test in order to prevent OF even to change 1life habits,

consequently avoiding death or extending life span.
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(IAM) é considerado ainda

O Infarto Agudo do Miocardio
com o desenvolvimento da Ciéncia, comprovou-se que

fatal. Mas,
o IAM ¢ provocado pela trombose corondria. Com essa
descoberta, tornou-se possivel uma intervengdo mais eficaz

em muitos casos, a morte do paciente. Com o advento

evitando,
as condig®es ambientais do homem sofreram

da industrializagao,
fortes mudangas, O que alterou principalmente seus habitos no

ambiente de trabalho e na prépria alimentacgdo. Associou-se a

essas mudancas a grande incidéncia de IAM, que atingiu cifras

alarmantes. Como consegiiéncia, na metade do século XX, foi

reconhecido como a causa mais comum de morte hospitalar no

mundo industrializado.
De acordo com dados do Ministério da Salde, em meados da

as doencas do aparelho circulatdério j& tinham

década de 60,
substituido as doengas infecciosas e parasitdrias no Brasil.

Nos meses de maio e junho de 1993, aproximadamente 250.000

brasileiros foram internados nos hospitais da rede publica com
algum tipo de DAC; destes, 16.750 vieram a falecer (Ungar &

Pinho 1996).0 Informe Epidemiolégico do SUS, ano II (1993)

relatou que, desde 1983, o infarto agudo do miocardio (IAM) tem

sido a terceira principal causa de mortes no Brasil.
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Entretanto, o problema central do IAM nio foi resolvido

até o presente momento, pois alteragdes importantes do

ventriculo esquerdo, devido & presenca da necrose, ainda causam

muitos o6bitos. Existem esforgcos no sentido de melhorar g

demanda de oxigenagdo no miocadrdio, contudo sio apenas medidas

paliativas.
A aplicagdo das novas técnicas da Biologia Molecular, que

surgiram a partir da década de 80, tem demonstrado um novo

caminho na solugdo da doenga artério coronaria,
diagnésticos  rapidos, precisos e com a
O uso

no sentido de

Prevenir com
Possibilidade de inibir os fatores de risco desta doenca.

destas técnicas poderd proporcionar a Medicina, Possibilidades

de intervencdo até mesmo antes do paciente apresentar qualquer

sintoma coronariano.

Bonnardeaux et al.,
receptor (AT1l) da AII, associando-o com a Hipertensio e Tiret

(1994) relataram a existéncia de um

et al., (1994) também associaram este mesmo marcador com IAM.
Depois de 1992, ano em que Cambien publicou seu artigo
Sobre o polimorfismo do gene da ECA, houve um aumento nas

bPesquisas, relacionando este gene com o IAM. VArios estudos
comprovaram as afirmacgdes contidas na publicacdo de Cambien

(Tiret, 1993; Evans, 1994; Ruiz, 1994; Ludwig, 1995; Mattu,
1995; Beohar, 1995). Mas outros pesquisadores contestaram suas

Bohn, 1993; Lindpaintner, 1995;

afirmacdes (Kreutz, 1993;

Katsuya, 1995).
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Este trabalho tem como objetivo determinar 3 freqgiiénecia
gene da ECA de 210 individuos

alélica e genotipica do

representantes de todas as regides brasileiras,
Universidade Federal de

cujas amostras

no Hemocentro da

foram obtidas
correlacgdes da associacao do

Uberlandia; determinar
pPolimorfismo ECA I/D e receptor ATl da AII com o nimero de

fluxo corondrio, tipo de lesdo e outros

vasos acometidos,
(lipideos, IMC e outros)em 22

fatores de risco convencionais
i lgar se existem mutacdes situadas
i i tados; investig
pacientes infar

ent a regido amplificada do intron 16 do gene da ECA I/D,

ntre

utilizando a técnica LIS-SSCP (polimorfismo da conformacdo de
iliza

fita simples por meio de solugbes de baixa forca ilnica).
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a denominacgdo utilizada pelo

Arteriosclerose foi

patologista francés Jean Lobstein, em 1829, para definir de

forma genérica o espessamento e a redugdo da elasticidade da

parede arterial. A partir do melhor conhecimento de sua

etiopatogenia e das caracteristicas anatomopatoldégicas foram

diferenciadas as seguintes enfermidades: mediosclerose de

monckeberg, arteriosclerose,
grandes vasos € microangiopatia diabética (Porto, 1988).
um tipo de arteriosclerose de

aterosclerose, esclerose senil dos

A aterosclerose €
etiologia multifatorial, decorrente de um processo inflamatdério

crénico da parede arterial, com depésitos de substancias

gordurosas, colesterol,
cdlcio, que levam & formacdo de placas enrigecidas e reducdo da

Pode ser observada desde a

restos celulares, plaquetas, fibrina e

elasticidade e da 1luz do vaso.
infancia, mas o Ainicio das manifestagdes clinicas ocorrem

geralmente na idade adulta (Porto, 1988).
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dois tipos de fatores de risco: os

Consideram-se
modificaveis e os ndo modificaveis. O grupo dos modificaveis

sio os fatores tradicionais e ©0s nao modificaveis s&o

considerados os fatores genéticos, ©s quais ndo podem, até o

momento, ser modificados pelo homem.

Estudos vém fornecendo evidéncias convincentes da

correlacdo entre O

cardiopatia coronaria
colesterol plasmatico podera associar—-se com outros fatores de

risco e esta associacgdo aumenta a incidéncia de cardiopatias.

colesterol e o) desenvolvimento de

aterosclerdética. Um alto nivel de

Quando populagbes Japonesas com baixos niveis de colesterol

plasmatico se mudam para o Hawal e depois para o Continente

Americano, esta mudanca progressiva da dieta rica em lipidios

Se associa a um aume

et al., 1957).
0O risco determinado por altas concentracdes de colesterol

ivel de colesterol LDL. Com o

nto gradativo das doengas no coragdo (Keys

esta relacionado com O alto n
colesterol HDL ocorre o 1inverso, ou seja, quanto menor a

concentragdo de HDL na corrente sangiliinea maior serd o risco de
Os estudos tém demonstrado que a subfra¢do de HDL,

infarto.
o HDL total e a analise

pode ser mails eficaz do que

quantitativa da apolipoproteina A
uma previsao mais precisa do risco coronério

(ApoA) e da apolipoproteina B

(ApoB) fornece

et al., 1981).

(Brunzell
andinavian Simvastatin Survival Study

As organizagdes Sc

(48), o West of gcotland Coronary Prevention Study (WOSOCOPS) e

a Cholesterol and Recurrent Events (CARE), Jjuntas envolveram
mais de 15.000 pessoas, em aproximadamente cinco anos, nos

estudos da 1ipoproteina de baixa densidade (LDL). Seus estudos
que a diminuicdo do colesterol LDL reduziu de 26 a

demonstraram
35% a morbidade e mortalidade.
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A associagdo entre o elevado nivel de colesterol e

aterosclerose explica a necessidade da monitoracdo em pacientes
com risco de doenga vascular aterosclerética. O objetivo desta
monitoragdo deverd ser no sentido de baixar © LDL a niveis
Nieto et al., (1995) relataram que

menores que 100 mg/dl.

grande porcentagem de pacientes com DAC ndo receberam

monitoragdo no sentido de baixar o nivel de colestero] IDL e
quando eram monitorados, este tratamento, frequentemente, era
inadequado. Em um estudo de 15.739 homens e mulheres com idade

entre 45 e 64 anos, somente 412% sabiam da sua
hipercolesterolemia e 84% sabiam de sua alta pressdo sanguinea.
O controle da pressdo foi administrado adequadamente em 50% dos

pacientes e apenas 4% receberam controle adequado do nivel

elevado de lipidios.

O cigarro tem sido reconhecido como o maior fator de risco

0 desenvolvimento da doen¢a aterosclerética corondria

(Kannel et al., 1981). O mecanismo de agdo para o efeito
(Celermajer et al.,

para
(DAC)
cardiovascular ¢é a disfungdo endotelial
1996). Uma recente pesquisa demonstrou que um potente inibidor

da ECA, o quinapril,diminuiu significantemente o efeito da
disfungcdo endotelial em pacientes com DAC, mas ndo teve efeito

em portadores de: disfun¢do do ventriculo esquerdo, severa

hipercolesterolemia e diabete (Mancini et al., 199¢).
O risco de coronariopatias é dose-dependente, ou seja, o

perigo aumenta com o nUmero progressivo de cigarros fumados,

sendo este parametro mais importante que a prépria duracdo do

vicio (Kannel, 1981).
A presenca de filtro nos cigarros ndo afasta o risco, e

existe a possibilidade dos niveis de carboxihemoglobina

poderem ser mais elevados nos que o usam,
encontrados em fumantes de cigarros comuns (Wald et al., 1977).

em relacdo aos
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O vicio do fumo e o consumo moderado de &lcool podem
corondrias. Assim, os nao
corondria

afetar o didmetro das artérias

apresentam maior dié&metro do tronco da

fumantes
esquerda e da descendente anterior do gque fumantes ou ex-

fumantes. Com isso pode-se defender a hipdtese de que o cigarro

tem um efeito direto e demorado sobre o calibre arterial, com

sobre 0 desenvolvimento de

1986) .

implicagbes
(Fried et al.,

eventuais
coronariopatias

a

Existe uma predisposicdo racial para a hipertensso,
com amostras ndo

sociedade brasileira de cardiologia em 1974,
dos dois

indicaram que voluntdrios adultos,

probabilisticas,

sexos, examinados em logradouros publicos da cidade do Rio de
[4

apresentaram cifras tensionais diastélicas iguais ou

Janeiro,
superiores a 100 mm Hg em 21,8% dos brancos e 31,3% dos negros

(Curb & Reed, 1985).
Uma pesquisa envolvendo critérios estatisticos corretos

utilizando como caracteristica a cor da pele, verificou que a
prevaléncia da hipertensdo em adultos era maior nos pretos do
que nos pardos, e maior nestes do que nos brancos (Batlouni,

1983).
Explicagbes para tal diversidade s&o proporcionadas por

mas 0s achados ndo sdo sempre

varios pesquisadores,
hd mais de um decénio,

concordantes. Kaplan,
negros baixa atividade da renina plasmatica (Cassel et al.,

1971).

identificou nos
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A disfungdo sistdlica e a dilatagdo do ventriculo esquerdo

14-16% dos pacientes com cardiopatia

atingem cerca de
hipertré6fica (Seiler et al., 1995 ; Hina et al., 1993).

O excesso de ingestdo de bebidas alcodlicas pode deprimir
a funcio cardiaca (Urbano et al., 1989). Um consumo de 80 g/dia
de 4lcool pode causar perturbagdo no metabolismo das proteinas

pela toxicidade do acetaldeido e pela geragdo de radicais

livres (Preedy & Richardson,1996). A abstinéncia de 4lcool pode

inibir sintomas cardiacos e reverter a depressdo das fungdes

cardiacas (Demakis et al., 1974 ; Juilliere et al., 1990).

A partir da publicagéo de Furchgott & Zawadzki, (1980) o

endotélio tem sido reconhecido como um dos maiores reguladores

da hemostase vascular. A integridade do endotélio é importante

porque o mesmo tem a fungdo de manter o fluxo sanguineo, as
anti-tromboliticas, a inibigdo e a ativacdo das

acodes
endotélio contribui para o controle da

plaguetas. Assim O
pressdc sanguinea e
aterosclerose e com a hipertensdo,

sua disfungdo estd relacionada com a

levando a hipoperfusido e a

oclusdo vascular.
Existe um fator que causa relaxamento na camada muscular

dos wvasos derivados do endotélio. E uma substancia que dura

poucos segundos (Furchgott & Zawadzki, 1980). Esta substéancia
tem sido indentificada como um radical livre, o 6xido nitrico

(ON). O ON é formado a partir da L-arginina por oxidacio de seu
nitrogénio aminoterminal (Palmer et al., 1994), podendo existir

varias isoformas desta substéncia nas células endoteliais, nas

plaquetas, nos macrofagos, nas fibras musculares, nos nervos e
no cérebro (Nathan & Xie, 1994). A atividade da sintetase do ON

pode ser inibida pela dimetilarginina assimétrica (DMRA), a

8
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qual acumula-se em pessoas portadoras de doencas renais

(Vallance et al., 1992).
O relaxamento do endotélio, devido ao ON, envolve a

formagdo de 3’, 5’'- guanosina monofosfato ciclica (cGMP) pela

acdo da enzima guanilil ciclase (Repoport et al., 1983). Este
relaxamento endotelial pode ser farmacologicamente inibido pelo

analogo da L Arginina, a L-N-monometil arginina (L-NMMA) ou 3

L-nitroarginina metil-éster (L-NAME), os quais competem com o

brecursor natural L-arginina, no sitio catalitico da enzima

(Nathan & Xie, 1994). Em resposta ao estresse, hipoxia e varias

Substancias, © epitélio 1libera também a prostaciclina que

aumenta a concentragdo da 3,5 - adenosina monofosfato ciclica

(CAMP) nas fibras musculares lisas e nas plaguetas. O ON e a
prostaciclina sdo sinérgicos na inibicd3o do agregamento de
plaquetas, sugerindo que a presenca de ambos sejam requeridas
bara a inibic&o maxima da ativagdo das plaquetas(Tschudi et
al., 1991). Outros fatores também podem mediar a contracgdo
(Lircher & Vanhoutte, 1990), como a endotelina (ET1), a

tromboxane Az, a prostaglandina Hz, o0s componentes do sistema
renina-angiotensina. Existem trés isoformas da endotelina 1, 2

7

e 3 e a traducdo do mRNA, gerado por uma preproendotelina, é

convertido na “big” endotelina (bET-1). A acdo da enzima

conversora da endotelina (ECE) libera os 21 aminoicidos que
formam a ET-1. A expressdo do mRNA e a liberacdo da ET-] sdo
estimulados por varios fatores: pela trombina, angiotensina IT1,

interleucina-1, fator de crescimento beta, epinefrina, arginina

vasopressina e céalcio (Boulanger & Lircher, 1990). Evidéncias

experimentais e clinicas sugerem que a disfuncdo endotelia]
seja o maior determinante para o desenvolvimento e progressio

de doencas cardiovasculares e nefropatias.
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Existem mecanismos pelos quais uma infec¢do pode iniciar
ou perpetuar a aterosclerose. Como exemplo, existe a endotoxina

secretada pela Clamydia pneumoniae que danifica a parede de

vasos sanguineos de coelhos e porcos (Reidy & Bowyer, 1978 ;

Pesonen et al., 1981). A infecgdo pode afetar diretamente o
metabolismo de colesterol por oxidagao lipidica, podendo também

levar a um estado de hipercoagulagdo, seguida pela ativacdo dos

monécitos (Leatham et al., 1995). A infecgdo das células

endoteliais podem também alterar a geragdo de trombina na

superficie celular, aumentando o acumulo de plaquetas e

reduzindo a secrecdo de prostaciclina.
Outras infeccdes responsaveis pela aterogénese estio sendo
relacionadas. Fabricant et al., (1983) demonstraram que, quando

0s animais sdo vacinados contra Citomegalovirus (CMV), a
ocorréncia de lesdes cardiovasculares reduzem.

A incidéncia de IAM pode ser maior (20-40%) durante o
inverno devido a ocorréncia de infecg¢des respiratérias. Estudos

tém demonstrado que, pacientes com IAM, tém as imunoglobulinas

G e imunoglobulina A contra a C. pneumoniae em alta

concentracido (Saikki et al.,1988).

DIAGNOSTICO ENZIM
A isquemia miocardica é basicamente composta de duas fases

dinamicas: reversivel e irreversivel, sendo que na fase

irreversivel a lesdo celular é permanente. Em casos de isquemia
as enzimas soluvels como a creatinina quinase (CK),

reversivel,
(DHL), a aldalase e outras em geral nao

a desidrogenase latica

sdo detectaveis. Por outro
irreversivel perde enzimas soliiveis como CK e DHL, permitindo o

lado, o miocardio com lesido

diagnéstico enzimatico do IAM.

10
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Entretanto, comparag¢des entre dois novos ensaios para o

diagnéstico do IAM, realizadas por Panteghini et al., (1998)
demonstraram que o procedimento envolvendo o Cardiac Status &
mioglobina/creatinina kinase (CK)-MB e a

melhor do gque
podem proporcionar uma maior

troponina T (TropT), porque
rapidez e precisdo na intervencdo médica.

Os niveis celulares e plasmaticos da Enzima Conversora da
sdo 1influenciados por um polimorfismo de

Angiotensina (ECA)
insergdo (I)/delegdo (D) de uma sequéncia génica repetitiva,

(Cambien et al., 1994). A repeticfo Alu é a mais comum das

regides repetitivas no genoma humano (Cambien, 1994y, A

insercdo que da origem ao alelo ECA I é uma repeticdo Alu do

intron 16 (Singer et al., 1996) e o alelo D resulta da falta da

insercdo de 287 nucleotideos no gene ECA (Rigat et al., 1990).

O alelo D tem wuma frequéncia de aproximadamente 0,53 nas
populacdes brancas, estando associado de maneira codominante g

niveis elevados de ECA. O polimorfismo I/D da ECA é um marcador
para um polimorfismo funcional, desconhecido e que parece ser
um novo fator independente de risco para o infarto do miocdrdio

(Cambien, 1994).
s6 parte de uma cadeia metabdlica. 0

Na verdade, a ECA é

inicio desta cadeia estd proéximo ao corpuisculo de Malphighi, na

arteriola aferente que apresenta modifica¢des em suas fibras
musculares lisas. O nuacleo destas células, que sao ovéides,

passa a ter a forma mails esférica e o citoplasma se torna

carregado de granulos de secregdo que se coram por técnicas
especiais. Estas células musculares modificadas recebem o nome

de células justaglomerulares (Figuras 1A, 1B e 2).

11
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O contetdo destes granulos ¢é a aspartil peptidase que
renina. Assim a quantidade de renina

também denomina-se
presente no rim é proporcional a quantidade de granulos de

secrecdo presentes nessas células.
A renina aumenta a pressdo arterial e a secrecdo de
aldosterona por intermédio do angiotensinogénio que estd no

plasma sanguineo. O angiotensinogénio, pela agdo da renina,

libera um decapeptideo,

(Junqueira & Carneiro, 1995) .
apenas a AI ndo é suficiente para causar os

a angiotensina I (AI) (Figura 3)

Entretanto,
ocorridos no organismo pela sua presenca. A ECA

formando entido

efeitos

catalisa a hidrélise de dois aminoacidos da AI,
a AII (octopeptideo) (Junqueira & Carneiro, 1995).
0 aumento da pressdo sangiiinea e a secrec¢do de aldosterona

pelo cértex da adrenal sdo efeitos da presenga da AII. A

aldosterona inibe a excregdo de soédio pelos rins. A deficiéncia
em sédio age como um sinal para a liberag¢do da renina. A medida
em que o sédio fica em excesso, havera a inibicg&o da liberacio
da renina que deprime a produgdo de aldosterona, desta maneira

haverid um aumento da excregdo de sbédio na urina(Junqueira &

Carneiro, 1995).
Existem varios autores que ligam o polimorfismo I/D com o

aumento de incidéncia do IAM, embora alguns estudos tenham

falhado na confirmagdo da correlacdo do polimorfismo I/D e IAM

(Singer et al., 1996).

12
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Fiéﬁia 1.4 - Cgéte‘macroscépico da estrutura renal. (Ross
et al., 1993 ; Modificada).

a porcido da medula. (Ross et al., 1993 - Modificada).
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Figura 2 - Desenho esquemético de um glomérulo renal e
estruturas associadas. (Modificado de: Kriz W, Sakai T: 1In:
Morphological aspects of glomerular function. Proceedings of

the Tenth International Congress of Nephrology, Londres, 1987) .
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ANGIOTENSINOGENIO
RENINA >
’
ANGIOTENSINA I (DECAPEPTIDEO)
ECA >
v

ANGIOTENSINA II (OCTOPEPITIDEO)

Figura 3. Modelo do Sistema Renina-Angiotensina (SRA).
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poderosas técnicas wusadas na rotina da

Uma das mais
Biologia Molecular ¢é a amplificagdo do DNA pela reacdo em

Cadeia da Polimerase (PCR). A aplicagdo da PCR causou uma

revolugdo na Biologia Molecular, trazendo avancgos para

diagnésticos de doencas humanas, identificacdo e melhoramento
de plantas e animais. O impacto desta metodologia e dos métodos

derivados da mesma levaram Kary B. & Mullis g3 ganhar o prémio

Nobel de medicina no ano de 1993.

Na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), o DNA &

amplificado in vitro por uma série de ciclos de polimerizacso,

passos dependentes da temperatura: a

consistindo em trés
temperatura de anelamento (Ta) dos

desnaturagdo do DNA, a
“primers”, e a sintese do DNA alvo por uma DNA polimerase
termoestavel. A pureza e o sucesso da reagdo dependem de vVarios
pardmetros, um dos quais €& a temperatura de anelamento (Ta). Se

a reacdo ocorrer com Ta abaixo ou acima da Ta O6tima, poderso

ser formados produtos ndo especificos e o nivel de producdo dos
obviamente diminui (Mullis, 1990). A

produtos amplificados,
de magnésio, Tag polimerase, DNA

quantidade de cloreto
“template” e “primer”
contrario ndo é possivel obter produtos amplificados a partir

dos termocicladores (Mullis, 1990).
A especificidade, rapidez e sensibilidade da PCR,
para o0s estudos moleculares de

também devem ser otimizadas, caso

tornam

esta técnica importante
qualquer espécie de organismo vivo. Muitos métodos tradicionais

de clonagem, segquenciamento e andlise de polimorfismo de DNA
foram acelerados ou substituidos por inumeras derivacdes da
técnica de PCR (Mullis, 1990).

A praticidade do uso da PCR fez com que esta técnica se

tornasse indispensavel em qualquer laboratdério de pesquisa

genética. O desempenho e a importancia da metodologia podem ser

avaliados pelo fato de que, em apenas sete anos apds sua

16
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mais de 1.000 trabalhos foram publicados em todo

mundo com seu uso direto (Mullis, 1990).
Existem varios fatores que dificultam a alta fidelidade da

invencéo,

Tag Polimerase. Os trabalhos iniciais com esta enzima em PCR

mostraram uma taxa de erro de uma base por 8.000 nucleotideos

incorporados (Saiki et al., 1988).
Grodzicker et al., (1974) desenvolveram, hd 24 anos atras,

0 primeiro marcador RFLP que destinava a deteccdo de mutacdes

em DNA de virus. Outros pesquisadores também adotaram a idéia,

alguns anos depois (Wyman & White, 1980).

patogenése da aterosclerose,

Fatores envolvidos na
trombose e vasoconstriccdo contribuem para o desenvolvimento de

doencas nas artérias corondrias do coragdo. Os pacientes

acometidos pelo IAM tém uma forte associagdo com o polimorfismo

ECA/ 1ID (Cambien et al., 1992). O efeito desta associacio
explica as altas concentragbes da ECA, em individuos com
genétipo DD (Rigat et al., 1990). Esta enzima exerce um papel

chave na produgdo da Angiotensina II (AII) e no catabolismo da
Bradicinina.

Existe uma hierarquia para O nivel de ECA circulante,
sendo que o gendtipo DD tem maior concentragdo da enzima, o ID
apresenta niveis intermedidrios e o gendétipo II apresenta o
nivel mais baixo. O gendtipo DD é mais freqliente em pacientes
especialmente entre individuos com baixo Indice de

infartados, |
e baixo nivel de ApoB (Cambien et al.,

Massa Corporal

1992).
Os achados de Cambien et al., (1992) ndo foram confirmados

por Mattu et al., (1995) e Ludwig et al., (1995). A associagéo
do alelo D com a aterosclerose (DAC) foi reportada por Mattu et

(1995), mas fol perdida quando os dados foram cruzados com
I

(IMC)

al.,

17
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IMC. Ludwig et al., (1995) n&o apresentaram esta correlacdo,

Mas relataram que o alelo D prediz o IAM.
Contrastando com os achados anteriores, Katsuya et al.,

(1995) reportaram o aumento de risco para DAC com o

polimorfismo do gene do angiotensinogénio (T235). O gene T235

apresentou uma correlagdo duas vezes maior em relacido ao

polimorfismo da ECA.
Por outro lado, na Alemanha, Gardemann et al., (1995,

confirmaram o trabalho de Cambien et al., (1992) apresentando

uma alta correlagdo entre o gendtipo DD da ECA com IAM, emnm

bacientes de baixo risco. Destes foram considerados Somente

aqueles que tinham baixos indices de massa corporal,
€ Qque apresentavam baixos niveis de

que ndao

Consumiam cigarros
Colesterol e triglicerideos. Lindpaintner et al., (1995) também

falharam na associagdo entre o polimorfismo do alelo da ECA I/D
€ o IAM.
As explica¢des para estas divergéncias entre Cambien et

al., (1992), Katsuya et al., (1995), Gardemann et a]., {1995) e

Lindpainter et al., (1995) foram publicadas em um artigo de
Singer et al., (1996). Esse artigo considerou que a explicacio

para o “background” genético da populacdo norte americana,
Comparada com a européia, resultou da ligacdo entre o marcador
ECA e outra doenca e por isto levou a um resultado negativo.

Entretanto, varios estudos tém demonstrado a hipdtese de que

desenvolveram seus trabalhos com

Cambiem et al., (1992)
individuos mais jovens e os estudos de Lindpaintner et al.,

(1995) podem ter sido confundidos pela influéncia da selecdo de
pacientes que faziam uso de inibidores da ECA ou Aspirina e

pela idade mais avancada, em relagdo aos estudos positivos.

Conseqiientemente, o fator ambiental pode ter “mascarado” o

marcador genético.
Existem ainda discordéncias em relagdo a correlagdo entre

0 alelo D e o aumento do risco de infarto, para pacientes com
baixo risco de infarto (baixo indice de massa corporal e baixo
(1995) ; Mattu et al., (1995)

nivel de ApoB). Ludwig et al.,

ndo confirmaram o relato de Camblen et al.,
18
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afirmava que individuos de baixo risco s3o mais passiveis de
desenvolver o IAM. Talvez essa discordéncia ocorra, em parte,
devido a diferenga da sensibilidade de métodos usados para
classificar as doeng¢as coronarianas.

Mattu et al., (1.995) usaram o eletrocardiograma (ECGs)
para diagnéstico do IAM, enquanto que (Ludwig et al., 1995)
utilizaram a angiografia corondria (Singer et al., 1996).

Existe uma probabilidade de erro de genotipagem, onde o
alelo I/D pode ser confundido com o alelo D/D (Shanmugan et
al., 1993). Entretanto Singer et al., (1996) relataram que essa
probabilidade tem sido estimada em, aproximadamente 5% de troca
do alelo I/D pelos alelos D/D, porém esta estimativa se baseou
em estudos que utilizaram métocdos antigos. Assim ndo parece
provavel que a afirmagdo de Cambien et al., (1992) esteja
errada, pelo simples fato de que um grande numero de estudos
divulgaram © mesmo resultado demonstrado por ele. Entretanto,
varios trabalhos positivos tém divulgado o uso de “primers”
especificos de insergdo para evitar o erro de genotipagem, que
troca o gendtipo I/D pelo D/D (Missouris et al. 1996 ; Evans et
al., 1994, citado por Singer et al., 1996).

Existe uma importante variacdo genética na atividade da
Enzima Conversora da Angiotensina entre negros e brancos que,
provavelmente, podera gerar uma variagdo nas doencgas

cardiovasculares (Bloem et al., 1993).

19
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De acordo com a literatura, ainda nso esta bem definido o

Mecanismo da associacdo positiva entre o polimorfismo da ECA
I/D com doengas cardiovasculares. Qualquer estudo, deve
descartar a associagdo entre este polimorfismo e hipertensso,

ainda provou correlacdo entre a

Pois nenhum trabalho
cardiovasculares (Haber, 1995y,

hipertenssdo e as doencas
existe um aumento da evidéncia de que o Sistema

Contudo,
Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) esteja envolvido no
Processo de crescimento vascular e Cardiaco e,
Consequentemente, com a hipertrofia cardiaca e ateroma (Singer
et al., 1996).

no plasma estad presente tambénm na

A ECA circulante
Superficie das células endoteliais, onde estimula a conversio

da AI (decapeptideo inativo), em AII (octopeptideo) o qual é um

Potente wvasoconstrictor que pode estimular o Crescimento do
misculo 1liso vascular, normalmente depois de lesles endoteliais

(Wiemer et al., 1991 e Daeman et al., 1991). Powell et al.,
(1989) relataram que inibidores da ECA podem inibir g3
Proliferacdo miointimal, depois de lesbes vasculares e g ECA
também inativa a bradicinina. Pode~-se entdo chegar ao
raciocinio de que os inibidores podem diminuir o nivel de ATy e

aumentar a bradicinina. A bradicinina é um vasodilatador que

inibe a proliferagdo vascular e estimula a liberagio de 6xido
Ditrico e prostaciclina (Farhy et al., 13992 ; Pelc et aj.,
1991). 0 tratamento da hipertens&o com inibidores da ECA leva a
uma regressdo da hipertrofia do ventriculo esquerdo, diminuindo

também a pressdo sanguinea (Dahlof & Hansson, 1992).

20
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O efeito da Angiotensina II (AII) ¢ mediado por subtipos
(CHIU et

de receptores estruturalmente distintos: o ATl e AT2
al., 1989). Muitas das ac®es da AII s&o possiveis devido =
Presenca do receptor AT1, o gqual esta presente nas fibras
musculares do miocadrdio (Paxton et al., 1993). Com a clonagem
(Takanayanagi, et al., 1992) foi

do cDNA do receptor ATl

um polimorfismo na regido 3’, n3o

POssivel identificar
traduzivel e correspondente a uma transversao A-C,
do nucleotidio 1166 da sequéncia do mRNA (Bonnardeaux et al.,

na posicao

1991). 0 papel fisiolégico do receptor ATl sugere que o gene
AGTIR possa interagir com o polimorfismo ECA I/D, provocando o

Infarto Agudo do Miocardio (IAM).

A técnica PCR-LIS-SSCP foi desenvolvida por Orita et al.

(1989) como um meio de detectar sequéncias com mutacdo. Este
método & baseado no fato de que a mobilidade eletroforética de

uma fita simples do acido nucleico ndo depende somente do seu
é determinante para o

nucleotidica
o nucleico. A desnaturacio

tamanho. A sequéncia
enovelamento da fita simples do acid
POr aquecimento na presencga de formamid

SsDNA) .

1994) na tipagem dos alelos
Etsuko et al. (1996)

a & a técnica usual para
geracso de DNA de fita simples Este procedimento tem

sido utilizado por Bannai et al. |

HLA-DRB1 e na tipagem do HLA DPAl e DPBI.
snaturar o DNA por

desenvolveram um simples e rapido modo de de
formando sSsDNA estavel através de condicdes de

dquecimento,
baixa  forca i6nica  (LIS),  Que€ ndo  requer  reagentes
desnaturantes e nem resfriamento da amostra.
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O LIS-SSCP é mais eficiente do que o uso de formamida,
pois apresenta o perfil das amostras com maior resolugdo. A
formagdo da ssDNA €& muito mais estavel, até mesmo em
temperatura ambiente. A auséncia de formamida na solucgéo
desnaturante provoca uma maior estabilidade da ssDNA, devido ao
aumento da temperatura de anelamento deste DNA, pela baixa
ionicidade e a pela grande diluicdo, que resulta na diminuicdo
da chance de hibridizagido entre a Zita sense e antisense. Isso
acontece com a solugdo de LIS, que é preparada utilizando uma
proporgdo de uma parte de produtos amplificados para 20 da
solucdo de LIS-SSCP.
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As amostras de sangue total e de soro de 22 pacientes
de Clinicas da

infartados foram colhidas no Hospital
Universidade Federal de Uberlandia e no Laboratério BioGenetics

Tecnologia Molecular.
O grupo dos 22 Infartados foi selecionado de acordo com a

definigéo da Organizagdo Mundial da Saude para o diagnéstico do
infarto do miocardio. Cada individuo apresentou pelo menos dois
dos trés critérios: histéria clinica de dor toracica tipica de

18quemia, alteracdes em eletrocardiogramas seriados e elevacdo

dos niveis séricos da enzima creatinofosfoquinase (CK-MB). O

teste laboratorial utilizado foi procedido segundo Ryan et al.,

(1996) . Foram excluidos o0s ©pacientes que realizaram a

reVascularizagéo miocardica, angiloplastia percutanea

transiuminal coronaria, os com infarto miocardico prévio e com

ldade acima de 65 anos.

Foram considerados como fatores de risco a histéria

familiar de doenca arterial coronaria (DAC), a Hipertenséo

Arteria] Sistémica (HAS), os niveis elevados de colesterol

total (maior que 239 mg/dl) e de colesterol LDL (maior que 159

Mg/dl), os niveis baixos de colesterol HDL (menor que 35

Mg/dl), e os niveis elevados de triglicérides
Mm3/dl). 0 indice de massa corpdérea (IMC) fol determinado

(maior que 200
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segundo Bray (1992), com a obesidade classificada como IMC
maior ou igual a 25 Kg/m’.

Os pacientes foram submetidos a cineangiocoronariografia
dentro de duas semanas pbs-infarto, possibilitando avaliar o
grau de lesdo coronaria. A gravidade da doenca aterosclerdtica
Corondria foi determinada através do numero de vasos lesados
(lesdo obstrutiva maior que 50%), sendo divididos em uni, bi e
tri-arterial.

A avaliagdo do fluxo corondrio da artéria relacionada ao
infarto foi realizada através dos critérios do TIMI Study Group
(1985), em grau O (sem perfusao); grau I (penetracdo sem
berfusdo); grau II (perfusdo parcial); grau III (perfusdo
Completa).

O grau de lesdo do misculo cardiaco foi avaliado pelo
Calculo da fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo através da
ventriculografia angiografica.

O tipo de 1lesdo foi analisado segundo os critérios de
Ellis et al., (1990), sendo que as lesdes foram subdivididas em
tipo A: 1lesdo «curta, com menos de 10mm de comprimento,
Cconcéntrica, facilmente acessivel, segmento ndo-angulado,
contorno liso, com pouca ou nenhuma calcificag¢do, sem ocluséio
total, sem envolvimento de ramos maiores, sem trombos; Tipo B:
Lesdo tubular com 10-20mm de comprimento, excéntrica, em
Seégmento  proximal com moderada tortuosidade, segmento
oderadamente angulado entre 45 e 90 graus, contorno irregular,
Com moderada a grande calcificagdo, oclusdo total com menos de
3 meses, localizacgdo ostial, lesdo em bifurcag¢do, algum trombo
Presente, sendo subdividida em tipos Bl com uma caracteristica
adversa e B2 com duas ou mais caracteristicas adversas e tipo
C: Lesao difusa com mais de 20mm de comprimento, segmento
Proximal com tortuosidade excessiva, segmento extremamente
anqulado com mais de 90 graus, oclusdo total a mais de 3 meses,
inCapacidade de protegdo de ramos maiores. Os parametros da

Cineangiocardiografia foram avaliados por trés hemodinamicistas

independentes.
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O DNA foi preparado a partir de uma amostra de sangue (5

ml) colhida em tubo vacuntainer com EDTA. Os gendétipos foram
determinados pela técnica da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) por meio da amplificacdo da regido polimérfica I/D do

dene da ECA.

Foram realizadas trés repeticgdes em todos os casos. Testes
bPara excluir contaminagdo consistiram da casualizac¢do das
amostras em cada repetigdo, da manipulacido individual de cada
dmostra e dos procedimentos em ambientes separados (extracdo,
Preparo da reagdo e amplificagdo). O controle das solucgdes
utilizadas foi feito em cada reacio, através da utilizacdo do
tubo contendo todos reagentes necessérios a amplificagdo, porém

sem o DNA. Esse controle negativo determinava a nao

Contaminacdo dos reagentes por DNA exdgeno.

As amostras de sangue colhidas dos 22 pacientes infartados

© dos 210 nao-infartados foram conservadas a 4° C até o momento
da extracdo do DNA. A extracdo do DNA gendmico foi realizada de
dcordo com os procedimentos para microextragdo de Sambrook et
al., (1989). A camada de leucécitos foi separada por

centrifugagéo e as células foram lavadas em solug¢do tampao (100

™ Tris-HCl; 500 mM KCl1 e 15 mM MgClz), sendo submetidas a

digestdo por proteinase K(100 mg/ml).
As proteinas e debris celulares foram precipitados por

Centrifugagéo. O DNA, em solugdo no sobrenadante, foi

Precipitado por etanol e ressuspendido em solugdo tampdo.

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada no

€Quipamento MJ Research (PTC-100-60). O par de “primers”

(iniciadores da reacdo) foi o mesmo descrito por Rigat et al.
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(1992). A reacdo consistiu de 1,0 ug de DNA, 2,5 U de Tag DNA
Polimerase, 10 pmoles de cada primer, 2,5 mM MgCl, e 200 uM de
dNTPs. Procederam-se 35 ciclos nas seguintes temperaturas e
tempos: 94°C/1 min.; 60°C/30 seg. e 72°C/ 1 min. Os produtos
amplificados foram separados em eletroforese de agarose a 1,5%
€ visualizados em luz ultravioleta, na presencga de brometo de
etideo. 0Os produtos analisados esperados tiveram 03 (trés)
conformacgdes: homozigoto normal (I/I:molécula de DNA com 490
Pares de bases), heterozigoto (I/D: moléculas de DNA com 490 e
203 pares de bases) e homozigoto sem insercdo (D/D: molécula de

DNA com 203 pares de bases) (Figura 4).
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500 pp

200 pb

Figura 4: Produtos de amplificagdo da regido polimérfica

no intro 16 do gene ECA.
Linha 1 - Marcador de peso molecular.
Linha 2 e 3 - Genétipo II (Homozigoto).
Linhas 4, 5 e 6 - Gen6tipo DD (Homozigoto).
Linha 7 - Controle negativo da reacgdo.
Linhas 8 e 9 - Genb6tipo ID (Heterozigoto).
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O DNA extraido para a genotipagem da ECA também foi
O par de

Utilizado para a genotipagem do receptor da AII (AT1).

A\ ] . . R - . R
Primers” (iniciadores da reacdo) foi o mesmo descrito por

Cambien et al., (1992). A reacio consistiu de 1,0 ug de DNA,

2/5 U de Tag DNA polimerase, 10 pmoles de cada primer, 2,5 mM

MgCl, . 200 uM de dNTPs. Procederam-se 35 ciclos nas seguintes

temperaturas e tempos: 94°C/1 min.; 59°C/30 seg. e 72°C/ 1 min.

Os produtos amplificados também foram separados em eletroforese

de agarose a 1,5% e visualizados em luz ultravioleta na

Presenca de brometo de etideo. O produto amplificado esperado

foi um fragmento de 856 pares de base (Figura 5).

Cada amostra do produto amplificado pelos primers do receptor

ATl foi incubado com a endonuclease DdeI, a qual reconhece o

Sitio de restricgéo ,5’...C‘%N%G...3’. A incubag¢do de 15 ul de

Produto amplificado foi feita na presenca de 1 ul da enzima de

Testricido DdeI, o que equivale a 8 U da mesma. A incubagdo foi

feita a 37° ¢ durante 1 hora e a inativagdo da enzima durou 20

Minutos a uma temperatura de 65° C. O tampdo utilizado para o

Procedimento de corte foi constituido de 100 mM Cloreto de

S6dio  (NacCl); 50 mM de Tris-HCl; 10 mM de MgCly; 1 mM

Ditiotreitol (DTT) com o pH 7.9 a 25° C. A mutac¢do no fragmento

do gene AT1 esté na posicdo 1166, onde existiu uma mutacg&o por

transverséo da Adenina para Citosina. Por coincidéncia a
MWtacdo de ponto mudou a sequéncia constituindo um sitio da

®hdonuclease pdel (Figura 5).
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A seqiiéncia nucleotidica normal foi 57~ CTNAG - 37, ndo
apresentando o sitio de restricdo da DdeI. Com a ocorréncia da
troca da Adenina pela Citosina a sequéncia muda para 5 - ¢ ¥rnac
- 37, coincidindo ent&o com o sitio para Ddel. Na visualizagdo
em gel de agarose 2%, os fragmentos esperados para um individuo
normal seria de 600 pb e de 256 pb (gendtipo AA). Para um
individuo portador dos alelos mutantes, a previsdo seria de 3
fragmentos: sendo um de 600 pb, um de 110 pb e outro de 146 pb
(genétipo CC). Finalmente, para um heterozigoto seriam 4

fragmentos: um de 600 pb; um de 256 pb; um de 110 pb e outro de
146 pb (Figura 5).
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o ST 800 600,146,110

FLEL R [

|

enzima DdelI no gene

Figura 5: gitios de restrigao da

Teceptor da Angiotensina II.
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Para a analise de mutagdo nos fragmentos amplificados pela

PCR-LIS-SSCP, utilizou-se os processamentos relatados por
Etsuko et al. (1996), com algumas modificac¢des. Um microlitro
do produto da PCR foi adicionado a 20 ul da solugédo LIS (10% de
Sacarose, 0,01% de azul de bromofenol e 0,01% de xylene cyanol
FF), sob forte agitagdo. A mistura fol incubada por 2 minutos a
97° C e 8 ul dessa mistura foram aplicados em um gel de
Poliacrilamida a 10% (49 acrilamida:l bisacrilamida). A fonte
utilizada foi AE 250 a uma temperatura constante. A
eletroforese foi realizada em solugdo tampdo contendo 45 mM de
TBE (tris-borato-EDTA) pH 8,0 e 1 mM de EDTA. A corrente foi de
15 ma e o tempo foi de 16 h. O perfil do SSCP no gel foi

detectado pela coloracdo em prata.

sangue das 210 pessoas

A colheita de amostras de

Pertencentes a todos os estados brasileiros foi feita no

Hemocentro da Universidade Federal de Uberlandia. A selecdo das

aMostras foi aleatédria, obedecendo a segiiéncia de entrada das

Mesmas e as proporc¢des determinadas de acordo com a populacdo
de cada regifio, (Tabela 1-IBGE). As amostras foram coletadas no

Periodo de marco de 1997 a junho de 1998. De acordo com a

tabela 2, a populacdo total do Brasil, até o periodo
Pesquisado, era igual a 146.917.459 de pessoas. A tabela abaixo
Telaciona as quantidades de 210 amostras que foram retiradas,

Obedecendo a proporcdo estimada para cada estado.
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Tabela 1: Regides brasileiras que contribuiram com as amostras

coletadas no Hemocentro de Uberlindia.

REGICES UNIDADE SIGLA CAPITAL POPULAC,‘AO
"NORTE ACRE AC RIO BRANCO 417.165
AMAPA AP MACAPA 288.690
AMAZONAS AM MANAUS 2.102.901
PARA j7: BELEM 5.181.570
RONDONTA RO PORTO VELHO 1.130.874
RORATMA RR BOA VISTA 215.950
TOCANTINS TO PALMAS 920.116
NORDESTE ALAGOAS AL MACEIS 2.512.991
BAHIA BA SALVADOR 11.855.157
CEARA CE FORTALEZA 6.362.620
MARANHAO MA sho Lufs 4.929.029
PARATBA PB JORO PESSOA 3.200.677
PERNAMBUCO PE RECIFE 7.122.548
p1avf PI TERESINA 2.581.215
RIO GRANDE DO NORTE RN NATAL 2114121
SERGIPE SE ARACAJO 1491867
SUDESTE ESPfRITO SANTO ES VITORIA 2598505
MINAS GERAIS MG BELO HORIZONTE 15731961
RIO DE JANEIRO RJ RIO DE JANEIRO 12783761
SAO PAULO sp SAO PAULO 31546473
suL PARANA PR CURITIBA 8443299
RIO GRANDE DO SUL RS PORTO ALEGRE 9135479
SANTA CATARINA sC FLORIANOPOLIS 4538248
CENTRO OESTE DISTRITO FEDERAL DF BRASILIA 1598415
GOIAS GO GOIANIA 4012562
MATO GROSSO MT CUIARA 2022524
MATO GROSSO DO SUL Ms CAMPO GRANDE 1778741

FONTE : IBGE, Anuario Estatistico do Brasil, 1992. Censo demografico 91

Tabela 2: Namero de individuos que foram genotipados em cada regido
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A avaliacdo da influéncia do polimorfismo do gene ATl no

grau de aterosclerose coronaria, foi realizada em 22 individuos
infartados, pela andlise de variancia com cruzamento dos trés
gendétipos do AT1 e dos pardmetros de avaliacdo
Cinecoronariografica, bem como o cruzamento com oS outros
fatores de risco cardiovasculares. A comparagdo de médias entre
Os grupos foi feita pelo Duncan’s Multiple Range Test. Em todos
O0S testes fixou-se em 0,05 ou 5% (alfa < 0,05) o nivel para
rejeicido da hipdétese de nulidade, assinalando-se em vermelho o0s
valores significantes. Foram também realizadas correlagdes de
Pearson e correlagdes candnicas, utilizando o programa
Statistica versdo 4.5* (1993) para determinar possiveis

associacdes de varidveis clinicas do IAM com os gendtipos de

ambos os genes ECA e AT1.
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Para a obtencdo de resultados precisos, sensiveis e com

repetibilidade, foi fundamental a padronizag¢do das técnicas de
extracdo de DNA (Figura 6), da amplificagdo para obtengdo das

duas genotipagens (Figura 7) e da desnaturacdo dos produtos

amplificados. Essas técnicas tiveram a finalidade de obter o
Padrido de fitas simples no LIS-SSCP e a restrigdo enzimatica. A
deteccdo dos produtos amplificados também foi de grande
importancia, pois o perfil eletroforético na genotipagem do
receptor AT1 da AII apresentou fragmentos com até 36 pares de
bases de diferenca (Figura 8). Para obter a resolugdo desejada,

uUsou-se agarose na concentracdo de 2%.
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Figura 6: Padrio de DNA utilizado nas reacdes de amplificagdo para os

genes ECA e ATI.

856 pb

100 pb

Figura 7: Produtos plificados do gene receptor da Angiotensina II
(AT1) .

Linha 1 - Controle negativo da reacédo.
Linha 5 - Controle negativo da reacgdo
Linhas 2, 3, 4 , 6 ,7 ,8 ,92 e 10 - Produto amplificado do gene AT1.
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600 pb

Figura 8: Produtos de amplificag¢do do receptor ATl da

Angiotensina II.

Linha M- Marcador de peso molecular de 100 pb.

Linha 3- controle negativo da reagéo
Linhas 1 e 4- Genétipo AC (Heterozigoto).
Linhas 5 e 7 - Genétipo CC (Homozigoto).
Linha 2 ¢ 6 - Genétipo AA (Homozigoto).
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Para os procedimentos da PCR, foram necessarias muitas
tentativas no sentido de eliminar todos oS produtos
inespecificos que inviabilizam tanto a técnica de RFLP por
endonuclease, quanto a técnica de PCR-LIS-SSCP, aplicadas na
Obtencdo dos resultados apresentados.

A quantidade de DNA para a reacdo de amplificacdo foi
fundamental, exigindo grande precisd3o na obtencdo do perfil
especifico de bandas no gel de poliacrilamida e no gel de
dgarose. Porém foi mais flexivel a quantidade de Tag DNA
bolimerase, dNTPs e tampido da Tag polimerase, pois néo
apresentaram variacdes, facilitando assim a determinacdo das
Concentragdes otimas. Para a otimizacdo da concentracgdo do

Cloreto de magnésio (MgCl,), concluindo-se como ideal a

Concentracido de 2,5 mM.
O gendétipo do receptor ATl da AII apresentou significancia

€Statistica na andlise de varidncia com as caracteristicas que
Promovem o aumento da gravidade das doencas cardiovasculares

(DCV). 0s fatores tradicionais de DCV, ndo foram significantes,

Quando relacionados & mutacdo do receptor. Isto demonstrou a

lndependéncia entre a ocorréncia dos gendtipos favoraveis ao

risco de infarto e fatores tradicionais. Os fatores estudados

foram o colesterol HDL, O colesterol ILDL e os niveis de

triglicérides totais. A presenga de muta¢do do receptor nido

implica na ocorréncia de altos niveis de colesterol LDL, de

Paixos niveis de HDL combinados com altos niveis de

triglicérides totais, devendo existir outros marcadores para

€stas caracteristicas. Por outro lado, com resultados da Tabela

3 bPodemos com certeza, associar a presenga da mutagdo no gene

ATl com os pacientes que tiveram uma maior obstrugdo e com ©

Nimero de artérias coronarias comprometidas. Os dados mais

iMportantes relacionados foram: os vasos acometidos com mais de
o agrupamento de bi + tri-arterial vs uni-
Foram exatamente estes

50% de oclusao,

Arterial e fluxo coronariano (TIMI).

danos que ocorreram com maior intensidade no grupo de pacientes

infartados, portadores da mutagdo no receptor ATl. A quantidade
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de vasos acometidos e o fluxo corondrio apresentaram uma

significancia com P<10% (Tabela 3). Observa-se na Tabela 4 que

03 wvasos acometidos, lesdo Dbi e tri-arterial e fluxo

Coronariano apresentaram maior associacdo, quando foi

Considerada a presenca da mutacdo (AC+CC) versus a auséncia de

mutacdo (AA).

A ndo inclusdo de um grupo controle, de ndo infartados, se

deve pelos sequintes motivos :

a) ocorréncia do infarto agudo em idades e sexos distintos,
apresentando mais de um fator de risco convencional;

b) individuos aparentemente normais podem apresentar
Obstrucdes coronariana sem sintomas fisicos evidentes;

C) a cineangiocronariografia sé é realizada em pacientes com

Supeitas de infarto, podendo ainda estar sujeita & néo

ocorréncia de trombose coronaria;
d) a ocorréncia do infarto do miocdrdio é multifatorial, sendo

quase impossivel a separagdo de grupos semelhantes quanto

ao risco.
A falta de definic&do para um grupo controle ndo impede que

OS diferentes grupos sejam analisados; contudo, requer-se

grande ntmero de pacientes que, Juntamente com andlises

estatisticas apropriadas, possam inferir, sobre a influéncia

dos marcadores moleculares na doenca. Uma alternativa para o

estudo de eventos multifatoriais tem sido o emprego da

que procura associar grupos de variaveis

com grupos de variaveis

Correlacio canénica,

independentes, como os gendtipos,

dependentes, ou seja, o estudo de causa e efeito. Portanto,

Nesta investigacdo foi possivel
Polimorfismo dos genes da ECA e AT1 na extensdo do infarto,

Pois associou-se os dois polimorfismos génicos com os diversos
infarto do miocardio,

analisar o} efeito do

Parametros que medem a gravidade do

Considerando-os como parte de um Gnico evento.
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Apesar das divergéncias existentes entre varios autores,

as pesquisas relacionadas com os aspectos genéticos das doengas

Cardiovasculares apresentaram, constantemente, novos dados e

novos marcadores. Recentemente, foi relatada a associagdo do

gene Receptor ATl da AITI com hipertensdo e IAM (Cambien et

al.,1992).
An&lise de varidncia dentro do gendtipo AT1 para todas as

variaveis estudadas (Tabela 3) e suas significadncias demostram
a importancia deste polimorfismo no numero de vasos acometidos
e fluxo coronario, com ligeira influéncia em outros parametros,
borém n&do significativas, quando analisadas individualmente.
Considerando-se a presenca do alelo ndo favoradvel C do gene

ATl, tanto em homozigose, quanto em hetereozigose, a

Significancia para as caracteristicas numero de vasos lesados e

fluxo coronariano é ainda maior (Tabela 4 e 5).
O poder do teste estatistico marginal para algumas

vVarijdveis pode ser devido ao baixo nlmero de pacientes

analisados, pois sdo caracteristicas quantitativas em sua

Maioria.

Houve predomindncia do sexo masculino no grupo de

infartados (73%) em relag¢do ao feminino (27%), estando de

acordo com Lerner et al., (1986), apesar de ndo haver

Justificativas que expliquem essa diferenca.
Na comparacdo das médias pelo teste de Duncan (Tabela 5),

Pdde-se observar que o genbétipo comporta-se diferentemente em

duas caracteristicas distintas. Uma delas foi o fluxo

Corondrio, onde a mutacdo demonstrou ter uma relagdo de

dominancia sobre o genétipo ndo mutante, pois os individuos
heterozigotos apresentaram a mesma média que o0s homozigotos,

Portadores de mutacdo. A outra caracteristica foi o ndmero de

Vasos acometidos que apresentou uma codomindncia, com médias

diferentes entre os individuos heterozigotos e homozigotos.

Outra observacdo importante foi a ndo associagdo dos gendtipos

Com os fatores tradicionais.
Resultados semelhantes foram obtidos por Araajo
contudo as variaveis mais significativas

(1998),

Como o gene da ECA,
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associadas ao gendtipo foram: o tabagismo e baixos niveis de
HDL. Isto implica que uma associacédo entre oS dois

Polimorfismos podem Ter um efeito sinergistico na ocorréncia do
1AM,
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Tabela 3: Analise de Variancia dentro de gendtipo do

receptor AT1

‘~VARIAVEIS DEPENDENTES QUADRADOS MEDIOS PROBABILIDADE
DO ERRO

COLESTEROL (mg/dl)

Total > 200 2.830,43 0,80
HDL < 35 109,74 0,42
LDL > 159 2.047,82 0,73
Triglicérides>200 mg/dl 11.793,54 0,54
IMC CLAS 0,23 0,25
VASOS ACOMETIDOS 0,28 0,05
BI/TRI UNI 0,14 0,07
ARTERIA COMPROMETIDA 0,84 0,47
GRAU DE LESZO 0,61 0,23
FLUXO CORONARIO 0,99 0,09

TIPO DE LESAO 0,43 0,23
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Tabela 4: Analise de Varidncia do Estado Arterial,Colesterol e

Triglicérides para os gendtipos AC+CC vs AA

= VARIAVEIS QUADRADOS MEDIOS

DEPENDENTES DO ERRO
“COLESTEROL (mg/d1)
Total > 200 2830,43 0,51
HDL < 35 109,74 0,31
LDL > 159 2047,82 0,49
Triglicérides > 200
g/l 11793, 54 0,71
IMC cLas 0,23 0,19
VAS ACOM 0,28 0, 04
BI/TRI UNI 0,14 0,03
ARTERIA CULPADA 0,84 0,59
GRAU DE LESAO 0,61 0,18
FLUXO CORONARIO 0,99 0,03
TIPO DE LESAO 0,43 0,13

Tabela 5: Comparagio de Médias pelo Teste de Duncan.

[S—

BI/TRI
VASOS
Vs TIMI
ACOMETIDOS

UNT
ACtoC 1,55 a 1,63 b 1,75 a
AR 1,18 b 2,72 a 1,27 b
AC 1,50 b 1,66 b 1,50 b
\
cc 1,80 a 1,60 b 2,20 a

* Médias seguidas pela
Significativamente diferentes

Probabilidade.
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Os dados obtidos demonstraram que a mutag¢do do receptor
da AII ¢ altamente associada com o numero de vasos acometidos,
classificados como: uniarterial, biarterial e triarterial, com
O fluxo coronédrio (TIMI) e com o grau de lesdo (Tabela 7).

Quando analisados pela correlacd3o de Pearson (Tabela 6),
08 gendétipos com o acometimento arterial e o receptor da AII,

demonstraram uma correlacdo com a classe de nlmero de vasos

acometidos (bi+tri vs uni) (51%), com o fluxo corondrio(TIMI)
(51%) e com os vasos acometidos (bi,tri e uni) (49%). Agrupando

O gendétipo em classes de mutantes e ndo mutantes, ocorreu a

associagdo com as seguintes varidveis: classe de numeros de

Vasos acometidos (bi+tri vs uni) (46%) e fluxo coronario (55%).

Esses dados demonstraram que ao comparar 0 numero de vasos

acometidos e fluxo coronariano individualmente (AA,AC,CC) ou em

Classes de genétipo mutante (AC,CC) e ndo mutante (AA), o

Teésultado ndo sofreu alteracdo.

0 polimorfismo da ECA I/D correlacionou-se
Significantemente somente com a variidvel “tipo de lesdo” e a
Mutagdo no receptor da AII teve correlagdo com o numero de

Vasos acometidos e fluxo coronariano. Isso demonstrou que

€xiste uma relacdo sinérgica entre o polimorfismo da ECA e a

Mutagdo do recptor AT1 na ocorréncia do infarto do miocéardio.
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Tabela 6: Correlagido de Pearson entre os gendétipos

pPolimérficos ECA e ATl com a Hipertensdo, o0s

antecedentes familiares, o colesterol, o numero de

Vasos acometidos, o fluxo coronariano e tipo de leséo.

Bi/Tri Fluxo Tipo
HIPERTENSAO Antecedentes Colesterol Uni Vasos Coronario de
Familiares Total Acometidos (TIMI) Lesido
“Eca
(II,1D # 0,11 - 0,24 0,150 0,28 0,29 - 0,28 0,42
,DD)
ID+DD
X II - 0,21 0,10 - 0,030 -0, 33 - 0,30 0,20 -0, 54
ATl
- 0,35 0,26 - 0,027 0y 31 0,49 a0 0,22
AC+ce
X aa - 0,29 0.18 - 0,240 0,46 0,38 - 0,55 0,26

* 08 nUmeros em vermelho sdo estatisticamente

Significantes ao nivel de 5% de probabilidade
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Devido a ocorréncia do IAM ser multifatorial, a correlagao

Candnica é o método estatistico mais apropriado para avaliar

grupo de varidveis contra gendétipos. Esta associagdo entre
grupo além de permitir determinar efeitos sinérgicos ou

antagénicos entre gendtipos e varidveis, define também o efeito

individual na ocorréncia de IAM como um todo.

O teste de correlagdo candénica, foi realizado reunindo os
contra os

da
do

efeitos que agravam o estado do paciente infartado,
gendtipos do receptor ATl da AII e o gene do polimorfismo
ECA I/D. 0s dados demonstraram que o individuo possuidor

gendtipo de risco de infarto DD ou ID, juntamente com a mutagdo

N0 receptor AT1 da AII, tem uma alta correlacdo (0,73;

P<0,01)com: o grau de lesdo, o tipo de lesdo e o ntmero de

Vasos acometidos (bi,tri,uni) e o0s vasos acometidos (bi + tri

VS uni). Os genétipos da ECA e do AT,
conseguem explicar a maior extensdo do infarto,

quando analisados

Separadamente,
Porém com uma menor correlagdo (58%)e uma menor precisdo

(P<0,04) (Tabela 7).
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Tabela 7: Correlagdes Candnicas entre Grupos de

Variiveis

[ .

Grupo 1

L

ID + DD vs IT bitri vs uni

Grupo 2 Correlagao Nivel de P

grau de leséao 0,73 0,01

AC +cc
vs AR tipo de leséao

vasos
ID + :
DD vs II zcometidos

grau de leséao 0,70 0,02

AC +cc vs an | N
tipo de lesao

bi+tri vs uni
ID
¥ DD vs II grau de lesédo 0,58 0,05

tipo de lesédo

bi+tri vs uni

AC
T CCvs AR gray de lesdo 0,58 0,04

tipo de leséo

\
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As propriedades genéticas das populag¢des sdo determinadas
a partir do conhecimento de suas freqiiéncias alélicas e

(Tabela 8). As freqiiéncias alélicas (Tabela 9)

genotipicas

Correspondem as proporgdes dos diferentes alelos de um

determinado gene na populagio. As freqiiéncias genotipicas sdao

as proporgdes dos diferentes genétipos na populacdo de

individuos (Ramalho et al., 1989).
Os dados obtidos pela genotipagem demonstraram que a

freqiiéncia do alelo I ¢é aproximadamente igual para as cinco
regides estudadas, igualmente ocorrendo com a alelo D. As

Médias na populacgdo total foi de 0,39 para o alelo I e de 0,61

Para o alelo D. Apenas a Regido Sudeste apresentou a mesma

freqiiéncia (0,53), relatada por Cambien et al., (1.992). Para

as demais regides a freqiiéncia foi acima de 0,53.
Os valores literais que compdem a somatdria dos gendtipos

de cada regido foram X; = numero de genétipos II; X, = namero

de genétipos ID e X3 = numero de gendtipos DD, conforme a

relagdo seguinte.

X +X,+X; = NTI e NTI = 42+90+78 = 210
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Calculo da freqiiéncia dos genétipos:

Freqiiéncia do gendétipo IT =
Freqiiéncia do genétipo ID =

Freqiiéncia do genétipo DD =

Para o calculo da freqiiéncia dos alelos
utilizou-se as

Tepresentada por p e g,

abaixo:

it
T
It

* freqtiéncia do alelo I

If
Q
1

* freqiiéncia do alelo D

X3 /NTI
X, /NTI
X3/NTI

2X; + X,/2NTI

= 2X3 + X2/2NTI

Juarez Indcio - 1998

1 42/210 = 0,20
90/210 = 0,43

78/210

il

i

0,37

2.42 + 90/2.210

2.78 + 90/2.210

I e D,

férmulas

Il

Il

que sera
descritas
0,42
0,58

As frequéncias alélicas da ECA nas regi®es brasileiras né&o

dPresentaram diferencas das publicadas por Cambien et al.,

(1992), apresentando uma média de 0,4 para o alelo I e 0,6 para

O alelo D. (Tabela 9)
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Tabela 8: Distribuigido dos genétipos do Polimorfismo

da ECA I/D, em cada regido do Brasil.

REGIOES I/I I/D D/D TOTAL
NORTE 04 06 05 15
NORDESTE 08 27 23 58
SUDESTE 21 43 28 92
SUL 07 07 16 30
\

CENTRO-OESTE 02 07 06 15
TOTAT, 42 90 78 210

[~ S

Tabela 9: Freqiiéncias Alélicas do Polimorfismo da ECA

I/D das regides brasileiras.

REGIOGES f do alelo f do alelo D
o I=p £f=1-p
NORTE 0,47 0,53
NORDESTE 0,37 0,63
SUL, 0, 35 0,65
SUDESTE 0,46 0,54
CENTRO-OESTE 0,37 0,63
S ——
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Ndo houve uma uniformidade na distribuigdo genotipica nas
diversas regides do Brasil. Entretanto houve um nuimero baixo de
individuos portadores do genétipo II. Esses resultados
demonstraram que o gendtipo mutante da ECA estard presente em
aproximadamente 70% dos individuos da populagdo brasileira. Em
Comparacdo com os dados da tese do Araidjo, (1998), podemos
Observar que as freqiiéncias foram praticamente idé&nticas, onde
foi determinada a freqiéncia dos genétipos II (0,2), ID (0,4) e
DD (0,4) nos individuos infartados. Esses dados sugerem que a
Mutagdo do gene da ECA ndo estd associada & ocorréncia do

Infarto do Miocardio (Figura 9).
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des do Brasil.

Figura 9, . Distribuigo das Frequéncias Genotipicas das Cinco Regi
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O procedimento para obtengac dos produtos amplificados
no intron 16 do gene

Para a investigacdo de mutagdes
polimérfico da ECA I/D, foi o mesmo para a determinagdo do

gendtipo do polimorfismo da ECA I/D. Os pacientes utilizados na

aplicacdo da técnica do LIS-SSCP fazem parte do conjunto de

dmostras que serviram para a determinacdo das proporgdes

genotipicas do gene da ECA, no Brasil. As amostras dos

infartados também foram incluidas no experimento.

A maior incidéncia de mutacdes entre os introns em

relacdo aos exons (WOLFE et al., 1983)
insercio de 287 nucleotideos da ECA provocaram uma davida que
Esta duvida é se realmente esta regido

e a ocorréncia da

deve ser esclarecida.
foi acometida somente pela insergdo dos 287 nucleotideos da ECA

Ou se existe ainda alguma mutagdo importante, ndo evidenciada,

que funcionaria como mais um fator genético, causador das

doencas cardiovasculares.

A revelacao do gel de poliacrilamida apresentou, sem
Variacdo, duas bandas para OS5 individuos homozigotos e quatro
Para os heterozigotos. Foi utilizado o marcador de 100 pares de
baseS, ao correr os géis, com O objetivo de verificar se existe

repetibilidade da reagdo e ndo de
que fitas simples  adquirem

determinar o tamanho dos

fragmentos, pois  sabe-se
Conformacdes espaciais que diminuem o e5pago percorrido no gel,

" consegiientemente, nao ha correspondéncia entre a fita

Simples e os valores apresentados pelos marcadores.

Além da determinagdo da existéncia ou ndo de mutagao, no
do gene da ECA, estas

fragmento amplificado pelos “primers”
especificidade e de

alto grau de
ntos nucleotideos foram inseridos

amplificadas, pdde-se chegar a

técnicas atingiram um
Precisgo. po se calcular qua
D& construcdo de todas as fitas

Classe dos bilhdes de nucleotideos 1
Os resultados demonstraram que ndo

cleotidios. As

nseridos especificamente,

dos 80 individuos avaliados.
Rouve erro da Taq polimerase ao inserir esses nu
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bandas do alelo D sempre estacionaram em 820 pares de base

(Pb) e 1220 pb. (Figura 9).

De acordo com os resultados obtidos concluiu-se que ©
efeito do genétipo (ECA I/D) se restringe somente & insergéo
dos 287 pb, eliminando a hipétese da existéncia de alguma

Mutagdo, a qual poderia associar~se ao gendtipo da ECA I/D.

53



Juarez Inéacio - 1998

800pb
iy
30 . : :
0 pb ~—»,, Figura 10: Perfil dos DNAs fita simples obtidos

na PCR-LIS-SSCP.
Linha 1 - Marcador de peso molecular de 100 pb.
Linhas 2, 4, 5, 7, 9, 14/ 15! 19[ 201 21 e 22 -~ Perfil de
fitas simples do gendtipo ID.
Linhas 3,6,8 e 12 - Perfil de fitas simples do genétipo II.

mopb Linhas 10, 11, 13, 16, 17 e 18 - Perfil de fitas simples do

gendtipo DD.
As setas indicam as

heterozigoto I/D.

quatro bandas esperadas para o
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0s resultados obtidos em pacientes infartados demonstraram

que os genétipos da ECA juntamente com o receptor AT1, contra

08 vasos acometidos (uni+bi e tri), o grau de lesdo e tipo de

lesso, apresentaram um Vvalor de correlagdo altamente

significativa (0,73;P < 0,01). E se analisados individualmente,

Uma menor correlacgdo é obtida (0,58; p < 0,05). Isso indica que

ambas mutacsdes dos genes da ECA e ATl tém uma influéncia

Sinergistica na acdo da AII, provando também que estes

9endtipos s30 altamente associados com o grau de

Comprometimento do infarto.

Os fatores de risco modificavels,
os niveis de triglicérides plasmaticos, a classe

tals como: o colesterol

(HDL e 1p1,),
de indice massa corporal maior que 25 Kg/m? e a hipertensdo néo
Se associaram Significativamente com os gendétipos da ECA e ATI.

A hipétese da existéncia de mutacdes associadas a insergdo

de 287 pb no polimorfismo da ECA ndo foi confirmada,
demonstrando que O polimorfismo da ECA I/D ndo possui variagéo
Causada por mutagdo entre OS alelos I e D. Foi possivel

Concluir que a técnica PCR-LIS-SSCP tem uma boa repetibilidade,

Pois en todas as repetigdes realizadas n&c ocorreu variagao,

tanto pa amplificagdo quanto no perfil eletroforético, para a

Mesma amostra.
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As fregiiéncias dos genétipos [II (0,2), ID (0,43) e DD
sio aproximadamente idénticas

ao grupo dos individuos infartados [II (0,2}« I/D (0,4) e DD
reu com a fregiéncia dos alelos I e D que,

(0,37)] da populagao prasileira,

(0,4)]. O mesmo OCOL

para a populagdo prasileira, foil estimada em 0,404 e 0,596

grupo dos infartados foi 0,392 para o

0Os valores das freqgliéncias

respectivamente e para ©

alelo I e 0,608 para © alelo D.

genotipicas e alélicas dos grupos de infartados e da populacgao

brasileira se apresentaran muito proéoximas.

A associacdo destes dois marcadores moleculares (ECA

AT1) com a maior gravidade do infarto do miocardio se deve

aplicacdo da analise por correlagdo candnica, que juntamente

num futuro prbéximo, podersdo prevenir

o o @ O

outros marcadores

infarto ou mesmo mudar padrées e habitos de vida,

consequentemente reduzindo © namero de Obitos e aumento a

expectativa de vida do ser humano.
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