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RESUMO

A doencga cardiovascular (DCV) é considerada a principal causa de mortalidade em
todo o mundo. Nesse sentido, a identificagdo de caracteristicas genéticas
relacionadas doenga arterial coronariana (DAC) tem sido estudada. Em algumas
populagdes a presenga do polimorfismo do gene Kinesin-like protein 6 (KIF6) (rs
20455) correlaciona-se com um risco cardiovascular aumentado, porém dados da
literatura sao conflitantes. Postula-se que, em modelos animais, o gene Aftractin-like
1 protein (ATRNL1) esteja correlacionado ao equilibrio energético e a homeostase,
entretanto ndo existem informagdes sobre a influéncia do polimorfismo ATRL1
(rs180706) em seres humanos. Apesar de as analises genéticas e as suas
associacbes com a DAC serem amplamente estudadas a nivel mundial, dados
referentes a populagao brasileira sdo escassos. O objetivo do estudo foi avaliar as
associagoes entre polimorfismos nos genes ATRNL1 (rs 180706) e KIF6 (rs 20455) e
a doencga arterial coronariana. Consistiu em um estudo transversal, prospectivo,
descritivo e analitico, realizado de novembro de 2017 a junho de 2018. Foram
avaliados 404 individuos (204 com DAC e 200 controles sadios). O percentual de
homens nos grupos doenca e controle foi 58,8% x 20,0% (p = 0,001),
respectivamente. A média de idade foi 61,99 + 11,2 x 38,61 + 11,6 anos (p < 0,001)
nos doentes versus controles. As variaveis clinicas mais frequentes no grupo doencga
foram: Hipertensao arterial sistémica (HAS) (75,5%), Diabetes Melitus (DM) (41,2%),
obesidade (23,5%), infarto agudo do miocardio (IAM) (13,7%), dislipidemia (13,2%),
angioplastia transluminal percuténea (ATC) prévia (7,8%), tabagismo (5,4%),
cinecoronariografia (Cine) prévia (4,4%), acidente vascular cerebral (AVC) (3,4%) e
passado de cirurgia cardiaca (3,4%). No polimorfismo ATRLN1 (rs 180706) o
genotipo nos doentes foi CC (49,5%), AC (42,6%) e AA (7,8%) e nos controles: CC
(37,5%), AC (48,0%) e AA (14,5%) (p = 0,018). Na analise da prevaléncia do alelo A
(AA + AC) x CC, observou-se 62,5% x 50,5% nos grupos doenga e controle
respectivamente (p = 0,015). No polimorfismo KIF 6 (rs 20455) o gendtipo nos
doentes foi AG (50%), GG (24,5%) e AA (25,5%) e nos controles: AG (51%), GG
(28,5%) e AA (20,5%). Na analise da prevaléncia do alelo A (AA + AG) versus GG,
observou-se 75,5% x 71,5% nos grupos doenga e controle respectivamente (p >
0,05). Nao houve associagdo estatisticamente significativa entre as gendtipos do

polimorfismo ATRLN1 (rs 180706) e as variaveis clinicas estudadas. No



polimorfismo KIF6 (RS 20455) destaca-se a comparagéo entre os alelos agrupados
(AA + AG) x GG em relacao as variaveis clinicas, sendo a prevaléncia de pacientes
com historico de realizagdo prévia de Cine 2,6% x 10% (p = 0,041), sem outras
associagbes estatisticamente significativas. Ressalta-se que esse € o primeiro
estudo na literatura a descrever a associagdo entre os polimorfismos nos genes
ATRNL1 (rs 180706) e KIF6 (rs 20455) e a doenga arterial coronariana. A
prevaléncia do gendtipo AA no polimorfismo do gene ATRNL1 (rs 180706) foi menor
no grupo doenga, quando comparada ao grupo controle. Portanto, foi gerada a
hipétese da existéncia de um efeito protetor desse polimorfismo no desenvolvimento
da DAC.

Palavras-chave: Polimorfismo. Doenga arterial coronariana. Aftractin-like 1 protein.

Kinesin-like protein 6.



ABSTRACT

Cardiovascular disease (CVD) is considered the leading cause of mortality worldwide.
In this sense, the identification of genetic characteristics related to coronary artery
disease (CAD) has been studied. In some populations, the presence of Kinesin-like
protein 6 (KIF6) gene polymorphism (rs 20455) correlates with an increased
cardiovascular risk, but literature data are conflicting. It is postulated that, in animal
models, the Attractin-like 1 protein (ATRNL1) gene is correlated to energy balance
and homeostasis, however, there is no information on the influence of ATRL1
polymorphism (rs180706) in humans. Although genetic analyzes and their
associations with CAD are widely studied worldwide, data on the Brazilian population
are scarce. The objective of the study was to evaluate the associations between
polymorphisms in ATRNL1 genes (rs 180706) and KIF6 (rs 20455) and coronary
artery disease. It was a cross-sectional, prospective, descriptive and analytical study
was carried out from November 2017 to June 2018. A total of 404 individuals (204
with CAD and 200 healthy controls) were evaluated. The percentage of men in the
disease and control groups was 58.8% x 20.0% (p = 0.001), respectively. The mean
age was 61.99 + 11.2 x 38.61 £ 11.6 years (p <0.001) in patients versus controls. The
most frequent clinical variables in the disease group were: hypertension (75.5%),
diabetes mellitus (41.2%), obesity (23.5%), acute myocardial infarction (13.7%),
dyslipidemia (13.2%), prior percutaneous transluminal angioplasty (ATC) (7.8%),
smoking (5.4%), previous coronary angiography (4.4%), cerebral vascular disease
(stroke) (3.4%) and past cardiac surgery (3.4%). In the ATRLN1 polymorphism (rs
180706) the genotype in the patients was CC (49.5%), AC (42.6%) and AA (7.8%)
and controls: CC (37.5%), AC , 0%) and AA (14.5%) (p = 0.018). In the analysis of the
prevalence of the allele A (AA + AC) x CC, 62.5% x 50.5% were observed in the
disease and control groups respectively (p = 0.015). In the polymorphism KIF 6 (rs
20455) the genotype in the patients was AG (50%), GG (24.5%) and AA (25.5%) and
controls: GA (51%), GG ) and AA (20.5%). In the analysis of the prevalence of the
allele A (AA + AG) versus GG, 75.5% x 71.5% were observed in the disease and
control groups respectively (p> 0.05). There was no statistically significant
association between the genotypes of the ATRLN1 polymorphism (rs 180706) and
the clinical variables studied. In the KIF6 polymorphism (RS 20455) we highlight the
comparison between the grouped alleles (AA + AG) vs. GG in relation to the clinical



variables, being the prevalence of patients with a prior history of Cine (2.6% x 10% p
= 0.041), without other statistically significant associations. We emphasize that this is
the first study in the literature to describe the association between the polymorphisms
in the ATRNL1 (rs 180706) and KIF6 (rs 20455) genes and coronary artery disease.
The prevalence of the AA genotype in the ATRNL1 gene polymorphism (rs 180706)
was lower in the disease group, when compared to the control group. Therefore, the
hypothesis of the existence of a protective effect of this polymorphism in the

development of CAD was generated.

Key words: Polymorphism. Coronary artery disease. Attractin-like 1 protein.

Kinesin-like protein 6.
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1 INTRODUGAO

1.1 JUSTIFICATIVA

No cenario atual existe a necessidade da criacdo de novas alternativas de
rastreio clinico e estimativa de risco cardiovascular na populagdo, que sejam
capazes de reunir efetividade, aplicabilidade, além de uma boa relagdo
custo-beneficio aos sistemas de saide como o SUS. ¢

Entretanto, o estabelecimento dos aspectos genéticos e a terapia génica sé&o
fronteiras do conhecimento que estdo sendo enfrentados e necessitam serem
incorporadas a rotina dos sistemas de saude.®®

Esse estudo é pioneiro em Pernambuco, uma vez que avaliou a presencga dos
polimorfismos nos genes da ATRNL1 (rs 180706) e KIF6 (rs 20455) em pacientes
com DAC documentada e em controles sadios. Salientamos ainda, que em relagao
ao polimorfismo ATRNL1(rs 180706), esse é o primeiro estudo a avalia-lo no cenario
clinico de DAC.

Desse modo, espera-se contribuir para um melhor entendimento da DAC,
fomentando a elaboragao de ferramentas, capazes de modificar a historia natural da

doenca.

1.2 HIPOTESE

Existe associagado entre o polimorfismo dos genes da ATRNL1 (rs 180706) e

KIF6 (rs 20455) e a presenca de aterosclerose nas artérias coronarias

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desse estudo é avaliar as associagdes entre polimorfismos
nos genes ATRNL1 (rs 180706) e KIF6 (rs 20455) e a doenga arterial coronariana.
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1.3.2 Objetivos Especificos

¢ Avaliar a prevaléncia dos polimorfismos nos genes ATRNL1 (rs 180706) e KIF6
(rs 20455) na populagao do estudo.

¢ l|dentificar e comparar entre os pacientes com DAC e os controles, o padréao
genotipico dos polimorfismos nos genes ATRNL1 (rs 180706) e KIF6 (rs 20455).

o Descrever e comparar as caracteristicas do perfil clinico dos pacientes de acordo

com o padrao genotipico dos polimorfismos nos genes ATRNL1 (rs 180706) e
KIF6 (rs 20455).
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2 REFERENCIAL TEORICO

A doenga cardiovascular (DCV) é considerada a principal causa de
mortalidade em todo o mundo sendo responsavel por um expressivo prejuizo na
qualidade de vida e produtividade da populacdo adulta, além de gerar elevados
custos com a assisténcia em saude."

Estima-se que no Brasil, as doengas do aparelho circulatério sejam
responsaveis por mais de um terco das mortes, destacando-se a doenga arterial
coronariana (DAC) como a que possui 0 maior impacto.? De acordo com dados do
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude (DATASUS) as doencas
isquémicas do coracgdo foram responsaveis por 242.858 internamentos no ano de
2012.3

Nos Estados Unidos da América (EUA) no final da década de 2000, a DCV foi
responsavel por 244,8 mortes para cada 100.000 pessoas, representando um tergo
de todas as causas de 6bito. Isso corresponde a um gasto de 297,7 bilhdes de
ddlares nesse periodo, envolvendo os custos diretos e indiretos com a DCV.4

Diversos fatores de risco tais como: hipertensédo arterial sistémica (HAS),
Diabetes mellitus (DM), dislipidemia (DLP), idade, historico familiar de DAC,
tabagismo, obesidade, sedentarismo, sdo classicamente relacionados a doenca
aterosclerdtica, ratificados por estudos epidemiolégicos, como o Seven Countries e o
Framingham Heart Study.>*®

Tais fatores parecem levar a uma progressiva disfungéo do endotélio vascular,
caracterizada por alteragbes funcionais e espessamento endotelial, que sédo os
pontos-chave na progressao da aterosclerose e na formagao das placas de ateroma,
que constituem o substrato clinico da DAC.”

Inumeros ensaios clinicos foram realizados ao longo dos anos, entretanto
nenhum deles foi capaz de reconhecer especificamente qual o fator de risco mais
importante para desenvolvimento e progndstico da DAC. Tal fato reforca a ideia de
que ela € uma doenga de etiologia complexa e multifatorial, na qual existe um
sinergismo de fatores genéticos, ambientais e comportamentais, que levam ao seu
surgimento e progressao.2®

Existe uma busca incessante por novas estratégias de prevencdo e
tratamento da DAC. A elaboracido de escores baseados nos fatores de risco

classicos tem como objetivo prever a chance de um paciente desenvolver a DCV no
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decorrer do tempo. Dentre eles, o escore de Framingham estima o risco absoluto de
um individuo sem manifestacbes de aterosclerose, apresentar eventos
cardiovasculares em 10 anos.

Apesar da utilizagdo de meios como este ser de grande auxilio para guiar a
decisdo clinica de implementacdo de medidas de prevengao primaria na DAC, ainda
assim tais escores apresentam restricdes.® Ferramentas como esta apresentam
importantes limitagbes, visto que as populagdes analisadas para seu
desenvolvimento foram bastante homogéneas, ndo contando com a participagao de
minorias raciais e étnicas .°

Na atualidade, durante a abordagem clinica do paciente com DAC,
preconiza-se o controle rigoroso de todos os fatores de risco ditos mutaveis, que
correspondem aqueles possiveis de serem controlados através do uso de terapia
farmacolégica otimizada e da modificagdo do estilo de vida. Entretanto, a
morbi-mortalidade relacionada a DAC permanece em niveis preocupantes, uma vez
que as primeiras manifestagbes clinicas habitualmente surgem num estagio
avancado da doenca.® Dai emerge a crescente necessidade da implementagéo de
novos métodos que incrementem a prevencao e o tratamento das DCV.'°

Novos métodos tém sido elaborados para a avaliagao do risco cardiovascular,
buscando avaliar a presenga e a extensao da aterosclerose ainda em um estagio
subclinico.™

Nesse sentido destacam-se a dosagem de proteina C reativa sérica, medigéo
do indice tornozelo-braquial (ITB), o espessamento da camada meédio-intimal das
artérias carétidas por avaliagado ultrassonografica, e a determinagdo do grau de
calcificacdo da artérias coronarias, baseada no exame de tomografia
computadorizada e elaboragdo do escore de calcio coronario, que dentre tais
preditores é fortemente associado a DAC."?

A incorporagao dos novos métodos descritos a pratica clinica aumentou o
arsenal de ferramentas que auxiliam no diagndstico precoce e no manejo dos
pacientes com DCV. Uma consideragao adicional, € que tais métodos s&o
marcadores dos processos biologicos relacionados a DAC, diferentemente dos
fatores de risco classico, que quando mutaveis, constituem elementos diagndsticos,
progndsticos e terapéuticos.®

Nesse contexto, o estabelecimento dos aspectos genéticos da DAC tem

ganhado espaco. A elaborag&o de escores de risco genético podem ajudar a prever
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a presenca da doenca, ou mesmo possibilitar novas opg¢des de tratamento, como a
terapia génica.”

A identificacdo de caracteristicas genéticas relacionadas a DLP tem sido
amplamente pesquisada. Dados epidemiologicos evidenciaram que uma maior
expressdo do gene responsavel pela proteina cholesteryl ester transfer protein
(CETP), correlaciona-se com uma maior incidéncia de DCV."

Outro ponto relevante consiste na avaliagdo do polimorfismo Trp719Arg do
gene Kinesin-like protein 6 (KIF6) (rs 20455), que esta correlacionado com a
patogénese de doengas crénicas como DM, HAS e resultados cardiovasculares
adversos apos um infarto agudo do miocardio (IAM) em populagdes de ascendéncia
européia.’® Estudos com diferentes grupos étnicos mostraram que portadores desse
alelo possuem risco aumentado para DAC.®

A despeito da analise das caracteristicas genéticas das populagdes e as suas
associagcbes com a DCV serem amplamente estudadas a nivel mundial, dados na

literatura referentes a populagéo brasileira ainda sdo escassos.'>

2.1 LIPIDIOS - CARACTERISTICAS GERAIS

Os lipidios desempenham diversas fungdes no organismo, que vao desde a
formacdo da estrutura celular até a produgdo de energia por diversas vias
metabdlicas. Os lipidios biologicamente mais relevantes sao os fosfolipidios, o
colesterol, os acidos graxos (AG) e os trigliceridios (TG). %17

Os fosfolipidios formam a estrutura basica das membranas celulares, devido a
suas caracteristicas de anfotericidade, promovendo o modelo de membrana
plasmatica em mosaico-fluido. O colesterol, por sua vez, é precursor dos horménios
esteroides, dos acidos biliares e da vitamina D e além disso, é constituinte das
membranas celulares, atuando na fluidez destas e na ativagcao de enzimas.'®

Os AG séo classificados de acordo com numero de ligagdes duplas em sua
cadeia de carbonos. Sao ditos saturados, quando n&o existe ligagado dupla entre os
seus atomos de carbono, e mono ou poli-insaturados, quando existe uma ou mais
ligacbes duplas entre seus atomos de carbono, respectivamente. Os TG sao
formados a partir da ligacao de trés AG a uma molécula de glicerol, representando
uma das formas mais importantes fontes de armazenamento energético do

organismo, sendo eles depositados principalmente nos tecidos adiposo e muscular.’®
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Apesar dos lipidios desempenharem fungbes vitais, devido a suas
caracteristicas fisico-quimicas, existe a necessidade da solubilizacdo dessas
subtancias, para que elas possam ser transportadas no meio aquoso do plasma
sanguineo, a fim de realizarem suas fungbes no organismo. Nesse contexto as
lipoproteinas (LP) exercem esse papel.?°

As LP contém um cerne de lipidios hidrofobicos (TG e ésteres de colesterol),
circundado por uma camada de lipidios hidrofilicos (fosfolipidios e colesterol néo
esterificado) e proteinas denominadas Apolipoproteinas (Apo). As Apo atuam na
montagem da estrutura das LP, bem como em seu metabolismo, agindo como
cofatores enzimaticos e ligantes de receptores de membrana.?’

Existem cinco grandes classes de lipoproteinas separadas de acordo com a
sua densidade relativa: os quilomicrons, as lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL, de very low density lipoprotein), as lipoproteinas de densidade intermediaria
(IDL, de intermediary density lipoprotein), as lipoproteinas de baixa densidade (LDL,
de low density lipoprotein) e as lipoproteinas de alta densidade (HDL, de high density
lipoprotein).?"22

Cada classe de LP compreende uma familia de particulas que variam quanto
a sua densidade, tamanho e composicao proteica, com Apo especificas. Sdo, de um
modo geral, subdivididas em: LP ricas em TG (maiores e menos densas)
representadas pelos quilomicrons e VLDL; e as LP ricas em colesterol representadas
pelo HDL e LDL."7-22

2.2 OS LIPIDIOS E SUAS VIAS METABOLICAS

O metabolismo do lipidios pode ser divido em trés vias: intestinal, hepatica e
no transporte reverso do colesterol, onde cada LP e Apo ira desempenhar papéis

especificos em sua regulago.'°

2.2.1 Absorc¢ao intestinal dos lipidios e metabolismo das Lipoproteinas

Os TG representam a maior parte das gorduras ingeridas, sendo hidrolisados
na luz intestinal por agdo das lipases pancreaticas, em acidos graxos livres,
monoglicerideos e diglicerideos. Associado a isso, os sais biliares promovem a

emulsificagao, solubilizado-as e formando micelas, que facilitam a passagem lipidica,
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através da borda em escova dos enterocitos. A proteina Niemann-Pick C1-like 1
(NPC1-L1), presente na membrana apical dessas células, possibilita a
movimentacdo do colesterol através das suas bordas em escova e facilita a
absorgcao intestinal das demais gorduras. Os lipidios absorvidos no intestino,
principalmente os AG sao recrutados para a producdo dos quilomicrons, que
possuem a ApoB48, ApoCll e ApoE como principais componentes estruturais.’%23

Na sequéncia, os quilomicrons sao secretados para o interior do sistema
linfatico, alcangando a circulagao através do ducto toracico. Enquanto circulam pelo
organismo, os quilomicrons sofrem hidrélise pela enzima Lipase Lipoprotéica (LPL),
localizada na superficie endotelial de capilares. A LPL é ativada pela ApoCll, que
age como co-fator enzimatico. Esse processo libera acidos graxos, glicerol e
colesterol nao esterificado para serem capturados principalmente por células
musculares e adipocitos. Remanescentes de quilomicrons e acidos graxos também
sdo capturados pelo figado através da agdo da ApoE, onde sao utilizados na
formacao de VLDL.??

As LP possuem acéao crucial no transporte de lipidios de origem hepatica para
os tecidos periféricos. As moléculas de VLDL, que sdo semalhantes aos
quilomicrons em sua composicado estrutural, diferindo com relacdo a presenca da
ApoB100 como seu principal componente, sdo fundamentais nesse transporte.’0-22.23

As VLDL sao ricas em TG oriundos da esterificacdo de AG de cadeia longa no
figado. Elas sdo montadas através da agcado de uma proteina intracelular denominada
proteina de transferéncia de TG microssomal (MTP, de microsomal triglyceride
transfer protein), responsavel pela transferéncia dos TG para a ApoB100, permitindo
a formacédo das VLDL, que sdo secretadas pelos hepatdcitos e liberadas na
circulacao periférica.™

Na circulagcdo, de modo semelhante ao que acontece com os quilomicrons,
os TG das VLDL sdo entdo hidrolisados pela LPL, tendo a ApoCIll como co-fator, e
liberados para os tecidos, nos quais podem ser armazenados, ou utilizados. As
VLDL, gradativamente depletadas de TG, transformam-se em remanescentes,
dando origem as IDL, que sdo removidas rapidamente do plasma. Tal processo
ocorre principalmente no figado pela acéo da lipase hepatica (LPLH) e da ApoE que
atua como seu co-fator, dando continuidade ao processo catabdlico, que resulta na
formacao das LDL. Além disso, as VLDL também participam do transporte reverso

do colesterol. Através da agao da CETP, ha a troca de TG presentes nas VLDL, por



22

esteres de colesterol presentes na HDL, que resulta no transporte do colesterol da
periferia para o figado, onde sera metabolizado.?*

A LDL é composta principalmente de colesterol, possuindo um conteudo de
TG apenas residual, com estrutura formada basicamente pela ApoB100. As
moléculas de LDL s&o capturadas por células hepaticas ou periféricas por meio de
receptores especificos de LDL (RLDL), que possibilitam a internalizagdo do
colesterol para as células.?*?®

A expressao dos RLDL nos hepatdcitos € a principal responsavel pelo nivel
sérico de LDL, uma vez que a expressao do receptor € inibida pela elevagao do nivel
de colesterol produzido no hepatocito. A enzima Hidroximetilglutarii Coenzima A
(HMG-CoA) redutase atua como enzima ponto chave para a sintese do colesterol no
hepatdcito. Assim, inibicdo da HMG-CoA redutase e consequentemente da sintese
intracelular do colesterol, € o gatilho para o aumento da expressédo de RLDL nos
hepatdcitos e uma maior depuragdo de LDL, IDL e VLDL circulantes.®

2.2.2 Metabolismo e transporte reverso do colesterol

No organismo humano todas as células nucleadas sintetizam o colesterol,
entretanto apenas os hepatdcios e enterdcitos sdo capazes de excreta-lo do corpo
de modo efetivo, através da bile ou no lumen intestinal. A nivel hepatico o colesterol
€ secretado diretamente na bile ou apds a sua metabolizagdo em sais biliares. O
colesterol presente nas células periféricas € transportado ao figado e intestino por
meio de um transporte denominado de transporte reverso do colesterol, através das
moléculas de HDL."

O HDL é formado no figado e no intestino, composto principalmente pelas
ApoAl e ApoAll. A ApoAl propicia o influxo de fosfolipidios e colesterol nao
esterificado no seu local de origem por meio da acdo do ATP-Binding Cassette A1
(ABC-A1), que facilita a extracdo do colesterol da célula pelas HDL. Disso resulta a
formacdo de molécula de HDL discoides, que recrutam porgdes adicionais de
colesterol ndo esterificado a partir dos tecidos ou outras LP circulantes.?’23

No interior da HDL ocorre o processo de esterificagado do colesterol absorvido,
devido a agdo da enzima Lecitina- Colesterol Aciltransferase (LCAT). A ApoA-I|
também é cofator desta enzima. Como resultado da esterificagdo do colesterol, ha

uma migracao destes para o centro da molécula de HDL, modificando o seu formato
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para esférico, que confere uma maior estabilidade. Isso facilita o transporte
plasmatico do HDL em direcdo ao leito hepatico, onde o colesterol sera captado
pelos receptores SR-B1 e posteriormente metabolizado. Essa constitui a via direta
do transporte reverso do colesterol.?*

Alternativamente o colesterol é transportado para o leito hepatico de forma
indireta, pela agdo da CETP, que realiza a transferéncia de colesterol esterificado
presente nas moléculas de HDL, em troca de TG presentes nas LP que contém
ApoB, principalmente as VLDL. Isso resulta numa remodelagem do HDL no
compartimento plasmatico, que entdo enriquecido com TG, passa a constituir um
substrato mais adequado para LPL hepatica, que ao hidrolisar os TG, gera particulas
menores de HDL. 2526

Outras agdes do HDL também contribuem para a protecdo do leito vascular
contra a aterogénese, como a remogao de lipides oxidados da LDL, a inibigdo da
fixacdo de moléculas de adesdo e mondcitos ao endotélio, e a estimulagdo da

liberacao de oxido nitrico.'®

2.3 FISIOPATOLOGIA DA ATEROSCLEROSE

A aterosclerose € uma doenga inflamatéria crénica de origem multifatorial, que
ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo principalmente a camada
intima de artérias de médio e grande calibre.?® Em geral, as lesbes iniciais,
denominadas estrias gordurosas, formam-se ainda na infancia e caracterizam-se por
acumulo de colesterol em macréfagos na parede dos vasos, que progridem através
de estimulos inflamatérios para a formagdo das placas de ateroma, que s&o o
substrato clinico da DAC.?¢

A parede das artérias divide-se em trés camadas: adventicia (mais externa,
rica em fibras e colageno); tunica média (intermediaria, formada por musculo liso e
fibras elasticas); e a tunica intima, formada por células endoteliais (CE), que
compdem o limen dos vasos).?’

A formacado da placa aterosclerética inicia-se com a agressao ao endotélio
vascular por diversos fatores , como a HAS e o tabagismo, que favorecem o
aumento das forgas de cisalhamento na parede dos vasos, ativando os
mecanoreceptores presentes na superficie endotelial. Ha a geragao de modificagbes

conformacionais no citoesqueleto dessas células, que induzem uma cascata de
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sinalizagao intracelular, levando a alteracdo das propriedades fisico-quimicas e
disfungéo das CE.®

A consequéncia disso € o aumento da permeabilidade da tunica intima a
diversos agentes circulantes, como as LP, principalmente LDL e o surgimento de
moléculas de adesao leucocitaria, que favorecem a retencdo dos leucécitos no
espaco subendotelial. Estes sdo os gatilhos para o desencadeamento dos estimulos
inflamatarios crénicos, responsaveis pela progressao das lesdes.?®

Devido a maior permeabilidade do endotélio vascular, as particulas de LDL
retidas no espago subendotelial, sofrem oxidagcdo (LDLoxi), tornando-as
imunogénicas e capazes de estimularem, juntamente com outras substancias como
a angiotensina ll, a interleucina-1 (IL -1) e o fator de necrose tumoral a (TNF- a), o
processo de surgimento de moléculas de adeséo leucocitaria nas CE. Nesse sentido,
o controle da DLP é fundamental, uma vez que o depdsito de LP na parede arterial,
ocorre de modo proporcional as suas concentragdes no plasma.3°

As moléculas de adesdo sao geralmente glicoproteinas, representadas
principalmente pelas P-selectinas e moléculas de adeséo celular vasculares-1
(VCAM-1, de vascular cell adhesion molecule 1). Sao responsaveis pela atracédo de
monocitos e linfocitos para o espago subendotelial, induzidos por agentes
quimiotaticos como a IL-1 e o TNF- .2%:30

Os mondcitos migram para o espago subendotelial, no qual se diferenciam em
macrofagos, que por sua vez, captam as LDLoxi. Os macréfagos repletos de lipidios
sdo chamados de células espumosas e sao o principal componente das estrias
gordurosas, lesbes macroscoépicas iniciais da aterosclerose. Os linfocitos T, embora
menos numerosos, mediante interagdo com os macréfagos, podem se diferenciar e
intensificar a produgdo de citocinas, colaborando para a modulacdo do processo
inflamatério local."?”

O processo inflamatério deflagrado, estimula a ativagdo das células da
musculatura lisa dos vasos, que passam a se proliferar por agao das citocinas e da
secrecdo de enzimas proteoliticas, capazes de degradar as fibras de colageno e
outros componentes teciduais locais.*°

Ha um processo de migracao dessas ceélulas para a tunica intima. La, passam
a produzir fatores de crescimento, modulando a formagao de uma matriz extracelular
e uma capa fibrosa rica em colageno, que recobre a placa de ateroma e protege o

seu conteudo do meio circulante.?’
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Apos o insulto inicial, a lesdo aterosclerdética progride com o aumento do seu
conteudo inflamatdrio, secundario a componentes da matriz extracelular e a
apoptose das células espumosas e das células T, gerando o chamado "nucleo
necrotico". Este representa o componente da placa de ateroma situado abaixo da
capa fibrosa, de caracter altamente trombogénico.*?

A placas de ateroma podem ser classificadas como estaveis ou instaveis de
acordo com suas caracteristicas morfolégicas. As placas estaveis caracterizam-se
por serem geralmente maiores e terem o predominio de colageno (organizado em
capa fibrosa espessa), escassas células inflamatorias, nucleo lipidico necrético de
propor¢cdes menores. As placas instaveis apresentam atividade inflamatdria intensa,
especialmente em suas bordas laterais, com grande atividade proteolitica, nucleo
lipidico necrotico proeminente e capa fibrética ténue.?®

As placas de ateroma estaveis, tendem a aumentar de volume e produzir
obstrucdes na luz dos vasos, levando a uma reducao na capacidade de suprimento
saguineo de um determinado érgéo. No caso da DAC, o sintoma classico € a angina
pectoris, que representa o desajuste entre a oferta e demanda do fluxo sanguineo no
miocardio, frequentemente desencadeada pelo esforco, ou mesmo durante o
repouso no caso de obstrugdes mais severas.30-32

Ha uma maior tendéncia de ruptura das placas instaveis, uma vez que elas
possuem uma atividade inflamatéria mais pronunciada, que estimula a agado das
metaloproteinases, levando a uma maior degradagéo da capa fibrosa.®'’

A ruptura da capa fibrosa da placa de ateroma expde o nucleo necrético, além
do fator tecidual, que catalisara o fator Vlla, levando a produgédo e a ativagédo de
trombina e a formagcdo de um trombo sobrejacente. Este processo, também
conhecido por aterotrombose, € um dos principais determinantes das manifestacoes
clinicas da aterosclerose, constituindo a base fisiopatolégica das sindromes

coronarianas agudas.*

2.4 ASPECTOS GENETICOS DA DAC

A evolucdo da DAC ¢ influenciada por varios fatores genéticos e ambientais.®*
A contribuigdo genética € um importante fator de risco cardiovascular, sendo inferida

na pratica clinica pelo relato do histérico familiar de aterosclerose coronariana.3®
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Assim, a heranga genética de um individuo é apontada em varios estudos
como um fator de risco para as DCV tdo importante quanto os fatores de risco
classico como DM, DLP, HAS e outros.*®

Diversas alteragbes genéticas relacionadas a variagbes séricas do nivel LP
vém sendo estudadas nos ultimos anos, passando a ser consideradas como
determinantes da susceptibilidade do individuo a aterosclerose coronariana.®’ Niveis
elevados ou diminuidos das LP podem relacionar-se a alteragbes genéticas em até
40 a 60% dos casos.*®

Avaliagbes génicas, mediante técnica de Sequenciamento de Nova Geragao
(NGS, de Next-Generation Sequencing) realizadas em pacientes com histéria de
IAM precoce (antes de 50 anos nos homens e antes 60 anos nas mulheres),
determinaram a presencga de variantes genéticas nos genes LDLR, APOA5 e CETP.
Tal fato explica por que é frequente encontrar anormalidades lipidicas em varios
membros de uma mesma familia.®®

Estima-se que cerca de 5% dos IAM em pacientes com menos de 60 anos
ocorreram devido a mutacdes genéticas, cifra que pode se elevar até 20% quando o
evento coronariano agudo incide em individuos ainda mais jovens, com faixa etaria
inferior a 45 anos.4°

Estudos populacionais de associagado genética identificaram mais de cem
genes que poderiam ter um impacto direto nos niveis lipidicos. Esses genes afetam
0s niveis plasmaticos do colesterol total, LDL e HDL, assim como dos TG, sendo
capazes de constituir fenétipos de DLP complexos.*’

Os niveis aumentados dessas biomoléculas organicas compostas sao
responsaveis por aproximadamente 50% do risco atribuivel ao desenvolvimento de
enfermidades aterosclerdticas cardiovasculares, processo do qual também
participam outros fenoétipos com componente hereditario, como DM, obesidade e
sindrome metabdlica. Além disso, amplas investigacbes populacionais mostraram a
associagao de mutagdes genéticas reproduziveis ndao especificas e a presenca de
DAC. Este indicio pode contribuir para o entendimento da variagdo fenotipica da
DAC entre os pacientes, levando em conta o numero de vasos envolvidos, a
localizagdo e a severidade das lesdes ateroscleréticas, sugerindo outras vias de
progressao da doenga, ainda pouco compreendidas.*?

Dentre os genes identificados em estudos prévios, encontra-se um grupo

conhecido e bem caracterizado de genes responsaveis pelo desenvolvimento das
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DLP monogénicas. Nesses casos, a variante em um gene unico explica claramente o
fendtipo.39-42

Mesmo tratando-se de patologias monogénicas, as mutacgdes identificadas em
muitos dos genes frequentemente responsaveis por essas enfermidades evidenciam
importante variabilidade na expressdo fenotipica e no risco associado de
desenvolvimento e progressdo da DCV. Isso se aplica tanto aos portadores de
mutagcdes genéticas pertencentes a uma mesma familia, quanto aos casos de
individuos que possuem uma mesma mutagcdo, porém pertencem a diferentes
populacdes.*?

Grande variabilidade fenotipica habitualmente dificulta ou retarda o
diagndstico em pacientes nos quais nao é realizada a analise do perfil genético, uma
vez que nessas circunstancias, os niveis plasmaticos das LP podem se sobrepor aos
observados na populagao geral.3%43

Nesse contexto, estudos observacionais e experimentais documentaram uma
forte associagao positiva do niveis de LDL e uma associagéo inversa do HDL e o
risco de DAC.* Por sua vez, estudos genéticos reconheceram o impacto de
mutagdes nos niveis plasmaticos de HDL. Tal exemplo é a doenga de Tanger, onde
niveis muito baixos de HDL no plasma podem levar a aterosclerose coronaria
precoce, apesar dos niveis muito baixos de LDL. No entanto, o papel causal do HDL
no desenvolvimento da aterosclerose nio foi totalmente esclarecido.*®

O Framingham Study, descreveu o aumento no HDL como protetor para
DAC.2 No entanto, em dois grandes ensaios clinicos randomizados, nos quais
utilizaram-se inibidores da CETP (Dalcetrapib e Torcetrapib), ndo houve beneficios
para os pacientes portadores de DAC, a despeito da substancial elevagdo das
concentragbes circulantes de HDL, demonstrando resultados paradoxais aos
estudos populacionais convencionais.*®

A justificativa para esta inconsisténcia se ancora no fato de que a participagao
de variantes genéticas, como modificadoras na expressao do fendtipo, podem se
associar de forma independente, sendo capazes de promover incremento ou
diminuicdo nos niveis da lipoproteina que afetam. Logo, as interagdes de seus
efeitos atenuam ou aumentam os niveis lipidicos, bem como o risco associado nos
portadores.3%40

Um melhor entendimento da contribuicdo das alteragdes genéticas dos

individuos e suas variantes pode contribuir ndo sé para a compreensao de suas
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expressoes fenotipicas, levando a um diagndstico mais precoce, mas também na
avaliacao da resposta ao tratamento farmacoldgico desses pacientes, determinando

efetividade da intervencgao aplicada.*?

2.4.1 Attractin protein (ATRN) e Attractin-like 1 protein (ATRNL1)

A Attractin protein (ATRN) e a Attractin-like 1 protein (ATRNL1) sdo proteinas
transmembrana tipo |, altamente similares e presentes em camundongos. Os
animais mutantes nulos para a expressdao da ATRN possuem um fendtipo
pleiotrépico caracteristico com a presengca de uma pelagem escura, neuropatias,
reducdo do peso corporal e da adiposidade. 4’

Em modelos animais foram evidenciadas algumas formas de inibicdo do
receptor da melanocortina 1 (MC1R), onde observou-se uma relagdo direta com o
crescimento linear aumentado, obesidade, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina,
hiperglicemia e hiperleptinemia, provavelmente devido a acgdo inibitéria nos
receptores centrais de melanocortina. 47 48

Nesse sentido, postula-se que mutagdes genéticas, que envolvam a perda de
fungdo ou a auséncia da expressao da ATRN, colaborem como um estimulo indireto
ao MC1R. Tal fato sugere que a ATRN esteja relacionada a numerosos processos
biologicos, contribuindo para a determinagdo do equilibrio energético e da
homeostase. 4’

De um modo geral, os camundongos mutantes, com auséncia da expressao
da ATRN possuem o pelo escuro, denotando um papel na troca do tipo pigmentar.
Outros fenotipos presentes na mutagéo incluem a neurodegeneragédo espongiforme
(com inicio na vida adulta), hiperatividade, redu¢cdo do peso corporal e adiposidade,
supressao parcial da obesidade induzida por dieta, além de hipomielinizagdo do
sistema nervoso central e tremores. 49

Em trabalho realizado por Walker et al. em 2007, foi descrito que a ATRNL1
pode compensar a perda da ATRN quando expressa significativamente acima dos
niveis enddgenos, enquanto a presenga de niveis normais de ATRN parece
compensar totalmente a perda de ATRNL1. Isso sugere que os dois genes sao

primordialmente redundantes em relagédo a seus alvos e fungdes fisioldgicas. Assim,
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as diferencgas entre os fendtipos dos mutantes unicos sao explicadas por diferencas
no nivel de expressdo em vez de padrao de expressao génica.*’

O ortélogo humano da ATRN foi descoberto numa forma soluvel no soro
humano como resultado da purificagdo de uma proteina com atividade semelhante a
da Dipeptidil peptidase 4 (DPP4).48 Verificou-se que a forma sollvel desta proteina é
o resultado de splicing alternativo, sendo a ATRL, em seres humanos, uma
glicoproteina sérica de 175 kDa que é rapidamente expressa em células T ativadas e
liberada para o meio extracelular apés 48-72 h.%°

Acredita-se que no homem a ATRN, em sua forma sérica natural, medeia a
disseminagdo de mondocitos, que se tornam o foco para o agrupamento de linfocitos
T, modulando a interagdo entre células T e macréfagos, permitindo um meio mais
rapido e mais eficaz de apresentar o antigeno.

Embora haja embasamento na literatura para estabelecer relagdes entre
mutagdes no gene da ATRN, com a auséncia da expressdo dessa proteina e o
desenvolvimento de um fenétipo tipico, com consequéncias fisiolégicas importantes,
0s mecanismos moleculares da acdo dessa proteina em humanos ainda sao
especulativos.8: %0

Ressalta-se que a analise da resposta imune in vitro permite que interagdes
basicas entre células e moduladores soluveis sejam estudadas, porém as
interpretacdes sao dificeis de se estender a respostas reais in vivo, onde as reagdes
ocorrem em ambientes celulares complexos com uma modificacdo dinédmica e
constante do ambiente extracelular. 47-50

Diante desse contexto a matriz extracelular desempenha um papel importante,
visto que nela ocorre a interagdo entre as estruturas de adesao na superficie das
células, direcionando a migragéo e clustering das células imunes, mediados pela
acao de citocinas e agentes locais, bem como pela expressdo de moléculas de
adesao e proteases. '

No que se refere a regulagdo das vias metabdlicas e energéticas nos seres
humanos, sabe-se que a via de sinalizagdo da melanocortina desempenha um papel
fundamental no controle da ingestdo alimentar e do peso corporal, Existem
evidéncias convincentes de que a interrupgdo da sinalizacdo da melanocortina
hipotalamica resulta em obesidade grave. %

Além disso, diversas fungdes tem sido atribuidas aos peptidios de

melanocortina (a, B e y), que atuam como horménios de estimulagdo da via
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melanocitica, englobando a melanogénese, esteroidogénese, fungdo sexual e
inflamagéo, assim como a regulagéo do apetite e homeostase da energia. %3

Essas acbes sao mediadas por uma familia de cinco receptores de
melanocortinas (MCRs: MC1R-MC5R), que s&o expressos de uma maneira
especifica nos tecidos. Varias linhas de evidéncias genéticas indicam que a
sinalizagao através do MC4R exerce uma influéncia inibitéria no apetite e, portanto,
no desenvolvimento da obesidade. %2

A suspensao da sinalizagdo através do MC4R, seja por supressao do gene
que codifica o proprio MC4R ou por super expressao ectopica de antagonistas,
também causa obesidade severa. Em camundongos que s&o homozigotos para uma
supressao direcionada de seu gene MC4R, exibem uma sindrome caracterizada por
obesidade severa, hiperfagia, hiperinsulinemia, hiperglicemia e aumento do
crescimento linear, sem anormalidades do sistema reprodutivo. 52 53

Nos seres humanos as mutacdes no MC4R respondem por até 6% dos casos
de obesidade grave de inicio precoce, sendo a maioria das mutagdes encontrada na
forma heterozigotica. Notavelmente, a atividade de receptores mutantes avaliados
em ensaios in vitro pode ser correlacionada com o apetite dos individuos portadores
das mutagdes. %

Apesar das descobertas, ainda ha pouca informacédo publicada sobre
proteinas que interagem com receptores de melanocortina, sendo uma delas a ATRL.
Foi evidenciado, em modelos animais, que as mutag¢des que prejudicam a fungao da
ATRL associam-se a obesidade, indicando que a ATRL pode modular a fungao tanto
do MC1R quanto do MC4R. %2

Em camundongos, a maioria das proteinas que interagem com as proteinas G
transmembrana, sdo citosdlicas. No entanto, a ATRL €& uma uma proteina
transmembrana de tipo 1, que parece atuar como um co-receptor para as vias
endoégenas inibitérias de MCRs, sendo o seu mecanismo de interagdo com os MCRs
ainda nao totalmente elucidado. *?

A compreensao dessa via metabdlica em seres humanos, torna-se ainda mais
complexa, visto que existem diferentes isoformas das ATRL, caracterizadas por
modificagdes especificas na cauda C terminal dessas moléculas, de modo que elas
sdo secretadas para o meio extra celular, ao invés de se apresentarem como
proteinas transmembrana. Assim, mais estudos sdo necessarios para um melhor

entendimento do assunto. 5254
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Pouco se sabe sobre o papel da ATRNL1 no desenvolvimento humano, no
entanto, em camundongos, a expressao de ATRNL1 é observada em altos niveis no
cérebro, rins, coragdo, pulmao e figado, e em baixos niveis no bago, musculo
esquelético e testiculos. No cérebro, os transcritos de ATRNL1 sdo mais abundantes
no giro denteado, nas regides do hipocampo e na taenia ventral tecta. '

Nos modelos animais, o ATRNL1 ao interagir com o MC4R, contribui para
sinalizagao das vias da homeostase energética. Curiosamente, os mutantes de rato
ATRNL1 ndo exibem um fendtipo no estado homozigético, possivelmente devido a
redundancia funcional entre ATRNL1 e ATRN. 4/

2.4.2 Expressao das ATRN e ATRNL1 e correlagdes clinicas

Existem poucos relatos na literatura sobre a associagdo de mutacdes
relacionadas ao gene de ATRL e sua apresentacgdo fenotipica em seres humanos,
sendo esses achados mais consistentes quando se tratam de modelos animais.

Stark e col. fizeram em 2010 a primeira descrigdo de uma dele¢gao no gene
ATRNL1 heterozigoto em humanos. O relato foi em uma crianga do sexo masculino,
fruto de uma gestagcado gemelar concebida através de fertilizagdo in vitro, cujos pais
ndo s&o consanguineos e a irma gémea é saudavel. %

No caso descrito a delegao heterozigética de novo de 325 kb na banda
cromossOmica 10925.3 incluindo ATRNL1 foi demonstrada utilizando o microarranjo
de polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP) e confirmada por analise de
Fluorescent In Situ Hybridization (FISH). Nenhuma mutag¢ao foi detectada na copia
nao suprimida de ATRNL1, sugerindo que o fendtipo observado é o resultado da
haploinsuficiéncia de ATRNL1. %°

Essa crianga foi acompanhada ao longo de 4 anos, onde foram observados
problemas relacionados ao desenvolvimento neuropsicomotor associados ao,
diagndstico de autismo. Além disso a crianga possuia um comunicagao
interventricular e caracteristicas faciais dismorficas notadas desde o periodo
neonatal, que compreendiam a testa proeminente, pregas epicanticas, sobrancelhas
arqueadas incomuns, ptose leve, boca pequena e orelhas pequenas e quadradas,
juntamente com sindactilia e limitagdo de pronagao e supinagao dos cotovelos, sem

evidéncia de outras anormalidades esqueléticas. >
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O paciente descrito compartilha algumas caracteristicas chave com os
camundongos mutantes de ATRL, incluindo um comprometimento neurolégico e
crescimento pés-natal relativamente lento, sugerindo que a ATRNL1 pode
desempenhar um papel extenso no desenvolvimento humano. 47 %°

Em paralelo, as ATRNL1 tém sido identificadas em outros contextos clinicos.
Um estudo realizado por Balakrishnan e col. avaliou o liquido sinovial de pacientes
com Osteoartrite (OA) na tentativa de identificar marcadores especificos que possam
ajudar no diagnédstico precoce, monitorar a progressao da doenca e melhorar os
resultados terapéuticos. Nesse trabalho foi empregada uma abordagem proteémica
multifacetada, que incluiu multiplas estratégias de fracionamento seguido por analise
de espectrometria de massa de alta resolugdo para explorar o proteoma do liquido
sinovial obtido desses pacientes. ¢

Foram identificadas 677 proteinas do liquido sinovial de pacientes com OA,
das quais 545 proteinas ndo foram relatadas anteriormente. Entre as novas
proteinas descobertas estava presente a ATRN. Desse modo, acredita-se que haja
uma correlagdo entre a presenga dessas proteinas com a inflamagado e a
fisiopatologia da OA, especulando-se a atuagdo destas como biomarcadores. °°

No que se refere a atuagdo das ATRN e ATRLN1 na fisiopatologia da DAC,
ainda ndo foram desenvolvidos estudos que comprovem uma associagao direta
entre a expressao génica dessa proteina ou seus niveis séricos circulantes. Existe a
necessidade de um melhor entendimento da ac&o das atratinas nas vias de
sinalizagado inflamatéria em seres humanos, para que sejam propostas novas
estratégias que visem o reconhecimento novos biomarcadores, que auxiliem na

prevencgao, na detecgao precoce e no tratamento da DAC.

2.4.3 Polimorfismo Trp719Arg do gene KIF6 (rs 20455)

Nos ultimos anos, estudos de analise genética identificaram varios locus e
variantes fortemente associadas a DCV. No entanto, mais de 95% das variantes
genéticas que influenciam no risco de desenvolvimento de doencas do aparelho
circulatério permanecem desconhecidas e justificam a sua maior investigagdo.®® O
gene KIF6 emerge nesse contexto, uma vez que foi identificado como um preditor de

risco cardiovascular em alguns grupos étnicos.5’-%°
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O KIF6 codifica uma proteina que € um membro de uma familia de motores
moleculares envolvidos no transporte intracelular de complexos proteicos, organelas
citoplasmaticas e RNA mensageiro (RNAm) ao longo dos filamentos de microtubulos,
em um processo dependente do trifosfato de adenosina (ATP). Este gene abrange
uma regido gendémica de cerca de 390 mil pares de bases no cromossomo 6p21,
sendo expresso em diversos tipos de células e tecidos, incluindo artérias coronarias
e células vasculares.®®

Mecanicamente, a estrutura da proteina KIF6 consiste em um dominio motor e
um dominio caudal. O dominio do motor pode impulsionar a quinesina ao longo dos
microtubulos de maneira dependente do ATP. O dominio caudal ndo se liga as suas
cargas, como organelas de membrana, complexos de proteinas e RNAm. 8" O
Trp719Arg esta localizado em uma estrutura de bobina enrolada no dominio caudal.
Esta variante faz com que um residuo basico de arginina seja substituido por um
residuo de triptofano néo polar, afetando a ligagdo da carga da cinesina. A estimativa
de risco cardiovascular mais elevado para portadores desse defeito pode indicar que
existe uma diferenca funcional entre heterodimeros e homodimeros da proteina KIF6,
possivelmente porque os heterodimeros Arg- Trp diferem dos homodimeros Arg-Arg
e Trp-Trp em relagdo a sua estabilidade e/ou na capacidade de transporte.5?

Grandes estudos prospectivos e analiticos tipo caso-controle relataram a
associagao do polimorfismo de nucleotideo unico Trp719Arg do gene KIF6 com a
elevagdo do risco cardiovascular. Foram descritos incrementos de até 50% no
desenvolvimento da DCV nos portadores dessa mutacdo em comparagao com nao
portadores, no entanto esses achados ainda sdo discrepantes. %3

A associagao entre o polimorfismo Trp719Arg e o aumento do risco de DCV
foram flagrados em alguns ensaios clinicos, como o Cholesterol and Recurrent
Events (CARE) e o Scotland Coronary Prevention Study (WOSCOPS).5" Além disso,
achados semelhantes também foram obtidos em relatérios prospectivos que
abrangem um amplo espectro de populagdes, tais quais o Atherosclerosis Risk in
Communities (ARIC) e o Women's Health Study (WHS).54

Existem evidéncias de que os portadores do polimorfismo Trp719Arg7 podem
ter melhores efeitos terapéuticos com o uso de estatinas, tanto no que diz respeito a
uma maior redugdo dos niveis sérico de LDL, quanto a modulagdo da resposta
inflamatdria, trombogénese e fungdo vasomotora arterial. Apesar desses dados,

ainda nao foi estabelecida esta correlacdo de maneira estatisticamente significativa
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em todas as populacdes estudadas, de modo que existem diferentes espectros de
apresentacgoes fenotipicas, de acordo com grupos étnicos envolvidos.5®

Observa-se a variagado na frequéncia do alelo de 719Arg, entre homens e
mulheres, e em individuos de etnias diferentes. Existe uma maior presenca da
mutacdo referida em mulheres, principalmente caucasianas.®® A taxa do alelo
mutante em controles saudaveis € muito inferior em europeus e japoneses. Ja em
controles saudaveis da Africa subsaariana, a frequéncia desta mutacdo é bastante
elevada. Entre os estudos caso-controle com expressiva diversidade étnica dos
participantes, mesmo quando o total de participantes foi grande, ndo se conseguiu
replicar a associagdo da mutagdo 719Arg no aumento do risco cardiovascular.0-64

Os resultados conflitantes poderiam ser explicados pelo viés de sobrevivéncia
e interacdo medicamentosa, que pode atenuar as comparagdes entre os casos e 0s
controles, ou até mesmo pela falta de efeito na mutagéo genética na fisiopatologia da
doenca aterosclerética em certos grupos étnicos.3-64

Em meta-analise realizada em 2012 por Peng et al., foram analisados dados
de mais de 143 mil individuos, onde evidenciou-se que a presencga do alelo 719Arg
foi um fator de risco de cardiovascular em caucasianos, mas seus efeitos sobre as
DCV podem variar em outras populagdes étnicas. Além disso, tal estudo também
indicou que a terapia com estatinas pode beneficiar seletivamente pacientes
portadores da mutag&o.%® Qutra meta-analise realizada em 2015 por Ruiz-ramos et al.
demonstrou que o polimorfismo Trp719Arg do gene KIF6 € um fator de risco
importante para o desenvolvimento do |IAM.54

Apesar da analise das caracteristicas genéticas das populagbes e as suas
associagdes com a DCV serem amplamente estudadas mundialmente, os dados na
literatura referentes presenga do polimorfismo Trp719Arg do gene KIF6 na

populagao brasileira ainda s&o escassos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, prospectivo, descritivo e analitico.

3.2 LOCAL DO ESTUDO

¢ Hospital Ilha do Leite: hospital terciario, localizado na cidade do Recife-PE, onde

foram recrutados os pacientes.

¢ Fundacédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) - Pernambuco / Instituto Aggeu Magalhdes
(IAM), onde as amostras de sangue conduzidas aos ensaios de genotipagem. As
amostras de material biologico foram compostas de 10 ml de sangue periférico.

3.3 AMOSTRA

Pesquisa desenvolvida com um total (n) de 404 participantes, subdivididos em

dois grupos:

¢ Grupo |: Composto por 204 pacientes com necessidade de estratificagao de risco

cardiovascular invasivo, com a realiza¢ao de cinecoronariografia (Cine).

¢ Grupo Il: Composto por 200 controles de uma populacdo saudavel, pareada por

sexo e idade.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Para o grupo I: Pacientes com idade > 18 anos, com diagnéstico clinico de DAC
estavel, prova indutora de isquemia com moderada ou grande area de miocardio

isquémico e indicagao realizacao de cine.

¢ Para o grupo Il: Pessoas saudaveis com idade > 18 anos.
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3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo aqueles pacientes com histéria de doenca
oncoldgica prévia ou atual, doenga hepatica grave, discrasia sanguinea, ou que se
recusaram a participar do estudo, ndo assinando o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

3.6 FLUXOGRAMA DO ESTUDO

Pacientes com necessidade de estratificacdo de
risco cardiovascular invasivo - cine

\ 4
Aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo
\ 4
Recrutamento dos pacientes Pacientes saudaveis
4 \ 4
Grupa | (n) = 204 pacientes Grupoll (n) = 200 pacientes
\ 4 \ 4
Aplicacio dos questionarios da pesquisa e coleta das amostras de sangue
.',
Avaliacdes genéticas - polimorfismos do genes ATRLNT (rs180706) e KIFG (rs20455)
\ 4 &
Andlise das caracteristicas clinicas e genéticas do Andlise das caracteristicas clinicas e genéticas do
Grupo | Grupoll
h Comparacdo entre os dois grupos qJ

3.7 DEFINICAO DAS VARIAVEIS

As variaveis clinicas, socioeconémicas e angiograficas avaliadas foram

definidas pelos pesquisadores:

* Sexo — Feminino e Masculino;
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. Faixa etaria — Descrita como média e desvio padrao

. Escolaridade — Analfabeto, ensino elementar, ensino fundamental, ensino
médio e superior;

. Cor da pele — categorizada em: brancos e ndo brancos. Cada entrevistado
escolheu o grupo que melhor representava a sua cor de pele;

. Regido em que reside — Regido metropolitana do Recife (RMR) e fora da
Regiao metropolitana do Recife;

. Renda mensal — até um salario minimo (SM) e > 1 SM;

. Fatores de risco para doenga cardiovascular (DCV) — HAS, DM, DLP, historia
familiar, etilismo, tabagismo, obesidade sedentarismo;

. Comorbidades prévias — Doencas que o paciente ja portava antes da coleta
de dados;

. Extensdo de lesdes arteriais — lesdo discreta para obstru¢des arteriais entre
30-49%:; lesbes moderadas para obstrugdes arteriais entre 50 a 69% e lesdes
graves para obstrucdes arteriais > ou = a 70%;

. Locais de lesédo arterial — Artéria coronaria direita (ACD) com os ramos

descendente posterior (DP) e Ventricular Posterior (VP); Artéria circunflexa (ACX)
com os ramos marginais; Artéria descendente anterior (ADA) com o ramo
diagonal e o Tronco coronariano esquerdo (TCE).

Para numeragdo dos segmentos coronarios, foi utilizado o sistema de
numeragdo do Coronary Artery Surgery Study (CASS), que aloca um numero
especifico a cada segmento vascular coronario e seus ramos vasculares. O
segmento coronario analisado foi selecionado, definindo o ponto inicial e o desfecho
do segmento arterial. O procedimento de detecgcdo de contornos foi realizado em
duas interagdes relativas a um modelo. Na primeira interacédo, a via detectada é o
modelo. Para a detecgdo dos contornos foram definidas linhas de exame
perpendiculares a0 modelo. Para cada ponto ou pixel ao longo de uma linha de
exame, o valor de poténcia da borda correspondente (alteragao local no nivel de
brilho) foi computado como a soma ponderada dos valores correspondentes da
primeira e da segunda fungdes derivadas aplicadas aos valores de brilho ao longo
dessas linhas de exame.

3.8 INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS
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Apos a definicdo das variaveis do estudo, foi elaborada uma ficha clinica para
a coleta de dados (APENDICE C). Os pacientes foram submetidos a aplicacdo desta
ficha clinica pelos pesquisadores, de modo individual, apdés assinatura do TCLE
(APENDICES A e B).

3.9 PROTOCOLO DE AVALIACAO GENETICA

3.9.1 Extracao de DNA

O DNA foi extraido a partir do sangue periférico, utilizando o protocolo do
fenol-cloroférmio. 400 microlitros do sangue periférico foram adicionados em 1 tubo
eppendorf, lisados em solugado de lise (Alphatec produtos quimicos Ltda, DF, BR) e
proteinase K (Amresco, OH, USA) a 60 °C overnight. A primeira etapa da extragao
consistiu na adigdo em uma proporgéo de 1:1 de fenol (Neon comercial Ltda, SP,
BR). A fase aquosa foi novamente recuperada e adicionada em um novo tubo, sendo
procedida a adigdo da solugéo fenol-cloroférmio (1:1) em duas etapas subsequentes.
Em seguida a fase aquosa foi recuperada e adicionada em um novo tubo, sendo
procedida a adigdo da solugao de cloroférmio (1:1). Na sequéncia, a fase aquosa foi
recuperada e adicionada em um novo tubo, sendo procedida a adicdao do alcool
isopropilico (Dinamica quimica contemporanea Ltda, SP, BR) (1:1). Posteriormente o
DNA foi eluido em 50 microlitros de agua destilada e imediatamente armazenada em

refrigerador a - 20 °C, até a realizagao dos ensaios de genotipagem.

3.9.2 Deteccgao dos polimorfismos

Foi utilizada a metodologia do PCR em tempo real, através do sistema
TAQMANS®, para detecgdo das mutagdes SNPs, que consiste de sondas marcadas
com fluorocromos desenhadas especificamente para complementar os alelos em
estudo. Os SNPs dos genes estdo representados pelas respectivas sondas:
ATRLN1 (rs 180706) e KIF6 (rs 20455) . Para realizagcao desta técnica, foi utilizado o
PCR em tempo real QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific, CA, USA), disponivel
no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do Instituto Aggeu Magalh&es/Fiocruz - PE.
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A genotipagem do polimorfismo foi avaliada no QuantStudio 5 (Thermo Fisher
Scientific, Foster City, CA, EUA), disponivel no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
do IAM/Fiocruz, de acordo com as condig¢des do fabricante: 30 seg a 60°C, duragao
de 10 min a 95°C, seguida de 40 ciclos no estagio PCR (15 seg a 95°C seguidos de
60 seg a 60°C) e um estagio final de 30 seg a 60°C.

3.10 PROCESSAMENTO E ANALISE DE DADOS

¢ Para analise das variaveis foi construido um banco de dados no programa Excel
versao 2013, sequencialmente exportado para o programa SPSS versao 21.

¢ Foirealizada a andlise estatistica descritiva para expor os resultados obtidos.

¢ Os testes de normalidade foram aplicados as varidaveis numéricas. Aquelas
variaveis normais foram apresentadas como média e desvio padrdo, enquanto
que as variaveis nao normais na curva de Gauss, foram apresentadas como
medianas e valores maximo e minimo.

¢ As prevaléncias de diferentes gendtipos foram comparadas pelo teste
Qui-quadrado de Pearson. As frequéncias alélicas foram estimadas pelo método
da contagem génica.

¢ Foram considerados estatisticamente significantes os resultados cujos niveis
descritivos (valores de p) foram inferiores a 0,05.

¢ A apresentacgdo das variaveis mensuradas foi realizada através de tabelas.

3.11 PROCEDIMENTOS ETICOS

O projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), conforme a Declaragao de Helsink e
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude e Ministério da Saude, que
dispéem sobre pesquisa envolvendo seres humanos.

Todos os individuos que participaram da pesquisa assinaram previamente o
TCLE.
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4 RESULTADOS

Nesse estudo foram avaliados 404 individuos, dos quais 204 foram pacientes
portadores de DAC (grupo doencga) e 200 controles sadios (grupo controle).

O percentual de pacientes do sexo masculino entre os grupos doenga e
controle foram 58,8% x 20,0% (p = 0,001) respectivamente. Além disso, a média das
idades nos grupos doencga e controles foram: 61,99 + 11,2 x 38,61 + 11,6 anos (p <
0,001). A tabela 1 apresenta os dados relativos as caracteristicas de sexo e idade

nos grupos doenga versus controle.

Tabela 1 — Caracteristicas da amostra - sexo e idade.

Grupo
Variavel Doenca Controle Valor p
Sexo: n % p 1=0,001*
Masculino 120 58,8 40 20,0
Feminino 84 41,2 160 80,0
- p@
Idade: média £ DP 61,99 + 11,23 38,61 + 11,60 < 001*

(*) Diferencga significativa a 5% (1) Através do teste Qui-quadrado (2) Através do teste Mann-Whitney.

No grupo doencga as variaveis clinicas mais frequentes foram: HAS (75,5%),
DM (41,2%), obesidade (23,5%), IAM (13,7%), DLP (13,2%), realizagdo prévia de
angioplastia transluminal percutanea (ATC) (7,8%), tabagismo (5,4%), realizag&o
prévia de Cine (4,4%), Acidente vascular cerebral (AVC) (3,4%) e passado de
cirurgia cardiaca (3,4%).

No que se refere a avaliagao genética do polimorfismo ATRLN1 (rs 180706), a
apresentacao dos alelos no grupo doenga foi CC (49,5%), AC (42,6%) e AA (7,8%).
No grupo controle os percentuais corresponderam a AC (48,0%), CC (37,5%) e AA
(14,5%) (p = 0,018). Quando se analisa o polimorfismo em relagédo a presenga do
alelo A (AA + AC) x CC (auséncia do alelo A), observa-se 50,5% x 62,5% doenca
versus controles (p = 0,015) - vide tabela 2.

Em relagdo a avaliagdo genética do polimorfismo KIF 6 (rs 20455), a
apresentacao dos alelos no grupo doenca foi AG (50%), GG (24,5%) e AA (25,5%).
No grupo controle os percentuais corresponderam a AG (51%), GG (28,5%) e AA

(20,5%). Quando se analisa o polimorfismo em relagdo a presencga do alelo A (AA +
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AG) versus GG (auséncia do alelo A) observa-se a frequéncia de (75,5% x 71,5%)
nos grupos doenga e controle respectivamente. Em ambas as analises (p > 0,05)
vide tabela 2.

Tabela 2 — Avaliagao genotipica do polimorfismo dos genes ATLR1 (rs180706) e KIF6 (rs20455)
segundo os grupos.

Grupo

Polimorfismo e genétipos Doencga (n =204) Controle (n=200) Valor p

n % n %
ATRLN1 (rs180706) p 1=0,018*
AA 16 7,8 29 14,5 p ?=0,033*
AC 87 42,6 96 48,0 p @=0,280
CcC 101 49,5 75 37,5 p @=0,015*
ATRLN1 (rs180706) p 1=0,015*
AA + AC 103 50,5 125 62,5
CC 101 49,5 75 37,5
KIF6 (rs180706) p 1=0,423
AA 52 25,5 41 20,5 p ?=10,841
AG 102 50,0 102 51,0 p@=0,412
GG 50 245 57 28,5 p @=0,363
KIF6 (rs180706) p 1=0,363
AA + AG 154 75,5 143 71,5
GG 50 245 57 28,5

(*) Diferenca significativa a 5% (1) Através do teste Qui-quadrado (2) Através do teste Qui-quadrado para
as categorias individualmente.

4.1 ANALISE DO POLIMORFISMO ATRL1 (RS 180706) NO GRUPO DOENCA

A analise do polimorfismo ATRL1 (rs 180706) no grupo doenga de acordo com

género e a idade dos pacientes esta exposta na tabela 3.

Tabela 3 — Sexo e idade segundo o genétipo do polimorfismo ATRL1 (rs180706) no grupo

doenca.
Genétipos do polimorfismo ATRL1 (rs180706)
Variavel AA AC cC Grupo total Valor p
Sexo: n % p 1=0,486
Masculino 10 62,5 47 54,0 63 62,4 120 58,8

Feminino 6 37,5 40 46,0 38 37,6 84 41,2
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Idade: média £ DP 58,25+ 15,63 63,83 +10,83 60,99 + 10,65 p @=0,081

(1) Através do teste Qui-quadrado (2) Através do teste Kruskal-Wallis.

A tabela 4 demonstra a andlise estatistica comparativa das caracteristicas
clinicas dos pacientes de acordo com os padrdes genotipicos do polimorfismo do
gene ATRLN1(rs180607). N&o foi constatada associacdo estatisticamente

significativa.

Tabela 4 — Avaliagao das variaveis clinicas no grupo doenga segundo o genétipo do
polimorfismo do gene ATRL1 (rs180706).

Genotipo do polimorfismo do gene ATRL1

(rs180706)

Variavel AA (n=16) AC (n=87) CC (n=101) Grupo total Valor p

N % n % n % n %
Hipertensao arterial p=0,198
Sim 12 75,0 71 81,6 71 70,3 154 75,5
Nao 4 25,0 16 18,4 30 29,7 50 24,5
Diabetes Mellitus p ("=0,899
Sim 7 43,8 37 42,5 40 39,6 84 41,2
Nao 9 56,2 50 57,5 61 60,4 120 58,8
Dislipidemia p 1=0,364
Sim 3 18,8 14 16,1 10 9,9 27 13,2
Nao 13 81,2 73 83,9 91 90,1 177 86,8
Obesidade p ("=0,450
Sim 4 25,0 24 27,6 20 19,8 48 23,5
Nao 12 75,0 63 72,4 81 80,2 156 76,5
IAM p "=0,377
Sim 1 6,3 15 17,2 12 11,9 28 13,7
Nao 15 93,7 72 82,8 89 88,1 176 86,3
Acidente vascular p @= 0242
cerebral
Sim - - 1 1,1 6 5,9 7 3,4
Nao 16 100,0 86 98,9 95 94,1 197 96,6
Tabagismo p ®=0,284
Nao 14 87,5 77 88,5 89 88,1 180 88,2
Até 10/ dia - - 3 3.4 8 7,9 11 54
Ex tabagista 2 12,5 7 8,0 4 4,0 13 6,4
DRC p®=0,193
Sim ¢/ hemodialise - - 3 34 - - 3 1,5
Nao 16 100,0 84 96,6 101 100,0 201 98,5
Cinecoronariografia p ®=0,404
Sim - - 6 6,9 3 3,0 9 4,4
Nao 16 100,0 81 93,1 98 97,0 195 95,6
ATC p ("=0,328
Sim - - 9 10,3 7 6,9 16 7,8
Nao 16 100,0 78 89,7 94 93,1 188 92,2

Cirurgia cardiaca p @=0,082
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Sim - - 6 6,9 1 1,0 7 3.4
N&o 16 1000 81 93,1 100 99,0 197 96,6

(1) Através do teste Qui-quadrado (2) Através do teste Exato de Fisher.

Considerando-se os pacientes com o alelo A (AA + AC), a tabela 5 mostra que
a maioria dos pacientes era do sexo masculino, contabilizando 55,3% da categoria
agrupada (AA + AC) e 62,4% de CC (p = 0,307). As médias da idade foram 62,96 +
11,74 x 60,99 + 10,65 anos na categoria agrupada e CC, respectivamente (p
0,145).

Tabela 5 — Sexo e idade segundo o genétipo do polimorfismo do gene ATRL1 (rs180706) no
grupo doenga.

Genotipo do polimorfismo do gene
ATRL1 (rs180706)

Variavel AA + AC CcC Grupo total Valor p
Sexo: n % p ("=0,307
Masculino 57 55,3 63 62,4 120 58,8

Feminino 46 447 38 37,6 84 41,2

Idade: média * DP 62,96 £ 11,74 60,99 + 10,65 p @=0,145

(1) Através do teste Qui-quadrado (2) Através do teste Mann-Whitney.

Quando se considerou o agrupamento (AA + AC) x CC, nao foram verificadas
associagoOes significativas entre os gendtipos agrupados e as variaveis clinicas dos
pacientes. Em relagdo a HAS, as prevaléncias do gendtipo agrupado e CC foram
80,6% x 70,3% respectivamente (p = 0,088) - vide tabela 6.

Tabela 6 — Avaliagao das variaveis clinicas segundo o genétipo do polimorfismo do gene
ATRL1 (rs180706) no grupo de doenca.

Genoétipo do polimorfismo do gene ATRL1

(rs180706)
Variavel AA + AC (n=103) CC (n=101) Grupo total Valor p
n % n % n %
Hipertensao arterial p M=0,088
Sim 83 80,6 71 70,3 154 75,5
Nao 20 19,4 30 29,7 50 24,5
Diabetes Mellitus p 1=0,651
Sim 44 42,7 40 39,6 84 41,2
Nao 59 57,3 61 60,4 120 58,8
Dislipidemia pM=0,164
Sim 17 16,5 10 9,9 27 13,2
Nao 86 83,5 91 90,1 177 86,8
Obesidade p"=0,214

Sim 28 27,2 20 19,8 48 23,5
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Nao 75 72,8 81 80,2 156 76,5

1AM p 1=0,448
Sim 16 15,5 12 11,9 28 13,7

Nao 87 84,5 89 88,1 176 86,3

Acidente vascular p @= 0,064
cerebral

Sim 1 1,0 6 5,9 7 3,4

Nao 102 99,0 95 94,1 197 96,6

Tabagismo p "=0,123
Nao 91 88,3 89 88,1 180 88,2

Até 10/ dia 3 2,9 8 7.9 11 54

Ex tabagista 9 8,7 4 4.0 13 6,4

DRC p ?=0,246
Sim ¢/ hemodialise 3 2,9 - - 3 1,5

Nao 100 97 1 101 100,0 201 98,5
Cinecoronariografia p @=0,498
Sim 6 5,8 3 3,0 9 4,4

Nao 97 94,2 98 97,0 195 95,6

ATC p "=0,631
Sim 9 8,7 7 6,9 16 7,8

Nao 94 91,3 94 93,1 188 92,2

Cirurgia cardiaca p@=0,119
Sim 6 5,8 1 1,0 7 3,4

Nao 97 94,2 100 99,0 197 96,6

(1) Através do teste Qui-quadrado (2) Através do teste Exato de Fisher

Avaliando-se os resultados da prevaléncia do gendtipo AA x (AC + CC),
segundo as variaveis clinicas no grupo doencga, n&o foram registradas associagdes

significativas, conforme resultados apresentados na tabela 7.

Tabela 7 — Prevaléncia do gendétipo AA no polimorfismo ATRLN1 (rs180706) no grupo doenga
segundo as variaveis clinicas.

Genoétipo do polimorfismo ATRLN1

(rs180706)
Variavel AA AC +CC Grupo total Valor p
n % n % n %

Hipertensao arterial p "=1,000
Sim 12 7,8 142 92,2 154 100,0

Nao 4 8,0 46 92,0 50 100,0

Diabetes Mellitus p ®=0,828
Sim 7 8,3 77 91,7 84 100,0

Nao 9 75 111 92,5 120 100,0

Dislipidemia p 1=0,451
Sim 3 111 24 88,9 27 100,0

Nao 13 7,3 164 92,7 177 100,0

Obesidade p 1=1,000
Sim 4 8,3 44 91,7 48 100,0

Nao 12 7,7 144 92,3 156 100,0
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1AM p M=0,703
Sim 1 3,6 27 96,4 28 100,0

Nao 15 8,5 161 91,5 176 100,0

Acidente vascular p M=1,000
cerebral

Sim - - 7 100,0 7 100,0

Nao 16 8,1 181 91,9 197 100,0

Tabagismo p"=0,431
Nao 14 7,8 166 92,2 180 100,0

Até 10/ dia - - 11 100,0 11 100,0

Ex tabagista 2 15,4 11 84,6 13 100,0

DRC p 1=1,000
Sim ¢/ hemodialise - - 3 100,0 3 100,0

Nao 16 8,0 185 92,0 201 100,0
Cinecoronariografia p "'=1,000
Sim - - 9 100,0 9 100,0

Nao 16 8,2 179 91,8 195 100,0

ATC p 1=0,620
Sim - - 16 100,0 16 100,0

Nao 16 8,5 172 91,5 188 100,0

Cirurgia cardiaca p "'=1,000
Sim - - 7 100,0 7 100,0

Nao 16 8,1 181 91,9 197 100,0

(1) Através do teste Exato de Fisher (2) Através do teste Qui-quadrado.

4.2 ANALISE DO POLIMORFISMO KIF6 (RS 20455) NO GRUPO DOENGA

O sexo masculino foi maioria em cada um dos gendétipos do polimorfismo KIF6
(rs 20455), com prevaléncias que variaram de 57,8% a 60,0% (p = 0,960). A média
da idade entre os grupos AA, AG e GG foram: 65,15 + 9,9; 60,40 + 11,04 € 61,92

12,40 anos respectivamente, conforme a tabela 8.

Tabela 8 — Sexo e idade segundo o genétipo do polimorfismo KIF6 (rs 20455) no grupo doenca.

Genétipo do polimorfismo KIF6 (rs 20455)

Variavel AA AG GG Grupo total Valor p
Sexo: n % p M=0,960
Masculino 31 59,6 59 57,8 30 60,0 120 58,8

Feminino 21 40,4 43 422 20 40,0 84 41,2

Idade: média * DP 65,15+9,90 60,40+11,04 61,92+12,40 61,99 + 11,23 p ?®=0,061

(1) Através do teste Qui-quadrado (2) Através do teste Kruskal-Wallis.

A correlagdo entre a analise genotipica e as variaveis clinicas dos pacientes,

também nao foi estatisticamente significativa - vide tabela 9.
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Tabela 9 — Avaliagao das variaveis clinicas segundo o genétipo do polimorfismo KIF6 (rs 20455)
no grupo doenca.

Categoria do gene rs 20455

Variavel AA AG GG Grupo total Valor p
n % n % n % n %

Hipertensio arterial p 1'=0,807

Sim 41 78,8 76 74,5 37 74,0 154 75,5

Nao 11 21,2 26 25,5 13 26,0 50 24,5

Diabetes Mellitus p "=0,332

Sim 17 32,7 46 451 21 42,0 84 41,2

Nao 35 67,3 56 54,9 29 58,0 120 58,8

Dislipidemia p"=0,177

Sim 9 17,3 9 8,8 9 18,0 27 13,2

Nao 43 82,7 93 91,2 41 82,0 177 86,8

Obesidade p (M=0,243

Sim 9 17,3 29 28,4 10 20,0 48 23,5

Nao 43 82,7 73 71,6 40 80,0 156 76,5

IAM p "=0,354

Sim 10 19,2 11 10,8 7 14,0 28 13,7

Nao 42 80,8 91 89,2 43 86,0 176 86,3

Acidente vascular p @= 0,684

cerebral

Sim 1 1,9 5 4,9 1 2,0 7 3,4

Nao 51 98,1 97 95,1 49 98,0 197 96,6

Tabagismo p @=0,403

Nao 44 84,6 94 92,2 42 84,0 180 88,2

Até 10/ dia 4 7,7 4 3,9 3 6,0 11 54

Ex tabagista 4 7.7 4 3,9 5 10,0 13 6,4

DRC p@=0,213

Sim ¢/ hemodialise - - 1 1,0 2 4,0 3 1,5

Nao 52 100,0 101 99,0 48 96,0 201 98,5

Cinecoronariografia p @=0,071

Sim 2 3,8 2 2,0 5 10,0 9 4.4

Nao 50 96,2 100 98,0 45 90,0 195 95,6

ATC p @=0,067

Sim 1 1,9 8 7,8 7 14,0 16 7,8

Nao 51 98,1 94 92,2 43 86,0 188 92,2

Cirurgia cardiaca p @=0,787

Sim 1 1,9 4 3,9 2 4,0 7 3,4

Nao 51 98,1 98 96,1 48 96,0 197 96,6

(1) Através do teste Qui-quadrado (2) Através do teste Exato de Fisher

Quando se considera os pacientes com o alelo A (AA + AG) X GG. a maioria
dos pacientes também é do sexo masculino (58,4% x 60% p = 0,846)
respectivamente. As meédias da idade foram 62,01+ 10.86 anos na categoria
agrupada e 61,92 + 11,23 anos no gendtipo GG (p = 0,086) - vide tabela 10.



47

Tabela 10 — Sexo e idade segundo o genétipo agrupado do polimorfismo KIF6 (rs 20455) no
grupo doenca.

Gendétipo do polimorfismo KIF6 (rs

20455)
Variavel AA + AG GG Grupo total Valor p
Sexo: n % p "'=0,846
Masculino 90 58,4 30 60,0 120 58,8
Feminino 64 41,6 20 40,0 84 41,2
Idade: média * DP 62,01 + 10,86 61,92 + 12,40 61,99 + 11,23 p @=0,086

(1) Através do teste Qui-quadrado (2) Através do teste Mann-Whitney.

Na comparagéo entre as variaveis agrupadas (AA + AG) x GG destaca-se a
prevaléncia de pacientes com histérico de realizagao prévia de Cine (2,6% x 10% p =
0,041). Nao houveram outras associagdes estatisticamente nessa andlise - vide
tabela 11.

Tabela 11- Avaliagao das variaveis clinicas segundo o genétipo agrupado do polimorfismo
KIF6 (rs 20455) no grupo doenca.

Gendétipo do polimorfismo KIF6 (rs

20455)
Variavel AA + AG GG Grupo total Valor p
n % n % n %
Hipertensao arterial p"=0,778
Sim 117 76,0 37 74,0 154 75,5
Nao 37 24,0 13 26,0 50 24,5
Diabetes Mellitus p ("=0,892
Sim 63 40,9 21 42,0 84 41,2
Nao 91 59,1 29 58,0 120 58,8
Dislipidemia p "=0,253
Sim 18 11,7 9 18,0 27 13,2
Nao 136 88,3 41 82,0 177 86,8
Obesidade p ("'=0,498
Sim 38 24,7 10 20,0 48 23,5
Nao 116 75,3 40 80,0 156 76,5
IAM p ("=0,948
Sim 21 13,6 7 14,0 28 13,7
Nao 133 86,4 43 86,0 176 86,3
Acidente vascular b @=1,000
cerebral
Sim 6 3,9 1 2,0 7 3,4
Nao 148 96,1 49 98,0 197 96,6
Tabagismo p @=0,378
Nao 138 89,6 42 84,0 180 88,2
Até 10/ dia 8 5,2 3 6,0 11 54
Ex tabagista 8 5,2 5 10,0 13 6,4

DRC p @=0,149



Sim ¢/ hemodialise
Nao

Cinecoronariografia
Sim
Nao

ATC
Sim
Néo
Cirurgia cardiaca
Sim
Nao

153

150

145

5
149

0,6
99,4

2,6
97,4

58
94,2

3,2
96,8

4,0
96,0

10,0
90,0

14,0
86,0

4,0
96,0

201

195

16
188

7
197

1,5
98,5

4.4
95,6

7,8
92,2

3,4
96,6
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p@=0,041*

p @=0,074

p @=0,681

(*) Associagao significativa a 5% (1) Através do teste Qui-quadrado (2) Através do teste Exato de Fisher
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5 DISCUSSAO

A DCV é a principal causa de mortalidade em todo o mundo, interferindo
negativamente na qualidade de vida dos individuos.! Em nivel nacional ndo é
diferente, de modo que este grupo de doengas é responsavel por mais de um tergo
das mortes registradas, excluidas as causas externas, conforme dados do
DATASUS.?

Dentre as DCV, a DAC ganha notoriedade por seu amplo espectro clinico e
elevado indice de mortalidade. Além disso, traz grande prejuizo a sociedade, visto
que afeta diretamente a produtividade da populacédo adulta e demanda altos custos
com a assisténcia em saude. 2

Em 2014, as DCV representaram 9,6% do total das internagbes e 29,0% dos
obitos documentados no estado de Pernambuco. Estima-se que o custo com esse
grupo de doencas tenha sido, neste ano, de aproximadamente 1,1 milhdo de reais. "°

O progressivo aumento na prevaléncia da DAC ocorre, em parte, devido
aos efeitos negativos do processo de globalizagcéo, da urbanizagao rapida, da vida
sedentaria e da alimentagdo com alto teor calérico, além do consumo do tabaco e do
alcool. Esses fatores de risco comportamentais impactam em alguns dos
principais fatores de risco metabdlicos, como excesso de peso, HAS, resisténcia
periférica a insulina, fortemente associados com a aterosclerose. 7°

A evolucdo da DAC ¢ influenciada por varios fatores genéticos e ambientais,
que atuam em sinergismo para o desenvolvimento e progressdo da doenga.3* A
contribuicdo da heranga genética do individuo é um importante fator de risco no
processo de formagao da placa de ateroma, sendo prontamente considerado através
do questionamento a respeito do histérico familiar do paciente.®®

Estudos de padrbes genotipicos tém sido realizados com o objetivo de
correlacionar a heranga genética e as apresentagdes fenotipicas da DAC, levando
em conta o numero de vasos envolvidos, a localizacdo e a severidade das lesdes
ateroscleréticas.*?

Em relagdo as DCV, ganha destaque um grupo de genes caracterizado pelo
desenvolvimento das chamadas doengas monogénicas. Nesses casos, a variante
em um gene unico explica claramente o fendtipo, estando frequentemente associado
a alteracbes metabdlicas que, por sua vez, constituem um importante

aspecto da fisiopatologia da DAC. 3%4? Entretanto, mesmo tratando-se de patologias
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monogénicas, as mutagbes ou polimorfismos identificados podem ocasionar
importantes variagdes nas expressoes fenotipicas, que habitualmente dificultam o
diagnostico. 43

No presente estudo foram avaliados 404 individuos, divididos em dois grupos:
um com 204 pacientes portadores de DAC (grupo doenca) e outro com 200 pessoas
sadias (grupo controle). Os homens foram a maioria no grupo doenca. Além disso, a
idade média também foi mais elevada no grupo doencga, em relagéo aos controles.

Estes dados estdo em consonéncia com os da literatura, que apontam as
diferencas hormonais entre os sexos como fatores contributivos para as diferencas
entre esses percentuais. Os niveis elevados estrogeno, presentes nas mulheres
antes da menopausa, atuam como fator de protegcédo para o endotélio e reduzem a
formacao das placas de ateroma.®

Ressalta-se que a idade é classicamente considerada como um fator de risco
independente e imutavel para o desenvolvimento da DAC, estando associada a
lesdes aterosclerdticas mais significativas, em comparagdo a individuos mais
jovens.®

O perfil clinico da populacéo avaliada € considerado de alto risco para DAC e
eventos cardiovasculares, o que € concordante com estudos epidemiolégicos, como
o Seven Countries e o Framingham Heart Study.>® Tais fatores parecem levar a uma
progressiva disfungao do endotélio vascular, caracterizada por alteragdes funcionais
e espessamento endotelial. *

Inumeros ensaios clinicos foram realizados ao longo dos anos, entretanto
nenhum deles foi capaz de reconhecer especificamente qual o fator de risco mais
importante para desenvolvimento DAC, o que sugere uma via fisiopatologica
complexa e multifatorial .2

Quando se avalia os pacientes com DCV em Pernambuco, no ano de 2014 as
trés principais causas de internacdo no sexo masculino foram: insuficiéncia cardiaca
(IC), AVC e outras doengas isquémicas (grupo que engloba a DAC), observando-se
um aumento de 68,0% na taxa de internagao por outras doengas em comparagao ao
ano de 2005. No sexo feminino, as trés principais causas foram IC, doencga vascular
periférica e HAS, que apresentaram reducao de 21,4%, 46,1% e 51,8% em
comparagdo ao mesmo periodo. 7°

Atualmente, durante a abordagem do paciente com DAC, preconiza-se o

controle rigoroso de todos os fatores de risco. Entretanto, a morbi-mortalidade
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relacionada a DAC permanece em niveis preocupantes, visto que as primeiras
manifestagdes clinicas habitualmente surgem num estagio avangado da doencga,
contribuindo para a ocorréncia de desfechos desfavoraveis como o IAM e o
desenvolvimento da IC.5

O perfil clinico de alto risco de alguns pacientes para eventos
cardiovasculares e o crescente numero de internacdes por DCV no estado de
Pernambuco, a despeito dos esforgos para redugao da prevaléncia dessas doengas
pode sugerir um aspecto genético ainda nado elucidado como fator envolvido.
Portanto, nosso estudo, de certa forma contribui para desenvolvimento de
investigacdes genéticas em DCV na nossa regiéo.

Em nosso estudo, a prevaléncia do polimorfismo ATRNL1 (rs 180706) com o
gendtipo AA foi menor no grupo doenga quando comparado ao grupo controle. A
prevaléncia do alelo A (AA + AC) x CC, também foi menor no grupo de pacientes
com DAC.

Modelos animais mutantes (camundongos nulos para a expressdo da ATRN)
possuem um fendtipo pleiotrépico caracteristico com a presenga de uma pelagem
escura, neuropatias, reducdo do peso corporal e da adiposidade. Acredita-se que
mutagdes genéticas, que envolvem a perda de fungédo ou a auséncia da expressao
da ATRN, atuem estimulando indiretamente as vias de sinalizacdo da melanocortina,
que por sua vez regula numerosos processos biolégicos, como o equilibrio
energético e a homeostase. 7

O real papel da ATRN e ATRNL1 no ser humano ainda ¢é
incerto.*®% Especula-se que em sua forma sérica natural as atractinas medeiem a
disseminagdo de mondcitos, permitindo um meio mais rapido e mais eficaz para a
apresentacdo de antigenos. °° Entretanto, os dados na literatura sdo escassos e,
mesmo assim, conflitantes.

Sabe-se que na fisiopatologia da aterosclerose, fatores agressores como o
aumento das forgas de cisalhamento na parede vascular e o aumento do estresse
oxidativo contribuem para uma maior permeabilidade do endotélio. Isso possibilita a
passagem de células do sistema imunoldgico para o espago subendotelial, onde irdo
atuar no processo de oxidagdo do LDL. As particulas de LDL tornam-se modificadas
na sua forma e funcdo, passando a serem capazes de estimular o processo de
surgimento de moléculas de adesao leucocitaria, mantendo o insulto inflamatério

local e consequentemente o desenvolvimento da placa de ateroma. 3°
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No que se refere a regulagdo das vias metabodlicas e energéticas nos seres
humanos, a via de sinalizacdo da melanocortina desempenha um papel fundamental
no controle da ingestdo alimentar e do peso corporal. %> Mutagbes no MC4R
respondem por até 6% dos casos de obesidade grave de inicio precoce, sendo a
maioria das mutagdes encontrada na forma heterozigética.>*

Algumas linhas de pesquisa sugerem que a sinalizagdo através do MC4R
exerce uma influéncia inibitéria no apetite e, portanto, no desenvolvimento da
obesidade.%? Apesar dessas das descobertas, ainda ha poucas informagoes
publicadas sobre proteinas que interagem com receptores de melanocortina. %54

Em camundongos foi evidenciado que mutagdes que reduzem a fungédo da
ATRN associam-se a obesidade, indicando que a ATRN pode modular a fungao
tanto do MC1R quanto do MC4R. %2> Em seres humanos esses achados ainda
carecem de comprovagdo.>?-54

Nesse contexto, através da interpretacao dos resultados obtidos no presente
estudo, é possivel que o gendtipo AA esteja associado a uma redugao da atividade
da ATRNL1 nos seres humanos. Entretanto, como essa é uma hipotese, a
realizacao de outros estudos € preconizada para confirmag¢ao ou nao, visto que
0 nosso trabalho avaliou a expresséo genotipica do polimorfismo do gene ATRNL1
(rs 180706), e ndo a acao ou a atividade da proteina codificada pelo gendtipo em
questéo.

Nosso estudo ndo constatou a presenga de associagdes significativas entre
as expressdes genotipicas do polimorfismo ATRNL1 (rs 180706) e as variaveis
clinicas do grupo doencga. Vale ressaltar que houveram diferengas nas prevaléncias
superiores a 10% em algumas situagdes. No caso da HAS, o gendtipo AC foi 0 mais
associado e o gendtipo CC o menos. No subgrupo de pacientes com historico de
IAM, o gendtipo AC foi o mais frequente e AA o menos frequente.

Existem poucos relatos na literatura sobre a associagdo de mutagdes
relacionadas ao gene da ATRN e sua apresentagao fenotipica em seres humanos. A
primeira descrigao foi realizada por Stark e col. em 2010 a respeito de uma delegao
no gene ATRNL1. %

O caso citado falava a respeito de uma crianga do sexo masculino que foi
acompanhada ao longo de 4 anos. Nesse periodo foram observados problemas

relacionados ao desenvolvimento neuropsicomotor, presenga de comunicagao
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interventricular, caracteristicas faciais dismorficas, sindactilia e limitacdo da
movimentagdo dos cotovelos. %°

Estudo realizado por Balakrishnan e col. avaliou o liquido sinovial de
pacientes com osteoartrite, através de uma anadlise protedmica. Entre as novas
proteinas descobertas no liquido sinovial desses pacientes estava presente a
ATRNL1. Os autores sugerem que possa haver uma correlagdo entre a presenca
dessas proteinas e o processo inflamatério presente na osteoartrite. %

No que se refere a atuagdo da ATRNL1 na fisiopatologia da DAC, ainda nao
foram desenvolvidos estudos que comprovem uma associagéo direta com a doencga.
Desse modo, nao se sabe ao certo qual a real influéncia do polimorfismo desse gene
na expressao fenotipica da DAC. Entretanto, é possivel que existam vias comuns
que envolvam a fisiopatologia da DAC e a agao das atractinas.

Ja é bem estabelecido que os mondcitos migram para o espago subendotelial
e se diferenciam em macrofagos que, por sua vez, captam as particulas de LDL
oxidadas. 1% 27

Os macrofagos repletos de lipidios sdo chamados de células espumosas e
s&o o principal componente das estrias gordurosas, lesdes macroscopicas iniciais da
aterosclerose. Os linfécitos T, embora menos numerosos, mediante interagdo com
os macréfagos, podem se diferenciar e intensificar a produgdo de citocinas,
colaborando para a modulagdo do processo inflamatorio local.’®?” Nesse sentido,
pode-se especular que exista uma acdo moduladora desempenhada pela ATRLN1,
que facilite a fagocitose do LDL oxidado, facilitando o desenvolvimento da DAC, mas
nao se pode confirmar essa ideia com os dados atualmente disponiveis da literatura.

No presente trabalho, ao ser realizada a analise genotipica do polimorfismo
KIF 6 (rs 20455), observamos que a comparacao entre as prevaléncias dos alelos
homozigotos e heterozigotos nos grupos doenga e controle, ndo foi
estatisticamente diferente.

O polimorfismo do gene KIF6 tem sido identificado como um preditor de risco
cardiovascular em alguns grupos étnicos. Estudos observacionais comprovaram a
variagcédo na frequéncia alélica, entre homens e mulheres, e em individuos de etnias
diferentes.5-° Tais achados nao foram corroborados neste estudo.

Na literatura, a taxa do alelo mutante em controles saudaveis se mostrou
muito inferior, quando foram avaliadas popula¢des de origem europeia e japonesa.

Ja em controles saudaveis da Africa subsaariana, a frequéncia desta mutacéo foi
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bastante elevada. 6% Por sua vez, em estudos tipo caso-controle, quando foram
avaliadas populagcbes com uma expressiva diversidade étnica, mesmo com um
grande numero de participantes, ndo se conseguiu replicar a associagao da mutagao
719Arg no aumento do risco cardiovascular.9-64

O presente estudo consiste numa analise transversal, tipo caso-controle, que
avaliou uma populagdo do nordeste do Brasil. Esta € uma regido caracterizada
pela ocorréncia de uma miscigenagado bastante pronunciada entre grupos étnicos
variados, compostos primordialmente por negros, brancos e indios. Tal fato
proporciona uma identidade singular a este povo, considerado marcadamente
miscigenado, tanto do ponto de vista genético, quanto nos aspectos sociais e
culturais. 7°

Postula-se que os achados conflitantes na literatura poderiam ser explicados
pelo viés de sobrevivéncia e interacdo medicamentosa, que pode atenuar as
comparagdes entre os casos e 0s controles, ou até mesmo pela falta de efeito da
mutacdo genética na fisiopatologia da doenca aterosclerética em certos grupos
étnicos.364

Quando foi avaliada a prevaléncia das expressdes genotipicas em relagao as
variaveis clinicas do grupo doenga, também n&o houve associagao estatisticamente
significativa.

Existem evidéncias de que os portadores desse polimorfismo possam ter
melhores efeitos terapéuticos com o uso de estatinas, tanto no que diz respeito a
uma maior reducdo dos niveis séricos de LDL, quanto a modulacdo da resposta
inflamatdria, trombogénese e fungédo vasomotora arterial.®® Isso poderia atuar como
um fator de confusao durante a andlise de associagao do grupo doenga

Ocorreram diferencas percentuais superiores a 10,0% nas prevaléncias
alélicas nas seguintes situagdes: DM (gendtipos AA e AG); obesidade (gendtipos AA
e AG); realizagao prévia de ATC (gendtipos AA e GG).

Com base nesses dados, acredita-se que possa ter ocorrido um erro
estatistico do tipo Il (quando a analise dos dados ndo consegue rejeitar uma hipétese,
no caso desta hipdtese ser falsa), devido ao quantitativo amostral ser reduzido.

Quando foi realizada a analise da prevaléncia do alelo A (AA + AG) versus GG,
observou-se ndo haver diferenca estatistica. Em relacdo as variaveis clinicas,
apenas o histérico de realizagao prévia de Cine esteve mais associado ao gendtipo

GG, sem outras associag¢oes estatisticamente significativas.
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Dados referentes a influéncia do polimorfismo KIF6 (rs 20455) na DAC ainda
s&o muito discrepantes. Em meta-analise realizada em 2012 por Peng e col., foram
analisados dados de mais de 143 mil individuos, evidenciando-se que a presenca do
polimorfismo foi um fator de risco cardiovascular em caucasianos, mas com efeitos
varidveis em outras etnias.®®

Ruiz-ramos e col. realizaram também uma meta-analise, e demonstraram que
o polimorfismo do gene KIF6 seria um fator de risco importante para o
desenvolvimento do IAM.%4

Recentemente, em meta-analise realizada por Li, Chen e Song, foram
avaliados 50 estudos, que correlacionaram a mutagao KIF6 (rs 20455), com a
presenca de DAC, totalizando uma analise de 40.059 casos e 64.032 controles. Os
resultados desse estudo sugerem que este polimorfismo pode nao estar associado a
uma maior suscetibilidade para a DAC, porém os autores reforcam a necessidade da
realizagdo de estudos adicionais para a confirmacao desses resultados.®®

Na populagao brasileira os dados sobre a associagao do polimorfismo KIF6 (rs
20455) com as DCV ainda sao escassos. Esta pesquisa é pioneira, portanto

geradora de hipéteses, que necessitam de estudos adicionais para confirma-las.
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6 LIMITAGOES DO ESTUDO

Nosso trabalho limitou-se a avaliar as expressdes genotipicas dos
polimorfismos dos genes ATRNL1 (rs 180706) e KIF6 (rs 20455) e as suas
correlagdes clinicas com a DAC. Nao foram analisadas as propriedades das
proteinas transcritas a partir da variacdo alélica dos referidos polimorfismos, de
modo que nao sabemos ao certo o mecanismo de acdo ou a atividade dessas
proteinas nos individuos.

Outro fator limitante do presente trabalho, consiste no tamanho da amostra,
que é relativamente pequena para se inferir dados relativos a uma populagdo tao
grande como a brasileira.

Além disso, os individuos selecionados para a pesquisa foram de uma unica
regido do Brasil, o Nordeste. Sabe-se que por possuir dimensdes continentais, o
Brasil apresenta uma ampla diversidade étnica, social e cultural, com peculiaridades
inerentes a cada uma de suas regides, devendo esse fato ser considerado na

interpretacéo dos dados.
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7 CONCLUSAO

Esse é o primeiro estudo na literatura a descrever a associagao entre o
polimorfismo no gene ATRNL1 (rs 180706) e a DAC. A prevaléncia do gendtipo AA
no polimorfismo do gene ATRNL1 (rs 180706) foi menor no grupo doenga, quando
comparada ao grupo controle. Ndo foram evidenciadas associagbes entre o
polimorfismo do gene KIF6 (rs 20455) e a DAC.

Assim, foi gerada a hipotese da existéncia de um efeito protetor do gendtipo
AA do polimorfismo ATRNL1 (rs 180706) no desenvolvimento da DAC.

Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para confirma-la.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTES ALFABETIZADO

O Sr(a). esta sendo convidado a participar do Protocolo de Pesquisa Intitulado:
“Associacao entre a doenga arterial coronariana e polimorfismos nos genes
Attractin-like 1 protein (rs 180706) e Kinesin-like protein 6 (rs 20455)” vinculada ao
programa de poés-graduagéo em inovagao trapéutica (PPGIT) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

O objetivo de nosso trabalho é avaliar as associagbes entre mutagdes do genéticas e a
doenca arterial coronariana. O procedimento a ser realizado por recomendacao da pesquisa
€ a coleta de 10 ml de sangue periférico em tubo com EDTA para realizagdo das avaliagdes
genéticas, bem como a aplicacdo de um questionario clinico nos individuos recrutados.

Desconforto, riscos e beneficios: Por se tratar de um estudo em que havera pungao
venosa periférica, admite-se que os riscos sejam inerentes a realizagao do procedimento
citado, bem como: dor, sangramento, presenca de hematoma e flebite. Além disso,
posssiveis constrangimentos podem surgir através das informagdes disponibilizadas pelo
paciente durante a entrevista. Porém, para minimizar estes riscos, os pesquisadores
preservarao a identidade e as informacdes pessoais dos participantes, de modo que o Sr(a).
podera ter acesso aos resultados da pesquisa, tdo logo esta seja concluida. Ao contribuir
para a realizagdo de nossa pesquisa, o Sr(a). contribui para que entendamos melhor o grupo
de pacientes do qual faz parte. Trata-se, portanto, de um trabalho de relevancia social.

Garantia de esclarecimento, liberdade de recusa e garantia de sigilo: O Sr(a). sera
esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. O Sr(a). pode desistir de
participar em qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ao seu tratamento. Os dados
coletados serao utilizados exclusivamente para fins de pesquisa.

Custos da participagdao, ressarcimento e indenizagdao por eventuais danos: A
participacdo no estudo € voluntariae ndo acarretara custos ou remunercdo adicional aos
participantes.

Declaragao do(a) participante ou responsavel pelo(a) participante:

Eu, ,N° da

Identidade (RG) , fui

informado (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci

minhas duvidas. Sei que em qualquer momento que poderei solicitar novas informacgdes e
motivar minha decisdo se assim o desejar. O Mestrando Augusto Ferreira Correia e seu

orientador - Prof. Dr. Dinaldo Cavalcanti de Oliveira certificaram-me de que todos os dados
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desta pesquisa serdo confidenciais. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes
serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamar
Mestrando Augusto Ferreira Correia ou o seu orientador - Prof. Dr. Dinaldo Cavalcanti de
Oliveira através dos telefones (081)99199-0715 e (081) 98679-3821 ou entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE -
CEP/CCSI/UFPE, pelo telefone: 2126-8588, e-mail: cepccs@ufpe.br, sob coordenacao do
Prof. Dr. Nicodemos Teles de Pontes Filho.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cdpia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
minhas duvidas.

RG Nome e Assinatura do Pesquisador Data
RG Nome e Assinatura da Data
Testemunha
RG Nome e Assinatura da Data
Testemunha
RG Nome e Assinatura da Data

Testemunha
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTES NAO ALFABETIZADOS

O Sr(a). estda sendo convidado a participar do Protocolo de Pesquisa Intitulado:
“Associacdo entre a doenga arterial coronariana e polimorfismos nos genes
Attractin-like 1 protein (rs 180706) e Kinesin-like protein 6 (rs 20455)” vinculada ao
programa de poés-graduagéo em inovagao trapéutica (PPGIT) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

O objetivo de nosso trabalho & avaliar as associagdes entre mutagdes do genéticas e a
doenca arterial coronariana. O procedimento a ser realizado por recomendacgao da pesquisa
€ a coleta de 10 ml de sangue periférico em tubo com EDTA para realizagdo das avaliagoes
genéticas, bem como a aplicacdo de um questionario clinico nos individuos recrutados.

Desconforto, riscos e beneficios: Por se tratar de um estudo em que havera
puncdo venosa periférica, admite-se que o0s riscos sejam inerentes a realizagcdo do
procedimento citado, bem como: dor, sangramento, presenca de hematoma e flebite. Além
disso, posssiveis constrangimentos podem surgir através das informagdes disponibilizadas
pelo paciente durante a entrevista. Porém, para minimizar estes riscos, os pesquisadores
preservarao a identidade e as informacdes pessoais dos participantes, de modo que o Sr(a).
podera ter acesso aos resultados da pesquisa, tdo logo esta seja concluida. Ao contribuir
para a realizagao de nossa pesquisa, o Sr(a). contribui para que entendamos melhor o grupo
de pacientes do qual faz parte. Trata-se, portanto, de um trabalho de relevancia social.

Garantia de esclarecimento, liberdade de recusa e garantia de sigilo: O Sr(a).
sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. O Sr(a). pode
desistir de participar em qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ao seu tratamento.
Os dados coletados serao utilizados exclusivamente para fins de pesquisa.

Custos da participacao, ressarcimento e indenizagao por eventuais danos: A
participacao no estudo € voluntariae nao acarretara custos ou remunercido adicional aos
participantes.

Declaragao do(a) participante ou responsavel pelo(a) participante:

Eu, ,N° da
Identidade (RG) a rogo
de : N°
identidade (RG) , fui informado (a) dos objetivos da

pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que em
qualquer momento que poderei solicitar novas informag¢des e motivar minha decisdo se

assim o desejar. O Mestrando Augusto Ferreira Correia e seu orientador - Prof. Dr. Dinaldo
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Cavalcanti de Oliveira certificaram-me de que todos os dados desta pesquisa serdo
confidenciais. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes seréo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamar Mestrando Augusto Ferreira
Correia ou o seu orientador - Prof Dr. Dinaldo Cavalcanti de Oliveira através dos telefones
(081)99199-0715 e (081) 98679-3821 ou entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE - CEP/CCS/UFPE, pelo

telefone: 2126-8588, e-mail: cepccs@ufpe.br, sob coordenacao do Prof. Dr. Nicodemos

Teles de Pontes Filho.
Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as

minhas duvidas.

Local para impressao digital do paciente

que concordou em participar da pesquisa :

RG Nome e Assinatura do Pesquisador Data
RG Nome e Assinatura da Data
Testemunha
RG Nome e Assinatura da Data
Testemunha
RG Nome e Assinatura da Data

Testemunha



APENDICE C - FICHA CLIiNICA DO ESTUDO

IDENTIFICAGAO:

Nome: Telefone de contato:

Prontuario n®: __  Idade:__~ anos Sexo:(M)/ (F) Cor: Branco( )Negro( )Pardo( )Outro ( )
Estado civil: Casado ( ) Solteiro ( ) Divorciado ( ) Unido estavel ( ) Escolaridade:

Profissao: Renda Familiar:

ANTECEDENTES PESSOAIS:

HAS () DRC ( ) Sedentarismo () DAC estabelecida ()
Uso de anti-HAS () DAP ( ) Etilismo ( ) - Tratamento clinico ()
DM ( ) AVC () Tabagismo () -CRVM ( )

DLP ( ) IAM () - Ativo () - Angioplastia ()
DPOC ( ) Obesidade ( ) - Inativo ha 10 anos ( )

ANTECEDENTES FAMILIARES - PARENTES DE PRIMEIRO GRAU:

HAS ( ) DM ( ) DLP ( ) DAP ( ) AVC ()
Histoéria de IAM, angioplastia, CRVM ou morte subita cardiaca - homens < 55 anos e mulheres < 65 anos ( )

EXAME FiSICO:

Peso (kg) Altura (m) IMC PA (mmHg)

EXAMES COMPLEMENTARES:

Hb/Ht Plaquetas Ur/Cr Glicose | Hb-glicada TG CT LDL HDL PCR
Jejum

RISCO CARDIOVASCULAR GLOBAL - ESCORE DE FRAMINGHAM

Baixo () Médio () Alto ()

CINECORONARIOGRAFIA: Paciente com necessidade de realizagcdo doexame ( )

Assintomatico c/ teste indutor de isquemia [+] ( ) Angina estavel ( )/ instavel( ) IAM ST ( )/sem supra ST ( )

Dados do exame - Data: / /

Variavel ADA ACD ACX TCE Vaso: Vaso:

Estenose (%)

Extensao (mm)

Segmento

Obs: Preencher as lacunas com “S” para respostas sim e “N” para respostas nao.



