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RESUMO

O Acidente Vascular Cerebral Isquémico (AVCi) é uma doenca multifatorial,
caracterizada por manifestacdes clinicas resultantes de processos trombéticos arteriais.
Estes processos tém como principal causa a aterosclerose, um processo inflamatério
cronico resultante de lesdo vascular e deposicao lipidica na parede das artérias. Este
estudo teve como objetivo investigar a associacao entre polimorfismos Xba |, I/D e Eco
RI no gene da apoB, PLA1A2 no gene da glicoproteina GPIIB/IIIA e AVCi em um grupo
de pacientes jovens, através da técnica de PCR-RFLP. Foram avaliados 113 pacientes,
sendo 48 deles provenientes do estado de Minas Gerais e 65 do estado do Rio de
Janeiro. O grupo controle foi composto por 291 individuos saudaveis provenientes do
estado de Minas Gerais. Nao houve diferenga significativa entre os pacientes de Minas
Gerais e do Rio de Janeiro quando comparada a frequéncia de cada um dos
polimorfismos. Foi observada uma maior freqiéncia do alelo mutante E- (Eco RI) no
grupo de pacientes quando comparado ao grupo controle. Os alelos X+, D e A2
associados a predisposicdo a doenga apresentaram frequéncias significativamente
maiores no grupo de pacientes apenas quando a comparagao foi feita com, pelo
menos, dois polimorfismos simultaneamente. Além disso, a presenga do alelo A1
(GPIlIb/llla), combinada a auséncia do alelo mutante E- (Eco Rl), mostrou-se fortemente
associada a uma menor predisposicdo ao desenvolvimento de AVCi. Assim, pode-se
concluir para os polimorfismos estudados que a presenca do alelo mutante E-

configura-se como possivel fator de risco para desenvolvimento de AVCi.

Palavras-chaves: AVCi, apolipoproteina B, Xba |, I/D, Eco RI, GPIIb/llla.
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ABSTRACT

Ischemic Stroke (IS) is a multifactorial disease characterized by symptoms resulting
from arterial thrombotic processes. These cases are mainly caused by atherosclerosis, a
chronic inflammatory disease that results from vascular injury and lipid deposition on the
wall of the arteries. This study aimed to investigate the association between the
polymorphisms Xba, |, I/D and Eco RI in the apolipoprotein B and PLA1A2 of the
glycoprotein GPlIb / llla genes and ischemic stroke in a group of young patients by
means PCR/RFLP technique. We evaluated 113 patients, 48 of them from Minas Gerais
State and 65 from Rio de Janeiro State. The control group was composed by 291
healthy subjects from Minas Gerais State. There was no difference between patients
from Minas Gerais and Rio de Janeiro when compared the frequency of each
polymorphisms. However, it was observed a greater frequency of the E- mutant allele
(Eco Rl ) in the patients compared to the control group. The alleles X+, D, and A2
associated to predisposition to ischemic stroke showed frequencies significantly
increased in patients only when the comparison was established to, at least, two
polymorphism simultaneouly. In addition, presence of the allele A1 (GPIIb/llla), coupled
to the absence of the E-mutant allele (Eco R1), showed to be strongly associated to a
lower predisposition to the IS development. Thus, it can be concluded that the presence

of E- mutant allele configures as a possible risk factor for development of IS.

Key-words: ischemic stroke, atherosclerosis, apolipoprotein B, Xba, |, I/D, Eco R1,

GPllb/llla.
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1 INTRODUGAO

O acidente vascular cerebral isquémico (AVCi), a doenga arterial coronariana-
DAC (infarto agudo de miocardio) e as doengas isquémicas vasculares periféricas
(doenga vascular obstrutiva periférica ou DAOP) constituem manifestacbes clinicas
agudas ou crénicas, recorrentes ou ndo dos processos trombdéticos arteriais (GRANT,
2004). A trombose arterial resulta da obstrugédo total ou parcial de uma artéria por
trombos formados em decorréncia de alteragdes patoldogicas que envolvem a
hemostasia. Isto pode dificultar ou impedir o fluxo de sangue normal caracteristico,
causando isquemia e necrose.

A doencga arterial coronariana (DAC) esta associada aos maiores indices de
mortalidade, resultando em mais de 7 milhdes de mortes por ano em todo o mundo,
(WHO, 2002). Ja a doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) é um disturbio crénico
de artérias de membros inferiores, consequente a aterosclerose no interior desses
vasos. A DAOP atinge cerca de 12% da populagdo geral e pode chegar a 20% das
pessoas com mais de 70 anos (HIATT et al., 1995).

Acidentes vasculares cerebrais podem ser divididos em 3 tipos principais: O AVC
isquémico (AVCi), a hemorragia intracerebral e a hemorragia subaracnéidea, sendo que
o AVCi constitui a maioria dos casos (FRASER, 2007). O AVCi tem sido associado a
aproximadamente 5,7 milhées de mortes por ano em todo o mundo (WHO, 2004; WHO,
2007). Esta doencga torna-se particularmente dramatica na populagado jovem por causa

do grande impacto social e econbmico decorrente de sua morbidade e mortalidade
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(RUBATTU et al., 2005). Desta forma, a elucidagdo dos mecanismos etiologicos tem
sido alvo de um grande numero de estudos (GAO et al., 2006).

Cumpre ressaltar que pouco conclusivos sdo os estudos conduzidos na
populagao brasileira com o objetivo de avaliar a relagao entre a ocorréncia de trombose
arterial e a presencga de fatores genéticos, principalmente em individuos jovens (FORTI,

2003).

1.1 EVENTOS TROMBOTICOS ARTERIAIS, INFLAMACAO E ATEROSCLEROSE

A trombose arterial € uma doenga multifatorial e, tanto fatores genéticos como
adquiridos, tém importancia para seu curso. A causa mais freqluente de trombose
arterial consiste na aterosclerose, uma doenca inflamatdria crénica resultante de lesao
vascular, deposicao lipidica, ativagéo e proliferagdo de macréfagos, células musculares
lisas e plaquetas, além de alteracbes hemostaticas que culminam com a formacéo do
trombo (ZAGO et al., 2001; SPRONK, 2004).

A aterosclerose é consequéncia de muitos anos de exposi¢ao a fatores de risco
aterogénicos que levam, até mesmo em jovens, ao desenvolvimento precoce de lesdes
aterotromboticas. A lesdo aterosclerdtica se inicia na infancia com depdsitos de
colesterol e de seus ésteres, correspondendo a acumulos graxos na camada intima
muscular principalmente de grandes artérias. As placas de ateroma podem afetar
qualquer vaso sanguineo, mas 0s principais alvos sao as coronarias e 0os sistemas
arteriais cerebrais e periféricos. Em determinados locais desses vasos, uma maior
quantidade de lipides se acumula e o conjunto € entdo coberto por um tampéao
fibromuscular, dando origem a uma capa fibrosa (MCGILL et al., 2000). Na presencga de

fatores ligados a idade e ao sexo, estas lesdes tém seu desenvolvimento acelerado por
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determinantes genéticos (tais como os relacionados com perfil lipidico, metabolismo de
glicose e pressao arterial) e determinantes ambientais, incluindo tabagismo, ma
alimentacao e outros (SPRONK, 2004).

O inicio de uma lesdo aterosclerdtica é caracterizado pela oxidagdo da LDL
(lipoproteina de baixa densidade) sérica a LDL oxidada (LDLox) no interior da matriz da
camada intima vascular. Essa passagem da LDLox pelas células endoteliais estimula o
recrutamento de monodcitos circulantes para a parede do vaso. A diferenciacdo de
monadcitos em macrofagos com posterior captagdo da LDLox, devido a expressao de
receptores denominados de scavenger, resulta na formagao de células espumosas
(SPRONK, 2004), que secretam citocinas pro-inflamatérias desencadeando a
inflamacédo local (LIBBY, 2002). Esse processo promove entdo a migragdo e
proliferagdo de células musculares lisas vasculares (CMLV). Nestas células, assim
como nos macréfagos, ocorre a expressao de fator tissular, um importante fator pro
inflamatoério que contribui para a conversdo de fibrinogénio em fibrina. Além disso,
essas células podem sofrer apoptose e expor uma maior quantidade de fator tissular
(SPRONK, 2004).

Considerando a aterosclerose como uma inflamagao crénica, o ambiente
inflamatdrio leva a uma grande produgao de citocinas. Dentre elas, destaca-se a IL-6
que induz a expressao de fator tissular por mondcitos circulantes gerando maior
producdo de trombina e fibrina. E importante ressaltar que produtos de degradacéo da
fibrina formada séo fatores quimiotaticos para a atracdo de mais CMLV e mondcitos
afetando a estabilidade e a estrutura da placa (DE MAAT, 2003; SPRONK, 2004).

Esses fagocitos mononucleares se destacam nas complicagdes da aterosclerose ao
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produzirem enzimas metaloproteinases que podem degradar matriz extracelular
causando instabilidade na placa (SPRONK, 2004).

Assim, evidéncias sugerem que mecanismos inflamatorios sado também
importantes fatores de risco no acidente vascular cerebral. Nenhum marcador genético
(ou grupos de marcadores) ou testes ndo-invasivos sao, até o momento, capazes de
prever com precisdo o risco de morte por doencgas vasculares. Por isso, marcadores de
inflamacao tém sido avaliados como preditores de risco individual no que se refere ao
desenvolvimento da lesao aterosclerdtica; contudo a inflamagao vascular por si s6 néo
€ menos complexa do que aterosclerose (MADAMANCHI et al 2004).

Marcadores inflamatorios como a Proteina C Reativa (PCR) podem refletir a
gravidade da aterosclerose local (DE MAAT et al., 2003). Proteina de fase aguda
sintetizada no figado, além de importante preditora de eventos cardiovasculares futuros
em homens e mulheres aparentemente saudaveis, pode participar diretamente na
patogénese da aterosclerose através de sua interacdo com células endoteliais
(CALABRO, 2003; SANTOS et al.,, 2003). Mais de 20 estudos prospectivos ja
demonstraram a grande sensibilidade da PCR como fator preditor independente para
AVCi (HANKEY, 2006; RIDKER et al, 2004). Sua produgao é fortemente induzida pela
presenga de interleucina 1B (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6). Polimorfismos relacionados a
PCR foram associados a niveis séricos aumentados dessa proteina de fase aguda
(REITZ et al., 2007).

O rompimento da capa fibrosa de uma placa aterosclerética rica em lipides
configura, entdo, a trombose aguda, que consiste em um evento precipitante resultado
da transicdo de uma doencga aterosclerética estavel e subclinica para um infarto agudo

do miocardio (IAM), AVCi ou ocluséo arterial periférica (ROSS, 1999).
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1.2 FATORES DE RISCO ADQUIRIDOS E ATEROSCLEROSE

Estudos epidemiolégicos tém identificado diversos fatores de risco adquiridos
para a aterosclerose (MEHTA et al.,, 1998). Em AVCi, a hipertensdo arterial, as
dislipdemias, a estenose de carétida e a fibrilagao atrial sdo claramente fatores de risco
causais, uma vez que estudos clinicos randomizados mostraram que seu tratamento

reduz a incidéncia do evento (LAWES et al., 2004; CTT, 2005; ROTHWELL et al.,
2003; MRC, 2004; HART, 1999). Ja o tabagismo, diabetes mellitus, DAC, doengas

cardiacas valvulares e doencas cardiacas congénitas, como o Foramen Ovale Patente,
configuram como fatores de risco provaveis. Isso porque estudos epidemioldgicos,
caso-controle e de coorte mostraram que essas caracteristicas seriam
significativamente associadas a um aumento do risco para o AVCi (HANKEY, 2006;
GOLDSTEIN, 2006).

O mais importante preditor de risco para as tromboses venosas e arteriais tem
sido a idade, uma vez que os aumentos na incidéncia e na prevaléncia de ambas com a
idade sao exponenciais, tanto em mulheres como em homens. As razdes possiveis
para o risco aumentado das tromboses arteriais (DAC, AVCi ou dos membros-
periféricos) com idade incluem: a prevaléncia crescente da aterosclerose; a prevaléncia
crescente (e/ou efeitos cumulativos) de fatores de risco "classicos" incluindo a
obesidade, diabetes, hipertensao e dislipidemias; os crescentes marcadores circulantes
da inflamacéo, tais como a proteina C reativa (PCR), além de variaveis trombdticas e
reologicas (LOWE, 2004).

A hipertensao arterial tem sido relacionada como uma das principais causas de

AVCi e DAC (como o infarto agudo do miocardio e morte cardiaca subita) (OATES,
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2001). A relagao entre pressao arterial e o risco de doengas cardiovasculares é linear,
continua, consistente e independente de outros fatores de risco. Além disso, quanto
maior a pressao arterial, maior o risco de acidente vascular cerebral (GOLDSTEIN,
2006; REDON, 2007).

Sabe-se que a hipertensdo atinge cerca de 1 bilhdo de pessoas. E interessante
ressaltar que, globalmente, existe um indicativo de que aproximadamente 62% das
doencas cerebrovasculares e 49% das doencas isquémicas do coragao sao atribuiveis
a pressao arterial sistdlica superior a 115 mmHg, com pequena variagao devido ao sexo
(WHO, 2002).

O tabagismo acarreta grande prejuizo a qualidade de vida. Componentes do
cigarro afetam a funcdo das células endoteliais, aumentam a adeséo, a ativagdo e a
agregacao plaquetaria, causam vasoconstricdo, aumento significativo na pressao
arterial e da geragdo de trombina, alteragdes das lipoproteinas do plasma, além de
favorecer a migracdo de células musculares lisas e a oxidagao de lipoproteinas de
baixa densidade nos macréfagos, que sao reconhecidos como “células espumosas” ou
“foam cells”. Isso pode explicar o impacto que o tabagismo causa a morbidade e
mortalidade cérebro e cardiovasculares (KIMURA, 1994, JEFREY et al., 2004,
AMBROSE, 2005).

Fumar é obviamente um fator de risco bem conhecido para aterosclerose. Isso
atualmente tém sido observado em pacientes jovens. Forte e independente correlagcéo
foi observada entre tabagismo e pacientes com AVCi (BANG et al., 2007). Tudo isso
confirma o fato de muitos estudos afirmarem que fumar € o mais importante fator de
risco para AVCi no inicio de meia-idade (LEE et al., 2002; GOLDSTEIN et al., 2006;

JOHNSON et al., 2007).
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O sobrepeso e obesidade conduzem a efeitos metabdlicos adversos nos niveis
de colesterol e triglicerideos (TG), na pressao arterial e no diabetes mellitus. Riscos de
DAC, AVCi e diabetes mellitus tipo 2 aumentam continuamente com o indice de massa
corporal crescente, sendo que 21% das doengas isquémicas do coragao estédo
associadas a um elevado indice de massa corporal (IMC) (WHO, 2002). Maiores IMC e
indice cintura/altura (ICA) foram associados linearmente com o aumento do risco de
doencas cardiovasculares em homens e mulheres, tanto jovens, como velhos. A
associagao com os jovens parece ser mais intensa (GELBER, 2008).

O diabetes mellitus tipo 2 também esta relacionado a aumento do risco de
doencas micro e macrovasculares (DAC, AVC e DAOP) (NAZIMEK-SIEWNIAK, 2002).
Pessoas com diabetes tipo 2 tém um aumento da susceptibilidade a aterosclerose e da
prevaléncia de fatores de risco aterogénicos; notavelmente da hipertenséo, obesidade e
lipidios sanguineos anormais. Além disso, estudos caso-controle e prospectivos de
pacientes com AVCi tém confirmado um efeito independente do diabetes em eventos
isquémicos (GOLDSTEIN, 2006).

Recentemente, a sindrome metabdlica, um conjunto de fatores de risco
vasculares altamente prevalentes (incluindo hipertensao, hiperglicemia, obesidade e
dislipidemias) e relacionados a resisténcia a insulina, tem sido considerada um fator de
risco independente para desenvolvimento de aterosclerose intracraniana (PARK et al.,
2008) e acidente vascular (BODEN-ALBALA et al., 2008).

As dislipdemias também tém uma estreita relacdo com aterosclerose.
Deposicoes lipidicas nas artérias sdo bastante comuns e a frequéncia e intensidade de
sua distribuicdo podem ser influenciadas pelos niveis lipidicos. Estudos prospectivos

mostraram que altas concentragdes séricas das lipoproteinas de baixa densidade, LDL-
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colesterol (LDL-C), constituem o fator de risco principal para doengas coronarianas.
Assim, o LDL-C é atualmente considerado o alvo primario na terapia de reducdo do
colesterol (GRUNDY, 2004).

Em AVCi, inicialmente os estudos epidemiolégicos ndo encontraram associagao
consistente entre niveis de colesterol e desenvolvimento do evento. No entanto,
estudos prospectivos posteriores mostraram aumentos da incidéncia de AVCi em
pacientes com niveis elevados de colesterol total, sobretudo acima de 240 mg / dL. A
Organizagdo Mundial de Saude publicou em 2002 um estudo mostrando que niveis
séricos altos de colesterol total sdo estimados como causa de 18% das doencas
cerebrovasculares (principalmente eventos nao fatais) e 56% das doengas isquémicas
do coragdo em todo o mundo (WHO, 2002). Considerando apenas o LDL-C, poucos
estudos analisaram sua relagdo com AVCi, sendo os resultados até aqui apresentados,
inconsistentes (GOLDSTEIN, 2006).

A lipoproteina de alta densidade (HDL-C) também possui importante papel no
desenvolvimento da aterosclerose. Baixos niveis de HDL-C estdo associados com o
aumento da incidéncia de doengas cardiovasculares, inclusive AVCi (KWITEROVICH,
1998; WALLDIUS, 2007; RIZZO, 2008). Estudos prospectivos e de base populacional
tém demonstrado redugao de 47% para todos os eventos isquémicos encefalicos com o
aumento do colesterol HDL-C. Também foi observado o aumento das taxas de AVCi em
homens com baixos niveis de HDL-C, especialmente niveis de 30 a 35 mg / dL
(GOLDSTEIN, 20086).

Ha também muitas evidéncias de que altos niveis de TG sejam um fator de risco

independente para doengas cardiovasculares. Niveis de TG elevados foram associados
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a um risco cardiovascular aumentado de 76% nas mulheres e 32% em homens
(NGUYEN et al, 2002). Pacientes que desenvolveram AVCi também tém demonstrado
tendéncias a apresentar altos niveis de triglicerideos (GOLDSTEIN, 2006).

Assim, no que diz respeito ao AVCi, o papel das alteracdes dos paradmetros
convencionais do perfil lipidico tais como HDL-C, LDL-C e TG como marcadores de
risco, ainda é controverso. No entanto a reducao desses parametros no tratamento com
estatinas tem diminuido significativamente o risco de desenvolvimento para o AVCi
(ENDRES, 2005; WALLDIUS et al., 2006).

Marcadores n&o convencionais como Lp (a) (lipoproteina a) e apoliproteinas
(apo) tém sido também avaliados. As apolipoproteinas sdo proteinas associadas aos
lipides nas particulas de lipoproteina. Essas desempenham funcbes importantes no
metabolismo lipoprotéico, direcionando os lipides para certos 6rgaos e tecidos do
organismo, ativando ou inibindo enzimas envolvidas, solubilizando e estabilizando os
lipides e ajudando na interagdo com os fosfolipides de membrana (JIANG, 2000;
MARTINEZ, 2003).

Cada uma das particulas de lipoproteinas aterogénicas (LDL-C e VLDL) contém
uma molécula de apolipoproteina B (apoB) e, por conseguinte, a concentragao de apoB
fornece uma medida direta da quantidade dessas lipoproteinas circulantes (BARTER et
al., 2006; HANKEY, 2006). Assim, ja existem indicios consideraveis de que apoB seria
um parametro mais exato para o risco de desenvolvimento de doengas
cardiovasculares do que qualquer um dos outros parametros de colesterol (WALLDIUS
et al., 2006). Relatos com base em resultados de quatro grandes estudos prospectivos
sugerem que a apoB é superior ao colesterol total e ao LDL-C como marcador do risco

de doencas vasculares (SNIDERMAN et al., 2003).
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Dados recentes tém sugerido que 88mg/dl seria um nivel "desejavel" de apoB.
Esse é o nivel encontrado em pessoas jovens e com valores baixos de LDL-C
(BALLANTYNE, 2008). Concentracbes de apoB menores que 90 mg/dl foram também
propostos para pacientes de alto risco de desenvolvimento de doencas vasculares,
além de LDL-C menor que 100 mg/dl (GRUNDY, 2002).

A apolipoproteina A (apoA) também possui importante papel na aterosclerose.
Sob a forma de apoA-l, ela é a principal apolipoproteina da particula da HDL-C,
possuindo efeitos antiaterogénicos e cardioprotetores. Ela esta criticamente envolvida
no transporte reverso do excesso de colesterol dos tecidos para o figado
(MARCOVINA, 2006; CHAN, 2006; WALLDIUS et al.,, 2007; FORTI et al., 2007).
Concentragdes reduzidas de apoA-l foram relacionadas ao desenvolvimento de todos
os subtipos de acidentes vasculares (WALLDIUS, 2006; WALLDIUS, 2007).

Resultados recentes indicam que o indice (apoB/apoA) pode constituir um
parametro mais preciso e uma evidéncia adicional aos parametros lipidicos
convencionais observados isoladamente, no que se refere ao risco de eventos
aterosclerdticos como DAC e, mais recentemente, AVCi (WALLDIUS et al., 2006).
Quanto maior numericamente o indice, maior o risco. Nele, apoB reflete o numero de
particulas potencialmente aterogénicas (LDL-C, VLDL, IDL) e apoA-l o numero de
particulas antiaterogénicas presentes no HDL-C. Ele poderia entdo indicar com mais
precisao o risco de doengas cardiovasculares do que LDL-C ou outros parametros
lipidicos (WALLDIUS, 2006; JUNGNER, 2006). O indice parece ser também de superior
importancia aos indices de CT/HDL-C ou LDL-C/HDL-C como indices globais de risco
de doenca aterosclerdtica na pratica clinica (SNIDERMAN, 2003; SNIDERMAN et al.,

2006).
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1.3 FATORES DE RISCO GENETICOS E ATEROSCLEROSE

Nas ultimas décadas, as investigagbes de fatores de risco para a trombose
arterial tém focado nas alteracbes moleculares associadas (VOETSCH et al., 2004).
Anormalidades genéticas que comprometam a producao, atividade, biodisponibilidade
ou o metabolismo de fatores especificos podem alterar o balanco fisiolégico e predispor
aos eventos tromboembdlicos e aterotrombodticos prematuros. Sabe-se que o AVCi tem
causas multifatoriais, combina¢des de fatores de risco ambientais e genéticos. No
entanto, descobrir fatores genéticos que desempenham um papel em seu
desenvolvimento ou estabelecer vinculos de causalidade sao tarefas muito dificeis,
devido aos multiplos genes relacionados. Além disso, a importancia relativa de fatores
genéticos é afetada frequentemente pelos fatores ambientais (MURATA, 2000;
XUGUANG et al., 2006; TONK, 2007). Assim, a relagdo entre a maioria dos
polimorfismos e o risco de CAD, AVCi e DAOP é frequentemente modesta, continua e
controversa, necessitando de estudos adicionais (KIM et al., 2003; VOETSCH et al.,

2004; PEZZINI et al., 2005).

As mutacdes sdo modificagbes estruturais na seqiéncia do DNA que envolvem
alteragdes em um unico ou multiplos nucleotideos e que apresentam frequéncia menor
que 1% em uma populagdo. Ja os polimorfismos correspondem a modificagdes
estruturais no DNA mais frequentes, onde o alelo mutado apresenta freqiéncia superior

a 1% (FORTI, 2003).

Variagbes genéticas nos componentes da resposta inflamatéria tém sido
implicados como fatores de risco, agindo conjuntamente com fatores de risco

proinflamatdrios convencionais (LIBBY et al., 2005; BEVAN, 2008). Muitos dos genes
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que regulam citocinas inflamatérias e moléculas de adesao séo altamente polimérficos.
O aumento na frequéncia de polimorfismos associados, como os de TNF-a (Fator de
Necrose Tumoral), IL-1B, IL-6, ICAM (Molécula de Adeséo Intercelular) e outros tém
sido associados com inflamacgao, aterosclerose e AVCi (DEGRABA, 2004 ).

Um outro marcador genético foi descrito como importante para o AVCi. Algumas
metanalises tém sugerido associagdo entre o polimorfismo de Inser¢cdo/Delecao da
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) e risco de AVCi (HUMPHRIES, 2004).
Individuos homozigotos para o alelo “D” apresentaram aumento de 56% da atividade de
ECA em comparagdo com os homozigotos para o alelo “I”. A ECA converte a
angiotensina | em angiotensina Il, que é conhecida por estar envolvida na hipertrofia
vascular, vasoconstricdo e processos ateroscleréticos (CASAS et al., 2004).

Fatores trombofilicos classicos associados a ocorréncia de trombose venosa tem
sido também investigados em relagdo a associagdo com AVCi. A mutagdo do gene da
protrombina (PT) que promove aumento dos niveis de trombina, a mutagcado do Fator V
Leiden (FVL), que torna este fator resistente a clivagem e inativagao pela proteina C
ativada e a mutagdao no gene da enzima metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR),
que pode estar associada ao aumento dos niveis de homocisteina (Hcy), aminoacido
téxico para o endotélio vascular (WILLIAMS, 2001; CASAS et al., 2004; TONK, 2007).
Apesar de seu importante papel no desenvolvimento da trombose venosa, a influéncia
desses fatores na DAC e AVCi ainda é controversa (FEINBLOOM, 2005; SABINO et al,
20086).

KIM et al. (2003) relataram que esses polimorfismos aumentam o risco de infarto
de miocardio e AVCi, particularmente em mulheres e pacientes jovens. No entanto,

essa associagao € apenas modesta e por isso, em muitos estudos, tém sido limitada a
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capacidade de detecta-las como fatores de risco significativo (KIM et al., 2003;

HANKEY, 2006).

1.3.1 - Mutagoes no gene da Apolipoproteina b

A apolipoproteina B, como apoB-48, esta presente nos quilomicrons e
como apoB-100, nas lipoproteinas VLDL, IDL, LDL. Ela é o principal componente
protéico da particula de LDL-C e, assim como o0s niveis plasmaticos de LDL estao
associados a doengas vasculares, os de apoB também estdo (BOEKHOLDT et al.,
2003; BARTER, et al., 2006; WALLDIUS, 2007).

Vérios estudos tém sugerido a relagdo entre polimorfismos no gene de apoB e
niveis de lipides plasmaticos (PAJUKANTA, 1996; BENN et al., 2007). Assim,
alteragcdes genéticas e estruturais da apoB tém sido associadas com a ligagao
defeituosa da apoB com o receptor de LDL-C, conduzindo a hipercolesterolemia, um
fator de risco importante para aterosclerose (CAVALLI, 2000; TAHRI-DAIZADEH et al.,
2004). Além disso, niveis elevados de apoB aumentam a relagdo apoB/apoA, que
constitui um marcador de risco de eventos ateroscleréticos como DAC e AVCi,
recentemente identificado (WALLDIUS et al., 2006; WALLDIUS, 2007; CHAN, 2006).

Em estudos prospectivos de base populacional, o aumento dos niveis
plasmaticos de apoB foram associados ao aumento do risco de doencas isquémicas
cerebrovasculares e AVCi. Mas se polimorfismos de apoB estdo associados com o
aumento ou diminuigdo do risco dessas doencas, isso ainda é incerto (BENN et al.,
2007).

O gene da apoB, de 43 Kb de tamanho, possui numerosos polimorfismos ja

descritos. Ele esta localizado no brago curto do cromossomo 2, possui 29 exons, 28
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introns e dentre os polimorfismos mais estudados destacam-se os de
Insergéo(l)/Delecéo(D), Eco RI, Xba |, Mspl e N4311S (BYDLOWSKI et al., 1996;
LEREN et al., 1998; TAHRI-DAIZADEH et al., 2004; BERNARD et al., 2004; PANDEY et
al., 2007).

O polimorfismo I/D € resultante da insergéo (l)/dele¢do (D) no exon 1, de 3
coédons (9 pares de base), gerando um peptideo sinal de 27/24 aminoacidos. Ele possui
um potencial impacto fisiolégico porque altera a estrutura (3 aminoacidos, Leu-Ala-Leu)
do peptideo sinal (BOERWINKLE et al., 1989). Isso pode afetar a sintese e expressao
do gene da apoB que possui papel central no metabolismo lipidico (KALLEL et al.,
2006). A delecgao (D) caracteriza o polimorfismo.

O polimorfismo resultante da troca de um “C” por “T” na posi¢cao 2488 no exon 26
do gene da apoB é reconhecido pela enzima de restricao Xba |, resultando na formagao
do sitio de restricao para a enzima. Apesar disso, a mutacio € silenciosa e nao ha troca
do residuo de aminoacido. O alelo denominado X+ é o mutante e identifica o sitio criado
para a enzima. Ja o polimorfismo Eco Rl é resultante da troca de um “G” por “A” no
exon 29 do gene da apoB, ocorrendo assim a perda do sitio para a enzima de restricao
(Eco RI) e a troca do residuo do aminoacido Glu—>Lys na posi¢cao 4514. O alelo E-
identifica a mutacdo e a perda do sitio enzimatico. Ambos polimorfismos tém sido
relacionados com niveis alterados de LDL-C (CHIODINI, 2003).

A relacdo entre dislipdemias e os polimorfismos Xba | e Eco Rl ainda é
controversa. Enquanto alguns estudos sugerem que eles estariam relacionados a niveis
lipidicos e lipoprotéicos alterados, outros nao encontram associacdo (TAHRI-

DAIZADEH et al., 2004).
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Gusman et al. (2000) pesquisaram os polimorfismos Ins/del, Xba | e Eco RI de
apoB por PCR (Polimerase Chain reaction)- RFLP (restriction fragment length
polymorphism) em 93 controles sadios e 104 individuos caucasianos apresentando um
perfil lipidico de risco alto para doengas coronarianas. O genétipo X-X- (homozigoto
selvagem) para o polimorfismo de Xba | mostrou-se associado a concentragdes séricas
mais altas de (CT) e (LDL-C).

Outro estudo encontrou moderado, mas consistente aumento nos niveis de CT,
LDL-C e apoB em pacientes de 10 a 25 anos de ambos 0s sexos com genétipo X+X+
(homozigoto mutante) de Xba | em relagdo ao gendtipo X-X-. No entanto, o mesmo
estudo demonstrou ndo haver associagdo entre o genodtipo X+X+ e o risco de se
desenvolver doencas cardiacas isquémicas ou doencgas isquémicas cerebrovasculares
(BENN et al., 2005).

Em uma metanalise, verificou-se que os polimorfismos Ins/Del e Eco RI
aumentam significativamente o risco de DAC, diferentemente de portadores da mutagao
de Xba | onde ndo houve aumento significativo no risco (CHIODINI et al., 2003).

Apesar destas evidéncias, o papel desses polimorfismos na aterosclerose
continua controverso Os trés polimorfismos foram associados com niveis lipidicos
alterados, mas nao necessariamente de forma consistente, com risco aumentado para
doencgas isquémicas, conforme afirmam em outra metanalise, BOEKHOLDT et al.
(2003).

Dados consistentes sobre esses polimorfismos e AVCi sao raros, principalmente

na populagao brasileira.
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1.3.2 - Glicoproteina (GP) lib/llla (oypB3)

A glicoproteina (GP) lIb/llla (abB83) € um receptor plaquetario especifico presente
na superficie (membrana) de plaquetas. Este receptor de adesao celular € um membro
da familia das integrinas (CALVETE, 1994). Ele consiste de duas subunidades: 1) a “a”
ou GPIllb, um polipeptidio 136 KDa formado de cadeias leve e pesada e 2) a “B” ou
GPllla com uma cadeia simples com 92 KDa (LEKAKIS, 2008).

A integrina (allb33) é, reconhecidamente, o receptor para fibrinogénio ou fator de
Von Willebrand (FVW), mediando a agregacado plaquetaria (SANTOSO, 2001). Os
receptores GPIIb/llla plaquetarios sao importantes na formacéo e no desenvolvimento
do trombo (RIDKER, 1997). A sustentagcdo para o papel da GPIIb/llla na trombose
arterial fundamentou-se inicialmente no desenvolvimento de diversos antagonistas de
GPIIb/llla, uma classe dos agentes anti-trombdéticos que foram utilizados para reduzir,
com sucesso, a morbidade e a mortalidade entre pacientes com sindromes
coronarianas agudas e aqueles que se submetem a procedimentos de revascularizagéo
(O'HALLORAN et al., 2005).

A importancia de polimorfismos plaquetarios pode ser sugerida ao se observar o
aspecto de um trombo formado. O trombo arterial tem aspecto branco acinzentado por
conter menos eritrécitos que os trombos venosos. E um trombo muito rico em plaquetas
contendo também fibrina, eritrocitos e leucocitos em degeneragdo (ROBINS, 2000). Por
conter tantas plaquetas, os polimorfismos plaquetarios podem ser muito importantes no
desenvolvimento de trombos brancos. Essa importancia é confirmada pela afirmagao de
que as plaquetas ativadas formam um tampé&o arterial com um minimo de fibrina,

chamado “trombo branco”, que causa morte em torno do tecido (FRANCO et al., 2005).
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E importante destacar que glicoproteinas plaquetarias de membrana sao
altamente polimérficas (WEISS, 1996). Os dois principais polimorfismos da
glicoproteina sdo o C>T 1565 Leu/Pro gerando os alelos HPA-1a(PIA1 ou A1) e HPA-
1b(PIA2 ou A2) na subunidade GPllla, e o T>G 2622 Ser/lle gerando os alelos HPA-
3(a ou b), na subunidade GPIIb (LEKAKIS, 2008). Para o polimorfismo da posigéao
1565, o RNAm de GPIIIA contém os cédons CGC (Pro33) para o alelo A2 mutante e
CUG (leu33), para o alelo A1 normal (NEWMAN et al., 1989), com frequéncias génicas
de 0,15 e 0,85 respectivamente em populagdo caucasiana (SANTOSO, 2001). Esse
polimorfismo pode ser identificado a partir do sitio para a enzima Msp | que é formado
pela troca dos nucleotideos no alelo A2.

Plaquetas A2 positivas, quando comparadas as A1 positivas, mostraram-se mais
facilmente ativaveis no processo de coagulagéo, na degranulagdo e na ligagdo ao
fibrinogénio, constituindo um estado denominado de “hiperreativo”. Esse estado, in vivo,
poderia exercer uma grande tendéncia a trombose em individuos com alelos A2
(PAMUKCU et al, 2005).

Foi sugerida uma forte associacao entre o alelo A2 e trombose coronaria aguda.
A frequéncia génica do alelo HPA-1b (A2) foi 3,6 vezes mais alta entre pacientes jovens
com infarto de miocardio (IAM) ou angina instavel, quando comparados aos controles
de idade semelhante (WEISS, 1996). Varios outros relatos descreveram a relagao do
alelo A2 com DAC, bem como a sua importancia como preditor de morte subita por
eventos cardiacos em idade relativamente jovem. Entretanto, conclusdes consistentes
ainda nao foram firmadas, devido a heterogeneidade das populagbes e dos estudos

(PAMUKCU et al., 2005). Sabe-se também que a mesma importancia nao foi sugerida
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para AVCi. Nao foi encontrada, por exemplo, associagado entre o alelo A2 e mulheres
jovens com AVCi (KATHRYN et al., 1998).

Poucas investigacbes foram realizadas na populagéo brasileira e, portanto, ndo
se conhece bem a frequéncia desse polimorfismo em nossa populacdo. Nao se sabe
também se ele realmente esta relacionado ao desenvolvimento de eventos trombaéticos
arteriais.

Sabendo-se que a agregacgao plaquetaria é muito importante para a formagao do
trombo arterial, a qual é dependente da quantidade de receptores GPIIb/llla expressos
na membrana plaquetaria, acredita-se que o estudo de tal polimorfismo podera ser util
no entendimento mais amplo do papel desta glicoproteina na fisiopatologia do AVCi em

pacientes jovens de nossa populagao.

1.4 FATORES DE RISCO PARA AVCI EM INDIVIDUOS JOVENS DA POPULACAO
BRASILEIRA

A manifestacado de doenga aterotrombadtica em individuos jovens ndo € comum e
precisa receber uma especial atencéo. Isso porque esses pacientes podem nao estar
expostos aos mesmos fatores de risco que idosos. Um importante marcador do risco de
ocorréncia precoce de AVCi é a evidéncia prévia de aterosclerose de grandes artérias,
com estenose superior a 50% (HANKEY, 2003). Muitos avangos tém sido alcangados
na definicdo de fatores de risco bioldgicos, adquiridos e ocorréncia de aterosclerose
(GORELICK, 2002; SACCO, et al., 2006). No entanto, a identificacao de fatores de risco
para a aterosclerose cerebrovascular sintomatica de acordo com idade tem sido pouco
investigada. Uma maior investigacdo poderia resultar em melhor acompanhamento de

individuos jovens, possiveis intervengbées no modo de vida e nos fatores de risco
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associados, como medidas de saude publica, especialmente se consistentes entre
individuos de diferentes origens étnicas. Além disso, a ocorréncia de AVCi em
individous jovens pode estar mais fortemente relacionada a fatores genéticos.

Desde 2003, o Grupo de Pesquisa em Trombofilias e Hipercoagulabilidade do
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farmacia da
UFMG tem avaliado fatores de risco para AVCi em pacientes brasileiros jovens,
comparando casos e controles com idades e sexo pareados. Inicialmente, pacientes e
controles foram comparados quanto as frequéncias das mutacbes FVL, G20210A e
C677T. Frequéncias semelhantes foram observadas para a mutagédo C677T do gene da
metilenotetrahidrofolatoredutase (MTHFR) entre pacientes e controles. No entanto,
frequéncias aumentadas do FVL (6,1%) e do gene da protrombina G20210A (2,4%)
foram detectadas em pacientes quando comparados aos controles (0,6% para ambas
as mutagdes). Apesar disso, apenas o FVL foi significativamente associado com o risco
de AVCi (odds ratio 9.05, p= 0.01). Nesses pacientes, o AVCi ocorreu como primeiro
evento vascular em 56,8% deles (SABINO et al., 2006; SABINO et al., 2008).

Foram avaliados também os niveis de homocisteina (Hcy), proteina C reativa
(PCR) das apolipoproteinas A e B (apoB e apoA) e demais parametros tradicionais do
perfil lipidico. Nao foi observada diferenga significativa em relagdo ao aumento dos
niveis de Hcy (SABINO et al.,, 2007). No entanto, diferencas significativas foram
observadas em relagdo aos niveis de PCR, bem como para apoA, apoB e demais
marcadores do perfil lipidico, conforme apresentado na tabela 1 (Sabino et al., 2008).
Cumpre ressaltar que, embora elevados em relacao aos niveis observados no grupo
controle, os niveis de apoA e apoB se encontram préximos aos valores de referéncia

preconizados pela literatura. Em conjunto, esses dados sugerem a presenca de
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processo aterosclerético e inflamatdrio nesses pacientes e que os mesmos estao

associados como fatores de risco a ocorréncia de AVCi.

Tabela 1 — Significancia estatistica para valores de perfil lipidico, apolipoprotéico e de PCR em pacientes
com AVCi e controles saudaveis. Resultados publicados por Sabino et al., (2008).

Contral 15 P

T immaol/L) 4,56 £ 0.98 £.23 1,40 0,02

HOLe (rrimclL) 1.48 = 042 1.256 £0.24 =0,00
LOLe {mmelL) 256 £ 083 2.28 £1.20 =10.001
TG (mmolL) 112 = 080 1.60 +0.95 0,002
ApoA-1 gL 1.63 016 1.49 +0.95 =000
ApcB (gL 064 017 086 0. =00
ApcB/ApoA-| 0,40+ 011 058 £0.16 <0001
hs-CRP (mg/dL)™ 0.9 1.7 <0001

Considerando as alteragbes nos niveis de apoB observadas e o importante papel
que a mesma apresenta como fator de risco para aterosclerose e ocorréncia de AVCi,
foi objetivo do presente trabalho investigar em pacientes jovens da populagéo brasileira,
incluindo aqueles previamente avaliados por Sabino et al.,(2006; 2007; 2008), a
frequéncia dos polimorfismos no gene da apoB e sua associagdo com a ocorréncia de
AVCi. Além disso, o fato do polimorfismo PLA1/A2 estar relacionado a hiperreatividade

plaquetaria, este foi também incluido na presente investigacéao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Investigar a existéncia de associagao entre polimorfismos nos genes da apoB e
GPIIB/IIIA e acidente vascular cerebral isquémico (AVCi) em um grupo de pacientes

brasileiros jovens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.21 - Padronizar as técnicas de PCR alelo-especifica ou PCR-RFLP
(polimorfismo de tamanhos de fragmentos de restricdo) para os polimorfismos 1/D, Xba |
e Eco Rl do gene da apoB e PLA1/A2 do gene da GPlIb/llla ;

2.2.2 - Determinar a frequiéncia para os polimorfismos em questdo em individuos
do grupo controle (que nao apresentem histérico de AVCi ou outras doencas
cardiovasculares) e nos casos (grupo de pacientes) com (AVCi);

2.2.3 - Avaliar por meio de analises estatisticas a associacdo de cada
polimorfismo separadamente e em conjunto, na forma de analise de associagdo, com o

risco de AVCi comparando-se casos (pacientes jovens) e individuos do grupo controle.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 BANCO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS
Neste trabalho, foram utilizadas aliquotas de DNA extraidas de sangue coletado

em trabalhos anteriores do grupo de pesquisas e que constituem, na atualidade, um
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banco de amostras bioldgicas, mantido sob a responsabilidade do Grupo de Pesquisa
em Trombofilias e Hipercoagulabilidade do Departamento de Andélises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Farmacia da UFMG. Este banco de amostras biolégicas
esta regulamentado junto ao Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Parecer ETIC
0216/06 — anexo A).

Amostras e dados demograficos de um grupo de 65 pacientes também foram
utilizadas. Eles foram fornecidos pela Dr. Telma Gadelha da Universidade Federal do
Rio de Janeiro.

A todos os participantes do estudo foram esclarecidos os objetivos da pesquisa
e solicitada assinatura do TCLE (anexo B). Suas amostras foram entdo incluidas no
banco de amostras biologicas e de la foram retiradas para o desenvolvimento do
presente trabalho.

A aprovagcdo do projeto de pesquisa, anteriormente intitulado “Estudo de
polimorfismos de potencial interesse em doencas arteriais” também encontra-se em

anexo (anexo C).

3.2 CASUISTICA
3.2.1 - Selecao dos pacientes do estudo
Foram constituidos trés grupos para o presente estudo:
e Grupo | (pacientes com AVCi, n=48): Formado por pacientes (34,5+14,6 anos),
56,3% mulheres e 43,7% homens, que sofreram AVCi, oriundos do estado de

Minas Gerais.
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e Grupo ll: (pacientes com AVCi, n=65): Formado por pacientes (33,2+9,2 anos)
que sofreram AVCi, 63,7% de mulheres e 36,9% de homens oriundos do estado
do Rio de Janeiro.

e Grupo lll: (controles saudaveis, n=291): Individuos aparentemente saudaveis
(32,9+14,4 anos) e que nao apresentam histéria pregressa de trombose,
selecionados da comunidade cujas amostras foram inseridas no Banco de

Amostras Bioldgicas. Foi constituido por 65,4% de mulhers e 34,6% de homens.

Os pacientes participantes do Grupo | foram encaminhados a Faculdade de
Farmacia da UFMG, pelo Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais objetivando uma investigagao mais detalhada
dos fatores de risco, uma vez que sao pacientes jovens € que nao apresentaram, na
maioria dos casos, os fatores de riscos adquiridos mais comumente associados a
trombose arterial tais como hipertensdo e tabagismo. Deles foram coletadas as
amostras bioldgicas e dados clinicos.

De maneira semelhante, os pacientes jovens que compuseram o Grupo |l foram
encaminhados a laboratérios de hemostasia de Hospitais universitarios da cidade do
Rio de Janeiro.

As fichas clinicas (apéndice A) destes pacientes e controles foram
disponibilizadas para levantamento dos dados de interesse, como local de ocorréncia
do evento trombdtico, recorréncia do mesmo, data do diagndstico, histéria familiar,

fatores de risco associados, dados laboratoriais, dentre outros.
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3.2.2 - Critérios de inclusao e exclusao
Foram incluidos, neste estudo, pacientes com diagndstico de AVCi, confirmado
por cintilografia ou ressonancia magnética nuclear (RMN). Os pacientes foram incluidos
sequencialmente no estudo.

No grupo-controle, foram incluidos individuos sem historia pregressa de
trombose venosa ou arterial, bem como individuos sem parentesco com os pacientes.
Apesar disso procurou-se estabelecer pareamento de idade e sexo entre os grupos.
Todos eram provenientes do estado de Minas Gerais.

Pacientes com histoéria pregressa de trombose venosa ou embolia pulmonar nao
foram incluidos, assim como aqueles com DAC definida por evento anterior ou por
comprovada presencga de estenose em angiografia coronariana.

Além disso, participantes com menos de 8 anos ou mais de 60 anos ou com
hemoglobinuria paroxistica noturna, cancer hepatico, infecgao, doengas auto-imunes ou
mieloproliferativas, assim como aqueles com disturbios da coagulagao que nao o AVCi,
foram excluidos. Também nao foram incluidos participantes que haviam sido expostos a

imobilizacao prolongada ou que foram submetidos a cirurgia recentemente.

3.2.3 - Caracteristicas da populacao estudada
a) Para a caracterizagao dos pacientes e controles foram definidos alguns fatores
de risco adquirido:
- Informagdes sobre tabagismo, uso de medicamentos e a histéria pessoal
de doencas foram recolhidas através de uma entrevista padronizada feita por
profissionais de saude treinados. Além disso, todos os participantes realizaram

um extenso e padronizado exame médico. indice de massa corporal (IMC) foi
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observado. Foram considerados obesos os individuos com indices de massa
corporal maior que 30 Kg/mz.

- A Pressao arterial sistolica e diastdlica foi medida no brago direito com o
paciente na posicdo sentada. Os participantes que relataram hipertensado, que
tomavam medicacéao anti-hipertensiva, e/ou que registraram uma pressao arterial
base de 160/90 mmHg, foram definidos como portadores de hipertensao.

- Os individuos foram classificados como tendo diabetes mellitus se
relatassem a doenga ao serem perguntados ou se estavam em uso de anti-
diabéticos orais ou insulina.

- Um fumante regular foi definido como um participante que atualmente
fuma pelo menos um cigarro por dia.

- Participantes que relataram ter-se submetido a cirurgias, usar estrégenos

ou terem passado por gravidez, tiveram esses dados computados.

- Como dislipidémicos, foram considerados os participantes que
apresentavam dosagem ou que declaravam ter indices de colesterol total, triglicerideos
ou LDL-C superiores a 240mg/dL, 200mg/dL e 160mg/dL, respectivamente. As
dosagens foram realizadas por Sabino durante o desenvolvimento de tese de doutorado

(SABINO, 2008), e seus resultados foram disponibilizados.

3.3 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, amostras de 5
mL de sangue em EDTA e 5mL de sangue em tubo sem anticoagulante foram

coletadas dos participantes em jejum de 12 a 14 horas por pungédo venosa a vacuo com
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sistema Vacutainer (Becton-Dickinson). Aliquotas em EDTA de 300 pyL foram usadas
para a extracdo de DNA. A amostra obtida em tubo sem anticoagulante foi centrifugada
a 2500 rpm durante 10 minutos para obtencdo do soro, que foi utilizado nas

determinacdes do perfil lipidico e apolipoprotéico.

3.4 ANALISE MOLECULAR

3.4.1 - Extragdo de DNA

Amostras de DNA foram extraidas dos leucécitos provenientes do sangue
coletado em EDTA, utilizando-se o conjunto de reagentes “Wizard Genomic DNA
Purification” (Promega) e seguindo rigorosamente as instru¢des do fabricante.

A um volume de 900 pL de solucdo de lise de hemacias em um tubo tipo
Eppendorf® de 1,5 mL foram adicionados 300 pL de sangue total colhido em EDTA e
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds a lise das hemacias, a mistura
foi centrifugada a 14000 rpm por 60 segundos a temperatura ambiente em
microcentrifuga FANEN® USA. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi
solubilizado com 300 pL de solugéo de lise nuclear e homogeneizado cuidadosamente.
Nesta etapa, foram adicionados 100 yL de solucéo de precipitacdo de proteinas, sendo
a solugcao misturada no vortex por 20 a 30 segundos e centrifugada a 14000 rpm por 3
minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo tipo Eppendorf®, contendo 300
ML de isopropanol e homogeneizado para que ocorresse a precipitacdo do DNA.
Posteriormente, essa solugcao foi centrifugada a 14.000 rpm por 2 minutos, € o
sobrenadante foi descartado. Logo apdés, foram adicionados 300 pL de etanol a 70%,
invertendo-se o tubo varias vezes. Novamente, a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm

por 2 minutos e o sobrenadante desprezado. Finalmente, foram adicionados 50 pL de
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solugdo de hidratagdo (Tris 10mM/EDTA 0,1 mM). Apds este procedimento, as
amostras foram armazenadas no freezer a — 20° C para posterior pesquisa dos

polimorfismos.

3.4.2 - Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) e Enzimas de Restrigao

Promoveu-se a investigacdo dos polimorfismos do gene da apoB (Eco RI, Xba |,
I/D) e da glicoproteina GPlib/llla (PLA1/A2) usando as técnicas de PCR alelo especifica
e RFLP (polimorfismo de tamanhos de fragmentos de restricdo). Os protocolos
utilizados para as reag¢des foram otimizados durante o desenvolvimento do trabalho no
Laboratdrio de Biologia Molecular da Faculdade de Farmacia da UFMG.

Para a investigagdo do polimorfismo de Inser¢céo/Delegcéo do exon 1 do gene da
apoB foi realizada apenas a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), uma vez que a
genotipagem é alelo-especifica e ndo necessita de digestdo enzimatica.

O Quadro 1 mostra os oligonucleotideos iniciadores utilizados em todas as
reacoes. Eles foram sintetizados pela Prodimol® . As sequéncias utilizadas para os
polimorfismos da apoB (Xba |, Eco Rl e I/D) foram descritas por RENGES et al., (1992)
e as sequéncias para o polimorfismo de Gpllb/llla foram descritas por PAMUCKU et al.,

(2005).
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Quadro 1 - Seqliéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados nas reagdes de PCR para
amplificacdo dos fragmentos dos genes da apo B e GPlIb/llla

Primer Senso Primer Reverso
GPIlIb/llla 5-GCT CCA ATG TAC GGG GTA AAC-3° 5-GGG GACTGA CTT GAG TGA CCT-3’
IID 5 CAG CTG GCGATGGACCCGCCGA3  5ACC GGC CCTGGC GCCCGCCAGCAJZ
EcoRI 5'CTG AGA GAA GTG TCT TCG AAG 3' 5CTC GAA AGG AAG TGT AAT CAC 3'
Xbal 5GGA GAC TAT TCA GAA GCT AA 3' 5GAA GAG CCT GAAGAC TGACT 3'
Utilizando-se da ferramenta “‘BLAST” disponivel em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, verificou-se a especificidade e similaridade dos

oligonucleotideos utilizados na detecg¢ao dos polimorfismos de apoB e de GPIIb/llla.
Nas reagdes de PCR foram utilizados desoxirribonucleotideos fornecidos pela

GIBCO BRL®; O tampéo IB (15 mM de MgCl2, 500 mM de KCI, 100 mM de Tris HCI pH

8,4 e 1% de Triton-100) e a Taq polimerase da Phoneutria®. Essas reag¢des foram

padronizadas nas condi¢gdes apresentadas no Quadro 2.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Quadro 2 - Concentragfes e quantidades dos reagentes utilizados na reacéo de PCR para pesquisa dos
polimorfismos de interesse, apds padronizagao.

CONDIGCOES PADRONIZADAS DE

AMPLIFICAGCAO

Reagente Estoque PIA1/A2 /D Xbal EcoRI
(500mM KCl,
100mM Tris-HCI
Tampao IB pH 8,4, 1% 2,0 yL 2,0 yL 2,0uL 2,0 uL
Triton X-100, 15
MgClz)
dNTPs 2 mM 0,1 mM 0,2 mM 0,1 mM 0,2 mM
Oligo senso 10 pmol/uL 0,4 uM 05uM  0,1uM  0,5uM
Oligo
10 pmol/uL 0,4 uM 0,5 uM 0,1 uM 0,5 uM
antisenso
Taq 5u/ L
0,5 u/uL 1 u/uL 0,5u/uL  0,5u/pL
polimerase (unidades)
DNA? 100ng/puL(media) 20ug 20ug 20ug 20ug
Agua q.s.p 20 uL 20 uL 20 uL 20 uL

A partir do descrito por RENGES et al., (1992) e por PAMUCKU et al., (2005)

foram elaborados protocolos-teste para genotipagem das amostras para os quatro

polimorfismos. Os testes foram conduzidos com amostras aleatérias do Banco de

Amostras Bioldgicas, a fim de proceder a padronizagdo da técnica nas condigbes do

laboratério, e obter amostras controles para os gendtipos estudados. Os protocolos

padronizados, podem ser visualizados nos quadros 3 e 4.
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Quadro 3 - Protocolos para execugédo da PCR para os polimorfismos de I/D e Xba |

. . I/D Xba |
Numero ciclos Temperatura Tempo Temperatura Tempo
1 95°C 5 min 95°C 5 min
95°C 1 min 92°C 1 min
10 69°C 1 min 59°C 5 min
72°C 1 min 72°C 1 min
95°C 1 min 92°C 1 min
25 65°C 1 min 58°C 5 min
72°C 1 min 72°C 1 min
72°C 5 min 72°C 5 min
1 4°C 5 min 4°C 5 min
10°C Até 24hs 10°C Até 24hs

Quadro 4 - Protocolos para execugédo da PCR para os polimorfismos de Eco Rl e PLA1A2

NuUmero ciclos EcoRI PLA1A2
Temperatura Tempo Temperatura Tempo
1 92°C 5 min 94°C 4 min
92°C 1 min 94°C 30 seg
35 60°C 5 min 55°C 30 seg
72°C 1 min 72°C 45 seg
72°C 10 min 72°C 8 min
1 4°C 5 min 4°C 10 min
10°C Até 24hs 10°C Até 24 hs

As digestdes para Xba | e Eco Rl e PLA1A2 otimizadas, sdo apresentadas no
quadro 5. Nelas, os produtos da PCR permaneceram em contato com as respectivas
enzimas a 37°C, overnight. Foram usadas as enzimas de restricdo da Promega® para

as digestdes enzimaticas.
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Quadro 5 - Concentracbes e quantidades dos reagentes utilizados na digestdo enzimatica dos
fragmentos resultantes da reacdo em cadeia da polimerase, apés padronizacgéo.

Xbal EcoRI PIA1/2

Agua Mili-Q 8,0 uL 8,0 uL 8,2 uL
Tampao (B)1uL (H)1uL 1uL
Enzima 1,2u/ yL 1,0 u/pL 0,8

Volume total 10 yL 10 yL 10 uL

3.4.3 - Eletroforese

Os fragmentos resultantes das reagcbes de PCR ou de digestdes foram
detectados através de eletroforese em géis de poliacrilamida a 8%. Cada gel foi
preparado com 10 mL de solucdo de poliacrilamida, 86 uL de perssulfato de
amonio(APS) e 10 uL de TEMED. A solucéo foi entdo vertida em um molde de placas
de vidro e um pente de plastico foi acoplado para que as canaletas fossem formadas
durante a polimerizagdo do gel. Depois de aproximadamente 20 minutos, o pente foi
retirado e a cuba de eletroforese montada.

Para identificacdo do polimorfismo de I/D, em cada canaleta do gel, foram
aplicados 5 pL de uma mistura preparada com 5 pL do produto da PCR e 5 uL de
tampao de corrida da amostra. Além disso, em uma canaleta foi aplicado 5 yL de
padrao de peso molecular de 1Kb. Para Xba I, EcoR | e PIA1A2, com o intuito de
observar a amplificagdo do produto de PCR, em cada canaleta do gel foram aplicados 4
ML de uma mistura contendo 4 pL do produto da PCR e 4 L de tampé&o de corrida da
amostra. Além disso, em uma canaleta foi aplicado 4 pyL de padrdao de peso molecular

de 1 Kb.
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Cada eletroforese (p6s amplificagdo ou digestdo), foi realizada utilizando-se
fonte de corrente elétrica (EC - Apparatus Corporation® USA, em conjunto com cubas
pequenas OLW® USA. A eletroforese foi conduzida por aproximadamente 60 minutos,
com a voltagem de 100V, utilizando-se TBE 1X como tampéo de eletroforese.

Apos a eletroforese, os géis foram submetidos ao procedimento de coloragéo.
Eles foram primeiramente imersos em solugéo fixadora por 15 minutos, recebendo logo
apos, banho com solucdo de nitrato de prata, e incubados por mais 10 minutos.
Finalmente os géis foram imersos em solugéo reveladora, onde permaneceram até que
os fragmentos corados pelo nitrato de prata pudessem ser revelados e, portanto,
visualizados.

Por fim, o gel foi novamente submerso na solugéo fixadora, sendo logo apds
fixados em uma placa de vidro. Os protocolos para a preparagdo dos reagentes
utilizados durante a eletroforese encontram-se descritos no apéndice B.

A observacao de fragmentos de 84 e 93 pares de bases identifica o gendtipo
para |I/D. Para os outros polimorfismos (Xba |, Eco Rl e PLA1A2), a observagao de
fragmentos especificos apenas confirmou a amplificacdo dos fragmentos de DNA por
PCR, de 710, 480 e 282 pares de bases, respectivamente, como ilustrado nas figuras

1,2e3.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de poliacriiamida a 8% revelado pelo nitrato de prata. Nas

canaletas 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 DNAs de individuos com o fragmento especifico de 710bp (Xba 1); na

canaleta 2, o padrao de peso molecular; na canaleta 10, o branco da reagao.

480pb

Figura 2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado pelo nitrato de prata. Nas canaletas 2, 3 e

4 DNAs de individuos com o fragmento especifico de 480 bp (Eco RI); na canaleta 1, o padrdo de peso

molecular; na canaleta 5, o branco da reagao.
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282bp

Figura 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado pelo nitrato de prata. Nas canaletas 1, 2,
4, 5 e 6 DNAs de individuos com o fragmento especifico de 282 bp (PLA1A2); na canaleta 3, o padrdo de

peso molecular; na canaleta 7, o branco da reagao.

Apos visualizagao dos fragmentos amplificados nos géis de poliacrilamida, foi
feita uma estimativa comparativa da quantidade de DNA presente em cada amostra
(exceto para I/D) e, a partir desta informacéo, as reagdes de digestdo com enzimas de
restricdo foram preparadas. Tal procedimento foi conduzido visando uma maior
homogeneidade da quantidade de DNA a ser digerida entre as amostras analisadas e
também a digestdo completa dos produtos de PCR. Em cada conjunto de reacgoes,
foram incluidas amostras previamente genotipadas, como controle de atividade
enzimatica.

Para Eco RI, Xba | e PIA1A2, apos digestdo enzimatica, em cada canaleta do
gel foram aplicados 10 pL de uma mistura preparada com 10 uyL do produto da PCR e 4
ML de tampéao de corrida da amostra. Além disso, em uma canaleta foi aplicado 4 pL de

padrao de peso molecular de 1 Kb.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

3.5.1 - Descrigao dos Dados

As informagdes coletadas foram digitadas em um banco de dados desenvolvido
no Excel®. Os resultados descritivos, apresentados na sec¢ao de resultados, foram
obtidos utilizando as frequéncias e porcentagens das caracteristicas das diversas
variaveis categoricas e da obtencdo de medidas de tendéncia central (média e
mediana) e medidas de dispersao (desvio padrao) para as quantitativas.

Nas tabelas, onde sdo apresentados os resultados, a letra n corresponde ao

*

numero de observagdes, * corresponde ao teste Exato de Fisher e D.P. a desvio

padrao.

3.5.2 - Comparagoes entre as Variaveis

As variaveis categoéricas em estudo foram comparadas com a situagao caso-
controle dos pacientes a partir de tabelas de contingéncia sendo aplicado a elas o teste
qui-quadrado de Pearson para comparagao de propor¢des. Na presenga de pelo menos
uma freqiéncia esperada menor que 5, foi utilizado o teste exato de Fisher. A categoria
considerada como referéncia esta indicada nas tabelas de resultados com o valor 1,0
na coluna para os valores de odds ratio (OR). Para a variavel quantitativa |dade foi
utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se as observagdes apresentam
distribuicdo normal ou simétrica. Na presenca de normalidade, a comparagao
(igualdade de médias) entre as trés categorias foi realizada utilizando o teste F
(ANOVA) e caso contrario, com o teste de Kruskal-Wallis. Ja para as comparacgdes de
dois grupos, se a distribuicao era simétrica foi utilizado o teste-t de Student, e caso

contrario o de Mann-Whitney (TRIOLA, 2005).
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4 RESULTADOS

Inicialmente, foi conduzida a padronizagédo das reacdes de PCR e digestdao com
enzimas de restricdo nas condigdes do laboratério, com a subsequente genotipagem
dos pacientes e controles para os polimorfismos propostos.

Para o polimorfismo INSERCAO (I)/ DELECAO (D) no gene da apo B, o alelo (l)
com insergao dos 9 pares de bases foi identificado pela amplificagdo de um fragmento
de 93 pares de base, enquanto que o alelo (D-mutante) com a dele¢ao dos 9 pares de
base, foi identificado pela amplificacdo de um fragmento de 84 pares de base

(RENGES, 1992), conforme ilustrado na Figura 4.

93bp

84bp

I/D I/D I/D D/D I/T I/D

Figura 4 - Eletroforese em gel de poliacriiamida a 8% corado pelo nitrato de prata. Na canaleta 1, o
padrao de peso molecular; nas canaletas 2, 3, 4 e 7, DNAs de individuos heterozigotos para a mutagao ;
na canaleta 5, DNA de individuo com dois alelos de Delegdo (D) e na canaleta 6 DNA de individuo

homozigoto com dois alelos de Insergao(l).
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Para detecc¢ao do polimorfismo Xba | no gene da apo B, o produto amplificado na
reacao de PCR corresponde a 710 pb e foi submetido a digestdo com a enzima de
restricdo especifica Xba I. A presenga da mutagao (alelo “X+” ) faz com que Xba | clive
o fragmento em duas partes, uma de 433 pb e outra de 277 pb, os quais séo

observados na figura 5.

800
650
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Figura 5: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado pelo nitrato de prata. Na canaleta 1, o
padréao de peso molecular; Nas canaletas 2, 4, 6, 9 e 11, DNAs de individuos homozigotos para a
auséncia da mutagdo (X-X-); Nas canaletas 3, 7, 8, 10 e 12, DNAs correspondentes a pacientes
homozigotos para a presencga dos alelos mutantes (X+X+); Nas canaletas 5 e 13 DNAs de individuos

heterozigotos.

Para a detecgcao do polimorfismo Eco Rl no gene da apo B, o produto final da
amplificagdo por PCR foi submetido a digestdo com a respectiva enzima de restricao
(Econ RI). Na presenca do sitio para a Eco RI (alelo E+), a digestdo com esta enzima

resultou em dois fragmentos, 253 e 227bp.
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Os fragmentos resultantes foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida com sua revelagédo pelo nitrato de prata . A figura 6 mostra os DNAs

digeridos e os respectivos genétipos.

1 2 3 4
480bp

500 253bp

400

300

200

100 227bp

Figura 6: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado pelo nitrato de prata. Na canaleta 1, o
padréao de peso molecular . Na canaleta 2 DNA de individuo homozigoto para a mutacao e auséncia do
sitio para a enzima Eco RI (E-E-); Na canaletas 3 e 4 DNAs correspondentes a pacientes homozigotos

selvagens e com a presenca do sitio para a enzima Eco Rl (E+E+).

O produto final da amplificagdo para deteccdo do polimorfismo PIA1A2 foi
submetido a digestdo com a respectiva enzima de restricdo (Msp |). Na presenca do
sitio para a Msp | (alelo A2), a digestdo com esta enzima resultou em dois fragmentos,

125 e 157bp.

Os fragmentos resultantes foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida com sua revelagao pelo Nitrato de prata, A figura 7 mostra os DNAs

digeridos e os respectivos genodtipos.
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282 pb

300

200

100

125 pb 157 pb

Figura 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% revelado pelo nitrato de prata. Na canaleta 1, o
padrédo de peso molecular . Nas canaletas 4, 5, 6 e 7 ha DNAs de individuos homozigotos para a
auséncia da mutagédo (PLA1A1); Na canaleta 2 ha DNA correspondente a um paciente homozigoto para a

presencga dos alelos mutantes (PLA2A2); Na canaleta 3, DNA de individuo heterozigoto.

Como descrito na segdo Materiais e Métodos, os pacientes estudados eram
oriundos das cidades de Belo Horizonte e Rio de Janeiro. Devido a heterogeneidade
étnica da populacao brasileira, inicialmente, foi conduzida uma analise comparando se
havia diferenca significativas nas frequéncias dos polimorfismos estudados entre os
casos de Rio de Janeiro e Belo Horizonte. Os dados relativos a essa analise sao
apresentadas na Tabela 2. Nao se observa diferenga com significancia estatistica para
nenhuma delas. Assim, para os resultados posteriores, considerou-se conjuntamente os

“l!!

pacientes das duas cidades. E importante ressaltar que consideramos como
individuos que apresentam pelo menos um alelo | (I/I + I/D), “D” como os individuos

com pelo menos um alelo D (I/D + D/D), “X-“ como aqueles com pelo menos um alelo X-
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[(X-X-) + (X+X-)], e assim por diante para os demais alelos estudados (“X+”, “E+”, “E-“,
“A1 ” e “A2”)-

Tabela 2 - Comparagdes entre grupo de pacientes do Rio de Janeiro e de Belo Horizonte para os
polimorfismos de I/D, Xba | e Eco Rl no gene da apo B e PLA1/A2 no gene da gp llb/llla

Localizagao
Covariavel Belo Horizonte Rio de Janeiro  Valor-p OR 1C95%
n % N %
I/l
Sim 24 50,0 27 44,3 0,551 1,3 06a29
Nao 24 50,0 34 55,7 1,0
I/D
Sim 17 35,4 26 42,6 0,445 1,0
Nao 31 64,6 35 57,4 1,4 0,6a3.2
D/D
Sim 7 14,6 8 13,1 0,825 1,1 0,3a3,8
Nao 41 85,4 53 86,9 1,0
“D”
Sim 24 50,0 34 55,7 0,551 1,0
Nao 24 50,0 27 44,3 1,3 06a29
X-X-
Sim 18 38,3 21 38,2 0,991 1,0 04a24
Nao 29 61,7 34 61,8 1,0
X+X-
Sim 20 42,5 26 47,3 0,633 1,0
Nao 27 57,5 29 52,7 1,2 0,5a29
X+X+
Sim 9 19,2 8 14,5 0,534 1,4 0,4a4,5
Nao 38 80,8 47 85,5 1,0
4"
Sim 29 61,7 34 61,8 0,991 1,0 04a24
Nao 18 38,3 21 38,2 1,0
E+E+
Sim 31 65,9 36 65,5 0,958 1,0 04a25
Nao 16 34,1 19 34,5 1,0
E+E-
Sim 14 29,8 17 35,4 0,958 1,0 04a26
Nao 33 70,2 41 64,6 1,0
E-E-
Sim 2 4,3 2 3,4 1,000 1,2 0,1a13,0
Nao 45 95,7 56 96,6 1,0
“E s
Sim 16 34,1 19 32,8 0,900 1,1 04a26
Nao 31 65,9 39 67,2 1,0
PLA1/A1
Sim 33 68,7 45 69,2 0,956 1,0
Nao 15 31,3 20 30,8 1,0 04a25
PLA1/A2
Sim 12 25,0 19 29,2 0,618 1,0
Nao 36 75,0 46 70,8 1,2 0,5a3,1
PLA2/A2
Sim 3 6,3 1 1,6 0,310 4,3 0,4a110.1
Nao 45 93,7 64 98,5 1,0
“AD”
Sim 15 31,3 20 30,8 0,956 1,0 04a25
Nao 33 68,7 45 69,2 1,0
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Os pacientes do estudo eram jovens (grupos | e Il), assim como os individuos
pertencentes ao grupo controle (grupo Ill). Os principais fatores de risco convencionais
encontrados foram hipertensao (21 pacientes e 11 controles), tabagismo (20 pacientes
e 18 controles), dislipidemias (20 pacientes e 23 controles) e obesidade (2 pacientes e
6 controles). Somente um paciente e um controle foram classificados como diabéticos.

Importante € destacar que apesar de existirem 291 individuos do grupo controle,
48 pacientes de Belo Horizonte e 65 originados do Rio de Janeiro, apenas 247, 48 e 61
participantes, respectivamente, foram genotipados para o polimorfismo de I/D. Isto se
deveu a dificuldades técnicas em que sucessivas tentativas de amplificagdo com
variagdes no protocolo técnico foram feitas sem sucesso para as amostras que nao
foram genotipadas.

A Tabela 3 apresenta a comparacdo da média da idade entre os individuos do
grupo de pacientes e do grupo controle. Nao se observa diferenga com significancia
estatistica nesta comparagao. Mulheres corresponderam a 58,7% (64) dos pacientes e
66,8% (165) dos individuos do grupo controle, enquanto que os homens a 41,3% (45)

dos pacientes e 33,2% (82) dos individuos do grupo controle.

Tabela 3 - Comparagédo entre pacientes e controles genotipados para o polimorfismo I/D em relagédo a
idade.

Grupo
Covariavel Caso Controle Valor-p
n Média Dp Mediana n Média Dp Mediana
Idade (anos) 109 338 12,0 35,0 247 33,5 13,1 31,0 0,874’

Legenda: ': Teste-t.

As comparagdes entre as freqléncias do polimorfismo I/D detectadas para

pacientes e controles sdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Analise da associag¢ao entre o polimorfismo I/D no gene da apoliproteina B e ocorréncia de

AVCi entre os participantes do estudo.

Grupo
Covariavel Caso Controle Valor-p OR IC95%
n % n %
I/D
Sim 43 39,4 98 39,7 0,968 1,0 0,6a1,6
Nao 66 60,6 149 60,3 1,0
Comparacéo 1
D/D 15 22,7 23 15,4 0,196 16 0,7a3,5
I/ 51 77,3 126 84,6 1,0
Comparacgéo 2
D/D e l/D 58 53,2 121 49,0 0,463 1,2 0,7a1,9
I/ 51 46,8 126 51,0 1,0
Comparacéo 3
D/D 15 13,8 23 9,3 0,210 16 0,7a33
I/l e I/D 94 86,2 224 90,7 1,0

Legenda: *: Teste Exato de Fisher.

Entre os pacientes com AVCi, 46,8% (51) tém o gendtipo /1, 39,4% (43) tém o

gendtipo I/D e 13,8% (15) apresentam o gendtipo D/D. Ja entre os individuos do grupo

controle, 51,0% (126) ndo apresentam a mutacéao, 39,7% (98) apresentaram apenas um

alelo mutante e 9,3% (23) eram homozigotos para a mutagdo. Apesar disso, ndo se

observa diferenga com significancia estatistica (valor-p < 0,05) em nenhuma das

comparacdes. E importante ressaltar que, entre os pacientes, 58 (53,2%) possuem pelo

menos um alelo mutante e entre os controles, 121 (49,0%) possuem. As frequéncias

alélicas para esse polimorfismo sao apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - FreqUiéncias alélicas de pacientes e controles para o polimrofismo |I/D.

FREQUENCIA ALELICA

Alelo CASOS CONTROLES Valor-p OR 1C95%
n Yo n Yo
D 73 335 144 29,1 0,28 12 09218
| 145 665 350 70,9 10
TOTAL 218 100,0 494 100,0
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Procedendo-se a comparagao dos alelos (D x I) entre pacientes e controles
para AVCi, ndo se observou diferenca estatistica significativa. O valor de p foi de 0,28
com odds ratio de 1,2 e intervalo de confianca entre 0,9 e 1,8.

Para o polimorfismo Xba | no gene da apo B, foram genotipados 47 pacientes
de Belo Horizonte, 55 do Rio de Janeiro e 264 controles. Assim como para o
polimorfismo de I/D, problemas ocorreram na amplificagdo de algumas amostras.
Mesmo com exaustivas variagbes no protocolo, ndo foi possivel amplificar algumas
amostras para Xba |.

A Tabela 6 apresenta a comparac¢ao da média da idade entre os individuos do
grupo de pacientes e do grupo controle. Nao se observa diferenga com significancia
estatistica nesta comparagéao. Mulheres corresponderam a 58,8% (60) dos pacientes e
64,8% (171) dos individuos do grupo controle, enquanto que os homens a 41,2% (42)

dos pacientes e 35,2% (93) dos individuos do grupo controle.

Tabela 6 - Comparagédo entre pacientes e controles genotipados para o polimorfismo Xba | em relagao a
idade.

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p
n Média Dp Mediana N Média Dp Mediana
Idade (anos) 102 341 119 355 264 334 13,7 31,0 0,642

Legenda: ': Teste-t.

A anadlise da freqiéncia do polimorfismo Xba | entre os grupos de pacientes e
controles & apresentada na Tabela 7. Ndo se observou diferenca com significancia

estatistica (valor-p < 0,05) em nenhuma das comparagdes.
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Tabela 7 - Analise da associagéo entre o polimorfismo Xba | no gene da apoliproteina B e ocorréncia
de AVCi entre os participantes do estudo

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p OR 1IC95%
n % n %
X+X-
Sim 46 45,1 127 48,1 0,605 09 06a14
Nao 56 54,9 137 51,9 1,0
Comparacéo 1
X+X+ 17 30,4 45 32,8 0,737 09 04a1,8
X-X- 39 69,6 92 67,1 1,0
Comparacgéo 2
X+X+ e X+X- 63 61,8 172 65,2 0,545 09 05a14
X-X- 39 38,2 92 34,8 1,0
Comparagéao 3
X+X+ 17 16,7 45 17,1 0,931 1,0 0,5a1,9
X-X- e X+X- 85 83,3 219 82,9 1,0

Legenda: *: Teste Exato de Fisher.

Entre os pacientes com AVCi, 38,2% (39) tém o gendtipo X-X-, 45,1% (46) tém o
genotipo X+X- e 16,7% (17) apresentam o gendtipo X+X+. Ja entre os individuos do
grupo controle, 34,9% (92) nédo apresentam a mutagao, 48,1% (127) apresentaram
apenas um alelo mutante e 17,1% (45) eram homozigotos para a mutagdo. E
importante ressaltar que, entre os pacientes, 63 (61,8%) possuem pelo menos um alelo
mutante e entre os controles, 172 (65,2%) possuem. As frequéncias alélicas para esse

polimorfismo sao apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Freqliéncias alélicas de pacientes e controles para o polimrofismo Xba |.

FREQUENCIA ALELICA
Alelo CASOS CONTROLES Valor-p OR 1C95%
n % n %o
X+ 80 39.2 217 41,1 0,70 09 0,7a13
X- 124 60,8 311 58,9 1,0

TOTAL 204 100,0 528 100,0
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Procedendo-se a comparagao dos alelos (X+ e X-) entre pacientes e controles
para o AVCi, nado se observou diferenga estatistica significativa. O valor de p foi de 0,70
com odds ratio de 0,9 e intervalo de confianca correspondente de 0,7 a 1,3.

Para o polimorfismo Eco RI, genotiparam-se 47 pacientes de Belo Horizonte,
58 pacientes do Rio de Janeiro e 237 controles. Assim como para o polimorfismo de I/D
e Xba |, problemas ocorreram na amplificacdo de algumas amostras. Mesmo com
exaustivas variagdes no protocolo, ndo foi possivel amplificar algumas amostras.

A Tabela 9 apresenta a comparacdo da média da idade para os individuos dos
grupos de pacientes e controles que foram genotipados para o polimorfismo Eco RI.
Nao se observa diferenga com significancia estatistica nesta comparagéo, ou seja, a
média da idade entre aqueles com e sem AVCi € a mesma. Mulheres corresponderam a
59,0% (62) dos pacientes e 66,7% (158) dos individuos do grupo controle, enquanto
que os homens a 41,0% (43) dos pacientes e 33,3% (79) dos individuos do grupo

controle.

Tabela 9 - Comparagédo entre pacientes e controles genotipados para o polimorfismo Eco Rl em relagdo a
idade.

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p
n Média Dp Mediana N Média Dp Mediana
Idade (anos) 105 33,7 12,0 34,0 237 32,7 13,9 30,0 0,497'

Legenda: ': Teste-t

A analise da frequéncia do polimorfismo Eco Rl entre o grupo de pacientes e o
grupo controle é apresentada na Tabela 10. Ndo se observa diferenga com significancia
estatistica (valor-p < 0,05) para a Comparac¢ao 1 e Comparagéao 3. No entanto, nota-se

diferenga significativa quando se avalia a frequéncia dos gendtipo E+E+, entre
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pacientes e controles, sugerindo que a auséncia desse gendtipo esta relacionado ao
risco de AVCi e que a presenca apresenta papel protetor em relacdo a ocorréncia do
mesmo evento (OR 1,8; p=0,02). Observa-se isso comparando-se pacientes com os
gendtipos E-E- e E+E- agrupados contra o gendétipo E+E+. Para esses dados, a chance
de um paciente ter AVCi foi aproximadamente duas vezes maior que um individuo do

grupo controle com o0 mesmo genétipo.

Tabela 10 - Analise da associagéo entre o polimorfismo Eco R | no gene da apoliproteina B e ocorréncia
de AVCi entre os participantes do estudo

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p OR 1IC95%
n % n %
E+E-
Sim 31 29,5 44 18,6 0,024 1,8 1,01a3.2
Nao 74 70,5 193 81,4 1,0
Comparacéo 1
E-E- 4 5,4 7 3,6 *0,503 1,5 04a6,0
E+E+ 70 94,6 186 96,4 1,0
Comparagao 2
E-E- e E+E- 35 33,3 51 21,5 0,020 1,8 1,1a3,1
E+E+ 70 66,7 186 78,5 1,0
Comparacéo 3
E-E- 4 3,8 7 3,0 *0,742 1,3 0,3a5,1
E+E- e E+E+ 101 96,2 230 97,0 1,0

Legenda: *: Teste Exato de Fisher.

Entre os pacientes com AVCi, 66,7% (70) tém o gendtipo E+E+, 29,5% (31) tém
o genotipo E+E- e 3,8% (4) apresentam o gendtipo E-E-. Ja entre os individuos do
grupo controle, 78,5% (186) nédo apresentam a mutagado, 18,6% (44) apresentaram
apenas um alelo mutante e 3,0% (7) eram homozigotos para a mutacdo. E importante
ressaltar que, entre os pacientes, 35 (33,3%) possuem pelo menos um alelo mutante e
entre os controles, 51 (21,5%) possuem. As frequéncias alélicas para esse polimorfismo

sao apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11 - Freqiiéncia alélicas de pacientes e controles para o polimrofismo Eco RI.

FREQUENCIA ALELICA
Alelo CASOS CONTROLES Valor-p OR IC95%
n %o n %
E- 39 18,6 58 12,2 0,04 16 1,0a26
E+ 171 81,4 416 87,8 1,0
TOTAL 210 100,0 474 100,0

Procedendo-se a comparagao dos alelos (E- e E+) entre pacientes e controles
para o AVCi, observa-se diferenca estatistica significativa. O valor de p foi de 0,04 com
odds ratio de 1,6 e intervalo de confianga correspondente a 1,0-2,6.

A exemplo dos problemas ocorridos na amplificagdo do DNA de algumas
amostras nos outros polimorfismos, para PLA1A2 também ocorreram dificuldades
apesar das exaustivas tentativas e variacées do protocolo da amplificagdo. Foi possivel
genotipar apenas 48 pacientes de Belo Horizonte, 65 pacientes do Rio de Janeiro e 239
controles.

A Tabela 12 apresenta a comparacdo da média da idade e distribuicido de sexo
entre os individuos do grupo caso e do grupo controle. Nao se observa diferenga com
significancia estatistica nesta comparagao. Mulheres corresponderam a 60,2% (68) dos
pacientes e 63,6% (152) dos individuos do grupo controle, enquanto que os homens a

39,8% (45) dos pacientes e 36,4% (87) dos individuos do grupo controle.

Tabela 12 - Comparacédo entre pacientes e controles genotipados para o polimorfismo PLA1/A2 em
relagédo a idade.

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p
n Média Dp Mediana n Média Dp Mediana
Idade (anos) 113 33,8 11,8 34,0 239 33,2 139 30,0 0,711

Legenda: ': Teste-t.
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A analise da frequéncia do polimorfismo PLA1A2 entre o grupo de pacientes e o
grupo controle é apresentada na tabela 13. Nao se observa diferenga com significancia

estatistica (valor-p < 0,05) em nenhuma das comparagdes (Tabela 13).

Tabela 13 - Analise da associagao entre o polimorfismo PLA1/A2 no gene da gplib/llla e ocorréncia de
AVCi entre os participantes do estudo.

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p OR 1C95%
n % n %
A1/A2
Sim 31 27,4 50 20,9 0,175 14 08a25
Nao 82 72,6 189 79,1 1,0
Comparacgéo 1
A1/A1 78 95,2 185 97,9 *0,195 04 0,1a21
A2/A2 4 4,8 4 2,1 1,0
Comparacéo 2
A1/A1 78 69,1 185 77,4 0,091 07 04a1,1
A2/A2 e A1/A2 35 30,9 54 22,6 1,0
Comparacgao 3
A2/A2 4 3,6 4 1,7 *0,275 22 04a10,5
A1/A1 e A1/A2 109 96,5 235 98,3 1,0

Legenda: *Teste Exato de Fisher.

Entre os pacientes com AVCi, 69,1% (78) tém o gendtipo A1A1, 27,4% (31)
tém o gendtipo A1A2 e 3,5% (4) apresentam o gendtipo A2A2. Ja entre os controles,
77,4% (185) ndo apresentam a mutagéo, 20,9% (50) apresentaram apenas um alelo
mutante e 1,7% (4) eram homozigotos para a mutagdo. E importante ressaltar que,
entre os pacientes, 35 (31,0%) possuem pelo menos um alelo mutante e entre os
controles, 54 (22,6%) possuem. As frequéncias alélicas para esse polimorfismo sao

apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14 - FreqUéncia alélicas de pacientes e controles para o polimrofismo PLA1/A2

FREQUENCIA ALELICA
Alelo CASOS CONTROLES Valor-p OR 1C95%
n %o n %
A2 39 17,3 58 12,1 0,08 1,5 09a24
A1 187 82,7 420 87,9 1,0

TOTAL 226 100,0 478 100,0
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Procedendo-se a comparagao dos alelos (A2 e A1) entre pacientes e controles
para o AVCi, ndo se observa diferenga estatistica significativa. O valor de p foi de 0,08

com odds ratio de 1,5 e intervalo de confianga correspondente a 0,9-2,4.

4.1 ANALISE DE ASSOCIAGAO ENTRE GENOTIPOS

A analise da associagao entre a presenga combinada de alelos e gendtipos dos
polimorfismos estudados e risco de ocorréncia de AVCi foi conduzida somente em
relagdo aos participantes (pacientes e controles) para os quais todos os quatro
polimorfismos foram genotipados simultaneamente. Isso se resume a 96 pacientes e
193 individuos controles.

A Tabela 15 apresenta a comparacao da média da idade entre os individuos dos
grupos pacientes e controle. Nao se observa diferenga com significancia estatistica
(valor-p = 0,05) nesta comparacao, ou seja, a média da idade ou a distribuicdo em sexo
entre aqueles com e sem AVCi nao é diferente. Mulheres corresponderam a 59,4% (57)
dos pacientes e 65,8% (127) dos individuos do grupo controle, enquanto que os

homens a 40,6% (39) dos pacientes e 34,2% (66) dos individuos do grupo controle.

Tabela 15 - Comparagdo entre pacientes e controles genotipados para todos os polimorfismos em
relagédo a idade.

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p
n Média Dp Mediana n Média Dp Mediana
Idade (anos) 96 354 128 36,0 193 335 135 30,0 0,256

Legenda: ': Teste-t
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As analises relativas aos alelos e geno6tipos dos polimorfismos I/D e Xba | sao
apresentados na Tabela 16. Nao se observa diferenga com significancia estatistica

(valor-p < 0,05) para nenhuma das comparagdes.

Tabela 16 — Analise da associagéo entre a presenga combinada dos alelos e gendtipos dos
polimorfismos I/D e Xba | e risco para ocorréncia de AVCi os participantes do estudo

Situacgao
Covariavel Caso Controle Valor-p OR 1C95%
n % n %
Comparacao 1
I/l e X-X- 29 30,2 60 31,1 0,789 1,00 0,6a1,8
Outros 67 69,8 133 68,9 1,0
Comparacgéo 2
I/l e X+X- 14 14,6 36 187 0,389 1,0
Outros 82 85,4 157 81,4 1,3 0,7a2,8
Comparacéo 3
I/l e X+X+ 2 2,1 2 1,0 *0,602 2,0 0,2a20,5
Outros 94 97,9 191 99,0 1,0
Comparacéo 4
I/D e X-X- 7 7,3 6 3,1 *0,132 2,5 0,7a8,5
Outros 89 92,7 187 96,9 1,0
Comparacéo 5
I/D e X+X- 24 25,0 52 26,9 0,724 1,0
Outros 72 75,0 141 73,1 1,1 0,6a20
Comparacéo 6
I/D e X+X+ 6 6,3 20 104 0,250 1,0
Outros 90 93,8 173 89,6 1,7 0,6a5,0
Comparagéao 7
D/D e X-X- 0 0,0 1 0,5 *1,000
Outros 96 100,0 192 99,5
Comparagéao 8
D/D e X+X- 5 5,2 3 1,6 *0,122 3,5 0,7a18,8
Outros 91 94,8 190 98,6 1,0
Comparagéao 9
D/D e X+X+ 9 9,4 13 6,7 0,426 1,4 0,5a3,8
Outros 87 90,6 180 93,3 1,0
Comparagéao 10
“‘D” e “X+” 44 45,8 88 456 0,970 1,0 06a1,7
Outros 52 54,2 105 54,4 1,0
Comparacgéo 11
“‘D” e “X-* 36 37,5 62 32,1 0,363 1,3 0,7a2,2
Outros 60 62,5 131 67,9 1,0
Comparagéo 12
“I” e “X-* 74 77,1 154 79,8 0,595 1,0
Outros 22 22,9 39 20,2 1,2 0,6a22
Comparagéo 13
“I” e “X+” 46 47,9 110 57,0 0,132 1,0
Outros 50 52,1 83 43,0 1,5 09a25
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As analises relativas aos alelos e gendtipos dos polimorfismos I/D e Eco Rl séo

apresentadas na Tabela 17. Observa-se diferenga com significancia estatistica (valor-p

< 0,05) apenas para os combinacgdes I/l e E+E+, “D” e “E-" e “I” e “E-“. Na comparagao

1, por exemplo um paciente que nao é I/l e E+E+ tem OR aproximadamente 2 vezes

maior para desenvolvimento de AVCi que de um controle.

Tabela 17 - Analise da associagdo entre a presenga combinada dos alelos e gendtipos dos
polimorfismos I/D e Eco Rl e risco para ocorréncia de AVCi entre os participantes do estudo

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p OR 1IC95%
n % n %
Comparacéo 1
I/l e E+E+ 22 22,9 66 34,2 0,050 1,0
Outros 74 77,1 127 65,8 1,8 1,0a3,2
Comparacéo 2
I/l e E+E- 19 19,8 27 14,0 0,204 15 0,8a3,0
Outros 77 80,2 166 86,0 1,0
Comparacéo 3
I/l e E-E- 4 4,2 5 2,6 *0,486 1,6 04a7,2
Outros 92 95,8 188 97,4 1,0
Comparacgéao 4
I/D e E+E+ 26 27,1 67 34,7 0,191 1,0
Outros 70 72,9 126 65,3 1,4 0,8a2,6
Comparagéao 5
I/D e E+E- 11 11,5 11 5,7 0,082 2,1 0,8a5,6
Outros 85 88,5 182 94,3 1,0
Comparagéao 6
I/D e E-E- 0 0,0 0 0,0
Outros 96 100,0 193 100,0
Comparagéao 7
D/D e E+E+ 13 13,5 17 8,8 0,214 1,6 0,7a3,7
Outros 83 86,5 176 91,2 1,0
Comparacéo 8
D/D e E+E- 1 1,0 0 0,0 *0,332
Outros 95 99,0 193 100,0
Comparacéo 9
D/D e E-E- 0 0,0 0 0,0
Outros 96 100,0 193 100,0
Comparacgéo 10
‘D’ e “E-” 12 12,5 11 57 0,044 24 0,9a6,0
Outros 84 87,5 182 94,3 1,0
Comparagao 11
‘D” e “E+” 51 53,1 95 49,2 0,532 1,2 0,7a2,0
Outros 45 46,9 98 50,8 1,0
Comparagéao 12
“I”e “E-* 34 35,4 43 22,3 0,017 1,9 1,1a34
Outros 62 64,6 150 77,7 1,0
Comparacgéo 13
“1"e “E+" 78 81,2 171 88,6 0,088 1.8 0,9a3,7
Outros 18 18,8 22 11,4 1,0
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As andlises relativas aos alelos e genétipos dos polimorfismos I/D e PLA1/A2 séo
apresentadas na Tabela 18. Observa-se diferenga com significancia estatistica apenas
para a combinacao “I” e “PLA1”. Nela, a OR para pacientes desenvolverem AVCi foi
aproximadamente 2 vezes menor que a OR dos controles, para individuos com a
combinacao “I” e “PLA1”.

Tabela 18 - Analise da associagdo entre a presenga combinada dos alelos e gendtipos dos polimorfismos
I/D e PLA1/A2 e risco para ocorréncia de AVCi entre os participantes do estudo.

Situagao
Covariavel Caso Controle Valorp OR 1IC95%
n % n %
Comparacéo 1
Ile A1A1 32 33,3 78 40,4 0,243 1,0
Outros 64 66,7 115 59,6 1,4 0,8a23
Comparacgao 2
I/l e A1A2 11 11,5 18 9,3 0,570 1,3 0,5a3,0
Outros 85 88,5 175 90,7 1,0
Comparacgao 3
I/l e A2A2 2 2,1 2 1,0 *0,602 2,0 0,2a20,5
Outros 94 97,9 191 99,0 1,0
Comparagéao 4
I/'D e A1A1 26 27,1 64 33,2 0,293 1,0
Outros 70 71,9 129 66,8 1,3 0,8a24
Comparagéo 5
I/'D e A1A2 9 9,4 14 7,2 0,530 1,3 0,5a3,4
Outros 87 90,6 179 92,8 1,0
Comparagéao 6
I/D e A2A2 2 2,1 0 0,0 *0,120
Outros 94 97,9 193 100,0
Comparagéo 7
D/D e A1A1 8 8,3 12 6,2 0,505 1,4 0,5a3,8
Outros 88 91,7 181 93,8 1,0
Comparacgao 8
D/D e A1A2 6 6,2 5 2,6 *0,188 2,5 0,7a9,8
Outros 90 93,8 188 97,4 1,0
Comparacgao 9
D/D e A2A2 0 0,0 0 0,0
Outros 96 100,0 193 100,0
Comparacgao 10
“D” e “A2” 17 17,7 19 9,8 0,057 2,0 09a4,2
Outros 79 82,3 174 90,2 1,0
Comparacgao 11
“D” e “A1” 49 51,0 95 49,2 0,771 1,1 0,6a1,8
Outros 47 49,0 98 50,8 1,0
Comparagéo 12
“Ie “A1” 78 81,2 174 90,2 0,033 1,0
Outros 18 18,8 19 9,8 21 1,0a4,5
Comparacgao 13
“I"e “A2” 24 25,0 34 17,6 0,140 1,6 0,8a29
Outros 72 75,0 159 824 1,0
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As analises relativas aos alelos e gendtipos dos polimorfismos Xba | e Eco RI sao
apresentadas na Tabela 19. Observa-se diferenga com significancia estatistica apenas para
a “X-“ e “E-“. Nela a chance (OR) de um paciente que é “X-“ e “E-* desenvolver AVCi é

aproximadamente 2 vezes maior que a chance (OR) de um individuo controle.

Tabela 19 - Andlise da associacdo entre a presenga combinada dos alelos e gendtipos dos polimorfismos
Xba | e Eco Rl e risco para ocorréncia de AVCi entre os participantes do estudo

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p OR 1C95%
n % n %
Comparacéo 1
X-X- e E+E+ 16 16,7 44 22,8 0,226 1,0
Outros 80 83,3 149 77,2 1,5 0,8a29
Comparacéo 2
X-X- e E+E- 17 17,7 20 10,4 0,078 1,9 0,9a4,0
Outros 79 82,3 173 89,6 1,0
Comparacéo 3
X-X- e E-E- 3 3,1 3 1,6 *0,403 2,0 0,3a13,0
Outros 93 96,9 190 98,5 1,0
Comparacéo 4
X+X-e E+E+ 29 30,2 71 36,8 0,268 0,7 04a1,3
Outros 67 69,8 122 63,2 1,0
Comparagéo 5
X+X- e E+E- 13 13,5 18 9,3 0,275 15 0,7a3,5
Outros 83 86,5 175 90,7 1,0
Comparagéao 6
X+X- e E-E- 1 1,0 2 1,0 *1,000 1,0
Outros 95 99,0 191 99,0 .
Comparagéao 7
X+X+ e E+E+ 16 16,7 35 18,1 0,758 0,9 0,5a1,8
Outros 80 83,3 158 91,9 1,0
Comparagéao 8
X+X+ e E+E- 1 1,0 0 0,0 *0,332
Outros 95 99,0 193 100,0
Comparagéao 9
X+X+ e E-E- 0 0,0 0 0,0
Outros 96 100,0 193 100,0
Comparagéo 10
“X+" e “E-* 15 15,6 20 10,4 0,197 1,6 0,7a3,5
Outros 81 84,4 173 89,6 1,0
Comparacgéo 11
“X+" e “E+” 59 61,5 124 64,2 0,643 0,9 0,5a1,5
Outros 37 38,5 69 35,8 1,0
Comparagéo 12
“X-“e“E+” 75 78,1 153 79,3 0,822 0,9 0,5a1,8
Outros 21 21,9 40 20,7 1,0
Comparagéo 13
“X-“e “E-* 34 35,4 43 22,3 0,017 1,9 1,1a34
Outros 62 64,6 150 77,7 1,0
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As analises relativas aos alelos e gendtipos dos polimorfismos Xba | e PLA1/A2
sdo apresentadas na Tabela 20. Observa-se diferenga com significancia estatistica
apenas para as combinacdo X+X- e A1/A1, X+X- e A1/A2, “X+” e “A2”, “X-“ e “A2".
Para as duas primeiras combinagdes, o risco para ocorréncia de AVCi é quase duas
vezes maior nos pacientes que nos controles para desenvolvimento de AVCi. Isso
acontece em participantes de gendtipo “A2” associado tanto a “X+” (comparagéao 10)

como a “X-“ (comparagao 12).
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Tabela 20 - Analise da associagao entre a presenga combinada dos alelos e gendtipos dos polimorfismos
de Xba | e PLA1/A2 e risco para ocorréncia de AVCi entre os participantes do estudo

Situacio
Covariavel Caso Controle Valor-p OR IC95%
n % n %
Comparacao 1
X-X-e Al/Al 27 28,1 51 26,4 0,759 1,1 0,6 22,0
Outros 69 71,9 142 73,6 1,0
Comparacio 2
X-X-e Al/A2 8 8,3 15 7,8 0,868 1,1 04228
Outros 88 91,7 178 92,2 1,0
Comparacdo 3
X-X-e A2/A2 1 1,0 1 0,5 *1,000 2,0 0,0 a74,8
Outros 95 99,0 192 99,5 1,0
Comparacio 4
X+X-e Al/Al 26 27,1 78 40,4 0,026 1,0
Outros 70 72,9 115 59,6 1,8 1,0a3,.2
Comparacao 5
X+X-e Al/A2 14 14,6 12 6,2 0,019 2,6 1,1a6,3
Outros 82 85,4 181 93,8 1,0
Comparacao 6
X+X-e A2/A2 3 3,1 1 0,5 *0,109 6,2 0,6 a 156,6
Outros 93 96,9 192 99,5 1,0
Comparacao 7
X+X+e Al/Al 13 13,5 25 13,0 0,889 1,1 0,5a23
Outros 83 86,5 168 87,0 1,0
Comparacido 8
X+X+e A1/A2 4 4,2 10 52 *1,000 0,8 0,2a29
Outros 92 95,8 183 94,8 1,0
Comparacdo 9
X+X+e A2/A2 0 0,0 0 0,0
Outros 96 100,0 193 100,0
Comparacdo 10
“X+7e “A2” 21 21,9 23 11,9 0,027 2,1 1,0 24,2
Outros 75 78,1 170 88,1 1,0
Comparacdo 11
“X+7e “Al” 57 59,4 125 64,8 0,371 0,8 0,5a1,4
Outros 39 40,6 68 35,2 1,0
Comparacao 12
“X-“e “A2” 26 27,1 29 15,0 0,014 2,1 1,1a4,0
Outros 70 72,9 164 85,0 1,0
Comparacdo 13
“X-"e “Al” 75 78,1 156 80,8 0,589 0,9 0,5al,6
Outros 21 21,9 37 19,2 1,0

As comparacdes de combinagdes para Eco Rl e PLA1/A2 sdo apresentadas na
Tabela 21. Observa-se diferenga com significancia estatistica para as combinacdes

E+E+ e A1/A1, E+E- e A2/A2, “E-“ e “A1” . Na comparacéao 1, por exemplo, a chance
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de um participante que nao é E+E+ e A1/A1 apresentar AVCi foi aproximadamente 2

vezes maior em pacientes do que em controles.

Tabela 21- Analise da associagao entre a presenga combinada dos alelos e genétipos dos polimrofismos
de Eco Rl e PLA1/A2 e risco para ocorréncia de AVCi entre os participantes do estudo

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p OR IC95%
n % n %
Comparacao 1
E+E+ e A1/A1 38 39,6 116 60,1 0,001 1,0
Outros 58 60,4 77 39,9 2,3 1,4a39
Comparacgéo 2
E+E+ e A1/A2 22 22,9 32 16,6 0,193 1,5 0,8a29
Outros 74 77,1 161 83,4 1,0
Comparacéo 3
E+E+ e A2/A2 1 1,0 2 1,0 *1,000 1,0
Outros 95 99,0 191 99,0 .
Comparacéo 4
E+E- e A1/A1 25 26,0 33 17,1 0,074 1,7 0,9a3,2
Outros 71 74,0 160 82,9 1,0
Comparagéo 5
E+E- e A1/A2 3 3,1 5 2,6 *1,000 1,2 0,2a6,0
Outros 93 96,9 188 97,4 1,0
Comparacéo 6
E+E- e A2/A2 3 3,1 0 0,0 *0,036
Outros 93 96,9 193 100,0
Comparagéao 7
E-E- e A1/A1 3 3,1 5 2,6 *1,000 1,2 0,2a6,0
Outros 93 96,9 188 97,4 1,0
Comparagéao 8
E-E- e A1/A2 1 1,0 0 0,0 *0,332
Outros 95 99,0 193 100,0
Comparagéao 9
E-E- e A2/A2 0 0,0 0 0,0
Outros 96 100,0 193 100,0
Comparagéao 10
‘E+" e “A2” 29 30,2 39 20,2 0,059 1,7 0,9a3,1
Outros 67 69,8 154 79,8 1,0
Comparagéo 11
‘E+" e “A1” 88 91,7 186 96,4 *0,099 0,4 0,17a1,3
Outros 8 8,3 7 3,6 1,0
Comparagéo 12
“‘E-“ e “A2” 7 7,3 5 2,6 *0,113 3,0 0,8a 11,1
Outros 89 92,7 188 97,4 1,0
Comparagédo 13
“‘E-“ e “AT” 32 33,3 43 22,3 0,044 1,7 1,0a 3,1
Outros 64 66,7 150 77,7 1,0
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As comparagbes entre trés e quatro combinagdes de alelos ou gendtipos sao
apresentadas na Tabela 22. Observa-se diferenga com significancia estatistica apenas
para a combinagdao “‘D” e “X-’ e “E-. Na comparagao 3, por exemplo, a chance de um
paciente que é “D” e “X-“ e “E-“ ter AVCi foi aproximadamente 2,5 vezes a chance de

um controle com o mesma combinacgao.

Tabela 22 - Analise da associagdo entre a presenga combinada de alelos e gendtipos dos polimorfismos
I/D, Xba |, Eco Rl e PLA1/PLA2 e risco para ocorréncia de AVCi entre os participantes do estudo

Situagao
Covariavel Caso Controle Valor-p OR IC95%
n % n %

Comparacao 1
“‘D” e “X+” e “E-* 8 8,3 10 5,2 0,296 1,7 0,6a4,8
Outros 88 91,7 183 94,8 1,0

Comparacgao 2
“‘D” e “X+" e “E-“ e A2 2 2,1 1 0,5 *0,257 4.1 0,3a115,3
Outros 94 97,9 192 99,5 1,0

Comparacéo 3
“‘D” e “X-" e “"E-* 12 12,5 11 5,7 0,044 24 0,9a6,0
Outros 84 87,5 182 94,3 1,0

Comparacéo 4
‘D’ e “X-"e “E-“e A2 3 3,1 1 0,5 *0,109 6,1 0,6 a 156,6
Outros 93 96,9 192 99,5 1,0

Comparagéo 5
“D” e “E-* e A2 3 3,1 1 0,5 *0,109 6,1 0,6 a 156,6
Outros 93 96,9 192 99,5 1,0

Comparacéo 6
“e “X-" e “E+" e A2 22 22,9 28 14,5 0,075 1,8 09a34
Outros 74 77,1 165 85,5 1,0

Comparagéao 7
“I”e “X-" e “E+* 70 72,9 149 77,2 0,423 0,8 04a1,5
Outros 26 27,1 44 22,8 1,0

Comparagéao 8
“I"e “X+" e “E+“ e A2 15 15,6 19 9,8 0,151 1,7 0,8a3,7
Outros 81 84,4 174 90,2 1,0

Comparagéao 9
“Ie “X+” e “E+" 45 46,9 108 56,0 0,145 0,7 04a1,2

Outros 51 63,1 85 44,0 1,0
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Foram avaliados neste estudo pacientes jovens que apresentaram AVCi.
Sabendo-se que a idade € um importante fator de risco para a ocorréncia de eventos
trombdticos, pode-se concluir, que pessoas mais velhas possuem um maior risco de
desenvolver processos vaso-oclusivos que pessoas mais jovens (KNIFFIN et al., 1994;
HANSSON et al.,, 1997) devido ,entre outros fatores, as varias alteragbes por que
passa 0 organismo, como aquelas associadas ao sistema hemostatico. Embora menos
frequente em individuos jovens, o AVCi pode resultar em morte precoce e em sequelas
que afetam consideravelmente essa parcela socio-economicamente ativa da sociedade.

Torna-se importante, nesse contexto, estudar polimorfismos que afetam o
processo aterosclerético em pacientes jovens. Um unico gene pode ter um efeito idade-
dependente sobre o risco de AVCi, uma vez que fatores ambientais e comportamentais
podem nao ter tido o tempo suficiente para modificar substancialmente o fendtipo
(PEZZINI, 2005). E importante destacar que os pacientes do presente estudo no
apresentam fatores de risco convencionais em frequéncia elevada que possam explicar
o desenvolvimento dos eventos trombaticos arteriais, tais como diabetes, hipertenséo e
sindrome metabdlica ou obesidade.

O perfil lipidico convencional, perfil apolipoprotéico e niveis de PCR (avaliados
em 93,8% dos pacietes de Belo Horizonte e 51,3% dos individuos do grupo controle),
apresentados na Tabela 1 (Sabino et al.,, 2008), mostraram-se significativamente
alterados nos pacientes, sugerindo que possam constituir fatores de risco importantes

para AVCi em individuos jovens da populagao brasileira.
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Uma diferenga importante também foi encontrada no perfil apolipoprotéico,
caracterizando os pacientes. A apoB, que representa as lipoproteinas consideradas
aterogénicas (LDL-C, IDL-C, VLDL), apresentou valores aumentados em relagdo aos
individuos do grupo controle. Esses pacientes apresentaram também niveis mais baixos
de apoA-l e HDL-C que os individuos do grupo controle, com grande diferenga
significativa. Por serem responsaveis pelo transporte reverso do colesterol e sabendo-
se que baixos niveis séricos desses componentes estdo relacionados a doenca
aterosclerética (WALLDIUS, 2007), essa se constitui em evidéncia adicional para se
explicar o desenvolvimento de AVCi em alguns individuos.

Assim como as apolipoproteinas aterogénicas e antiaterogénicas estariam
relacionadas ao desenvolvimento de AVCi isoladamente, o indice (apoB/apoA) tem sido
descrito como fator de risco importante e evidéncia adicional para o desenvolvimento de
doenca aterosclerdtica (SNIDERMAN et al., 2006). Os pacientes de Belo Horizonte
apresentaram esse indice aumentado em relagdo aos individuos do grupo controle
analisados (SABINO et al.,, 2008). O indice também poderia ser influenciado pela
presenca dos polimorfismos estudados nesse trabalho, uma vez que seu numerador é
formado por valores de apoB. Os primeiros dados sugestivos sobre a relacdo de
(apoB/apoA) com AVCi sao descritos por WALLDIUS et al., (2006) e por isso pode-se
sugerir aqui a importancia de estudos mais aprofundados comparando-se a presenca
de polimorfismos de apoB com niveis de apoB, apoA e consequentemente do indice
apoB/apoA em pacientes com AVCi, principalmente na populagao brasileira onde os
dados sdo raros.

Outra caracteristica apresentada pelos pacientes sdo os niveis elevados de PCR

em relagcdo aos individuos do grupo controle, como apresentado na Tabela 1. Pela
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facilidade de determinagdo da concentracdo sérica e melhor correlacdo clinico-
epidemioldgica, a PCR é considerada um marcador inflamatério de especial interesse
para doengas aterosclerdticas (SANTOS et al., 2003; KOENIG et al., 1999). Os niveis
de PCR nos pacientes com AVCi, se mostraram quase duas vezes maiores que em
individuos do grupo controle, sugerindo a presenga de processo inflamatério.

Estudando fatores de risco genéticos para trombose, Sabino et al., (2008)
avaliaram a presenca de mutag¢des nos genes FVL, MTHFR e protrombina em 93,8%
dos pacientes de Belo Horizonte e 51,3% dos individuos do grupo controle do presente
estudo. Para a mutagdo G1691A no gene do FVL, 6,1% dos pacientes com trombose
arterial apresentaram a mutagado contra 0,6% dos individuos do grupo controle (odds
ratio 9.05, p= 0.01). As mutagbes de G20210A (pacientes= 2,4% e individuos
controles=0,6%) e C677T (pacientes= 53,3% e individuos controle= 53,1%) nao
apresentaram diferengas significativas entre pacientes e controles. Os resultados
apresentados para FVL podem sugerir um estado de hipercoagulabilidade nos
pacientes estudados em relagcédo aos controles.

No entanto, nenhum desses fatores de risco apresentados como caracteristicas
dos participantes do estudo pode explicar, por si s6, a ocorréncia de AVCi,
evidenciando uma vez mais o carater multifatorial da doenca.

Sabendo-se que polimorfismos no gene da apoB dificultam a entrada dessas
lipoproteinas nas células e, consequentemente, o0 seu metabolismo e homeostase
(FORTI, 2007; SINGH, 2004), o estudo dos polimorfismos de Xba |, Eco Rl e |/D
poderia explicar, em parte, o0 aumento dos niveis séricos de apoB, das lipoproteinas

aterogénicas, do indice (apoB/apoA) e da consequente manifestagao clinica do AVCi.
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Os pacientes participantes do presente estudo eram oriundos da regido sudeste,
das proximidades da cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais e da cidade do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro. Quanto aos controles, eram pessoas saudaveis provenientes
de Belo Horizonte, obedecidos aos critérios de inclusdo e exclusao ja descritos
anteriormente. Entretanto, este trabalho ndo avaliou a origem étnica nos grupos
estudados, devido principalmente a dificuldade de classificacao.

A populacéo brasileira € muito heterogénia, resultado de séculos de relagbes
inter-raciais entre os colonizadores europeus, os escravos africanos e amerindios
nativos. A consequéncia disso é a categorizagado imprecisa da origem étnica. O censo
brasileiro sugere auto-classificagdo em cinco categorias: Branco, Preto, Pardo, Indigena
ou Amarelo (oriental); Pretos e pardos constituem 45% de toda a populagéo e cerca de
99% da populagéo "ndo branca". Apesar disso, em um estudo nacional por amostragem
domiciliar, apenas 5,4% dos brasileiros declaram a sua cor como preta. No Brasil o
conceito de raga encontra-se mais relacionado a cor da pele e aos tragos faciais do que
a ancestralidade (HERINGER, 2002; RAMALHO et al,, 2006).

Sabe-se que a nao categorizacdo étnica da populacdo pode mascarar ou
hipervalorizar resultados, uma vez que a frequéncia de polimorfismos ou a
apresentacao de fatores de risco adquiridos podem ser diferentes para cada etnia.
Desta forma, sugere-se como continuidade deste estudo, o conhecimento da freqiéncia
dos polimorfismos relacionados a apoB e a GPIIB/IIIA em cada um dos grupos étnicos
que compdem a populagao avaliada.

Outro fator que também pode dificultar o entendimento dos resultados obtidos,
constitui-se na origem dos pacientes estudados. Eles, apds passarem por um servigo

de neurologia e obterem seu diagndstico, foram encaminhados para acompanhamento
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em um centro especializado em Hematologia. L4, ocorre uma investigagdo mais
detalhada de sua histdria clinica e fatores predisponentes do evento, uma vez que sao
pacientes jovens e que nao apresentaram, na maioria dos casos, os fatores de riscos
adquiridos mais comumente associados a trombose arterial tais como hipertenséo,
diabetes e tabagismo.

Os pacientes do Rio de Janeiro e de Minas foram selecionados de maneira
semelhante e para nenhum polimorfismo avaliado, apresentaram diferenga significativa
quando comparados entre si (Tabela 2). Asssim, resolveu-se analisar os pacientes
dessas duas localidades de forma conjunta. Ao se fazer isso, obtéve-se um numero
maior de individuos aumentendo-se o poder estatistico. A desvantagem dessa uniao
resume-se ao fato de o grupo controle ser formado apenas por representantes do
estado de Minas Gerais. E bem verdade que esses dois estados fazem parte da mesma
regido brasileira (Regido Sudeste), mas considerando-se as possiveis diferengas
regionais na composicdo da populacdo de cada estado, seria mais adequado a
confecgdo de um grupo controle com participantes também do Rio de Janeiro, nas
mesmas proporgdes encontradas nas analises dos pacientes.

A selecao de pacientes jovens com AVCi foi muito dificil em Minas Gerais. Em 2
anos, apenas 48 pacientes que atendiam aos critérios de selegcao pré-determinados
foram inseridos no estudo, numero este pequeno para nosso estudo de polimorfismos
raros como Eco Rl e PLA1A2. Para Eco RI, por exemplo, apenas 2 pacientes de Minas
Gerais apresentaram homozigose para a mutagao (E-E-). Em virtude disso, na tentativa
de aumentar o poder estatistico e de se analisar um grupo maior de pacientes optou-se
por trabalhar também com o DNA extraido dos 65 pacientes provenientes do estado do

Rio de Janeiro, gentilmente cedidos pela Dra. Telma Gadelha.
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Apesar dos pacientes do Rio de Janeiro terem caracteristicas muito semelhantes
aos de Minas Gerais, para a andlise conjunta desses dados, seria ideal que o
delineamento experimental para composicdo desses grupos de pacientes, os critérios
de selecado adotados e o local (tipo de servigo médico) de atendimento ao paciente
fossem, ndo s6 semelhantes, mas unicos em todas as etapas. No Rio de Janeiro os
pacientes foram selecionados no periodo de 1998 a 2006 em laboratérios de
hemostasia, com diagnéstico confirmado por exames de imagem. Dados adicionais a
respeito dos pacientes do Rio de Janeiro ja foram publicados (XAVIER et al., 2008).

Contudo, estudos que incluam uma selegao mais exigente de um maior numero
de pacientes e controles, ou que levem a dados comparativos de fatores de risco
trombofilicos em diferentes regides brasileiras, seriam de fundamental importancia no
entendimento da composigédo genética da populagéo

Na padronizacdo da técnica de PCR para deteccdo dos polimorfismos, foram
encontradas dificuldades em relagéo a I/D. Os fragmentos esperados (93 e 84 pares de
base) foram observados, mas mesmo apds a tentativa de padronizagdo e sucessivas
mudancgas e variagdes nos protocolos, bandas inespecificas foram observadas. Foram
feitas entdo avaliagdes dos primers utilizados através do software Oligo Analyzer versao
1.2 (http://molbiol-tools.ca/molecular_biology freeware.htm). Observou-se entdo que o
oligonucleotideo senso e o reverso estabeleciam auto anelamento, com energias
consideraveis. Isso poderia explicar a presenca das bandas e a dificuldade de se obter
isoladamente os fragmentos de interesse, conforme apresentado na Figura 4.
Considerou-se a possibilidade de se obter um novo par de oligonucleotideos mais

especificos, mas devido a riqueza de bases "C" e "G" na regido e a pequena diferenca



81

no tamanho dos fragmentos (93 — 84 = 9), nao foi possivel obter primers compativeis e
que gerassem fragmentos que pudessem ser separados facilmente por eletroforese.

Em um estudo caso-controle com 114 pacientes com DAC e 78 individuos
controles brasileiros, a frequéncia alélica do alelo X+ foi de 0,39 e 0,46,
respectivamente (SCARTEZINI, 2003). Cavalli et al, (2000) estudando brasileiros,
encontraram frequéncias alélicas de 044 e 0,41 para 177 pacientes
hipercolesterolémicos (58 anos de idade média) e 100 individuos controle (44 anos de
idade média), respectivamente. Nosso estudo encontrou frequiéncias similares de 0,39
nos pacientes com AVCi e 0,41 nos individuos do grupo controle.

Para a analise de associacao do polimorfismo de Xba |, isoladamente, com AVCi
nao foi observada diferenga significativa para nenhuma das comparag¢des. Hansen et
al., (1994) observaram um aumento da concentracéo de niveis de lipides aterogénicos
na presenga de pelo menos um alelo mutante de Xba | (X+) ou de I/D (D) e relataram
niveis ainda maiores na presenca dos dois polimorfismos simultaneamente em
homozigose. Faz-se, portanto, necessaria a analise da combinacdo para os dois
polimorfismos simultaneamente visando verificar a sua relagcdo com AVCi. No entanto,
nao foi observada associagao significativa entre as comparacgdes feitas para I/D e Xba |
com AVCi.

O polimorfismo de Xba | apresentou valores de OR com diferenga significativa
apenas quando avaliado simultaneamente com PLA1A2 ou Eco RIl. Apesar disso, o0s
dados sugerem que esta relagdo se deu principalmente as influéncias dos
polimorfismos PLA1A2 e Eco RI para o desenvolvimento de AVCi. Apesar de alguns
estudos relacionarem o alelo X+ ao aumento de lipides aterogénicos, outros relacionam

o alelo X- a doenga aterosclerdtica (HANSEN, 1994; BOEKHOLDT, 2003). Analisando
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em conjunto esses resultados e os achados de nosso trabalho é possivel sugerir que
esse polimorfismo ndo tenha grande impacto no desenvolvimento de AVCi. Além disso,
trata-se de uma mutacdo silenciosa (BOHN, 1993; TAHRI-DAIZADEH, 2004),
resultando em uma apoB normal, o que nao alteraria a interagdo do LDL-C com seu
receptor.

Para a analise de associagcao do polimorfismo de I/D isoladamente com AVCi
nao foi observada diferenga significativa em nenhuma das comparagdes. Como a
presencga do alelo D configura a delegdo de 3 aminoacidos do peptideo sinal da apoB,
estudos tém comparado a presenca desse alelo com niveis lipidicos séricos alterados e
o desenvolvimento de aterosclerose (KALLEL, 2006; GARDEMANN, 1998). Autores que
descreveram o polimorfismo de I/D em brasileiros, ndo encontraram diferengas
significativas entre grupos de pacientes com doencgas cardiovasculares e controles
(FORTI, 2003). Apesar disso, duas extensas revisdes disponiveis (CHIODINI et al.,
2003; BOEKHOLDT et al., 2003) correlacionam o alelo D com doenga cardiovascular
(DAC). No entanto, nesse estudo, somente quando se procede a analise desse
polimorfismo associado a PLA1A2 ou Eco Rl é que se observa alguma diferenca
significante.

Num total de 458 participantes saudaveis tunisianos foi descrita uma frequéncia
de 0,26 para o alelo D (KALLEL, 2006). Xu et al. (1990) descreveram 106 pacientes
finlandeses saudaveis com frequéncia alélica de 0,27 para o alelo D. Cavalli et al.,
(2000) observaram em 177 individuos brasileiros brancos com hipercolesterolemia uma
frequéncia alélica de 0,35 para o alelo D. No mesmo estudo, para 100 individuos
normolipidémicos o valor encontrado foi 0,32. Salazar et al. (2000) mostraram

frequéncia alélica de 0,32 para pacientes com DAC e 0,36 para o grupo controle, em
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pacientes caucasianos brasileiros. No presente estudo, individuos controles saudaveis
apresentaram valores de 0,29 e pacientes de 0,34.

O polimorfismo de Eco Rl mostrou associagao significativa tanto de forma isolada
como conjunta com outros polimorfismos. Os dados sugerem que a presenga de um
alelo E- seria fator de risco para o desenvolvimento de AVCi. Na Tabela 10, a
comparagao 2 apresenta valores significantes para desenvolvimento de AVCi (p=0,020)
com a presencga de pelo menos um alelo mutante (E-E- ou E+E-), ao se comparar
pacientes e individuos controles. Apesar disso, em homozigose (E-E-) ndo houve
diferencga significativa (p=0,742), quando comparados aos outros genaétipos. Isso pode
ser explicado pelo fato do gendtipo E-E- ser pouco frequente, com apenas 4 pacientes
e 7 individuos do grupo controle apresentando este gendtipo. Uma amostra maior,
possivelmente permitiria-se avaliar melhor a contribuicdo do alelo E- em homozigose
para o desenvolvimento de AVCi. Na mesma tabela, comparando-se heterozigotos e
nao-heterozigotos também houve diferenga significativa, devido, provavelmente, a
influéncia do alelo E- em heterozigose.

Considerando-se de forma combinada os polimorfismos de I/D e Eco Rl (Tabela
17), mais uma vez o alelo E- mostra-se importante para a significancia estatistica.
Apesar dos alelos | e D isoladamente ndo demonstrarem associagdo ao
desenvolvimento de AVCi, a presenca de pelo menos um alelo E- combinado com
qualquer um dos conjuntos “I” ou “D”, gerou risco aumentado de AVCi no grupo de
pacientes em relagao ao grupo controle. Isto sugere que basta apresentar um alelo E-,
para haver risco aumentado para AVCi, independentemente de Inser¢cdo ou Delecao.
Informagdes adicionais ndao puderam ser obtidas uma vez que nenhum dos

participantes do estudo apresentou simultaneamente os gendtipos E-E- e D/D.
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Outro resultado interessante € observado na comparacdo 1 da mesma tabela,
onde individuos E+E+ e /I, simultaneamente, que ndo possuem os alelos mutantes E- e
D, apresentam, sugestivamente, uma menor predisposi¢cdo (p= 0,050) para o
desenvolvimento de AVCi. Esse achado € condizente com a literatura uma vez que o
alelo | ndo estaria relacionado ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(CHIODINI, 2003; KALLEL et al, 2008; GARDEMANN et al., 1998).

Considerando-se os polimorfismos de Xba | e Eco RI simultaneamente (Tabela
19), somente a comparagao entre participantes que apresentaram os grupos de alelos
“X-“ e “E-* simultaneamente apresentou diferenca significativa. O risco de um individuo
com esse gendtipo apresentar AVCi foi quase 2 vezes maior em pacientes do que em
individuos do grupo controle. Trabalhando com haplétipos desses dois polimorfismos
em pacientes brasileiros com DAC e controles saudaveis, Scartezini et al., (2003)
encontraram valores de OR=3,76 e p=0,052 para X-/E+. Trabalhando com genétipos,
encontraram valores de OR=6,27 e p=0,012 para pacientes com X-X- e E+E+
simultaneamente em relagao aos individuos do grupo controle. As freqiéncias alélicas
foram semelhantes as do nosso estudo para pacientes com doenca arterial, mas foram
levemente discordantes nos individuos controle. Pacientes com DAC citados
apresetaram freqtiéncia de 0,21 e individuos controle 0,22 para E-. Ja os pacientes com
AVCi do presente estudo apresentaram freqiéncia de 0,19 e os individuos controle 0,12
para o alelo E-; a diferenga foi significativa (OR=1,6; p=0,04), sendo o alelo E- mais
presente nos pacientes com AVCi do que no grupo controle. Boekholdt et al., (2003) em
sua metanalise encontraram freqléncia alélica de 0,20 para E- estudando 1431
individuos que compunham somente grupos controle. Os resultados apresentados por

Scartezini et al., (2003) e pelo presente estudo foram conflitantes no que diz respeito ao
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alelo E- ou ao E+ como indicador de risco para doenca cardiovascular na populacao
brasileira.

A presenca de PLA1/A2 isoladamente ndo apresentou associagao significativa
com o desenvolvimento de AVCi, apesar do alelo A1 (selvagem) ter apresentado
sempre frequéncias inferiores ao alelo A2 (mutante associado ao risco) em pacientes
para todas as comparagoes, inclusive de frequéncia alélica. No entanto, em conjunto
com Eco RI, a combinacdo dos gendtipos E+E+ e A1/A1 foi mais freqliente em
controles. O risco de AVCi foi aproximadamente duas vezes menor nos pacientes do
que em individuos controles de mesmo gendtipo (p=0,001). Mais uma vez a auséncia
do alelo E- sugere uma menor predisposi¢cao para o desenvolvimento de AVCi e, dessa
vez, associado a um genoétipo homozigoto (A1A1) que também tem sido recentemente
relatado com menor freqiéncia em pacientes com AVCi (SAIDI et al., 2008a; SAIDI et
al., 2008b) que em pessoas saudaveis. A possibilidade de influéncia do alelo E- ao risco
de AVCi pode ser reforgada ao analisarmos a comparacgao 4 (Tabela 21). Na analise
dos gendtipos, a unica diferenca quanto a comparagao anterior (comparagao 1) é a
presenca de um alelo E- e isso faz com que o valor de OR inverta, aumentando a
frequéncia da combinacao dos gendtipos E+E- e A1/A1, em pacientes. Apesar do valor
de p>0,05, a OR agora sugere risco aumentado para pacientes em relacdo aos
individuos do grupo controle.

Em pacientes com AVCi foram observadas frequéncias significativamente
maiores para os genoétipos E+E- e A2/A2 simultaneamente do que individuos do grupo
controle (p=0,036). Isso sugere que a presenca do alelo E- associado a alelos A2
(mutantes) pode ser um fator adicional ao risco. Maiores evidéncias sobre essa relacao

de risco ndo puderam ser obtidas uma vez que a presenca simultdnea de E-E- e A2/A2
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nao foi detectada em nenhum participante do estudo. Da mesma forma, os gendtipos
(E+E- e A1A2) e (E-E- e A1A2) apresentaram resultados distoantes, provavelmente
devido a um numero muito pequeno de participantes com essa combinacdo de
genotipos.

Para “E-“ e “A2”, “E-“ e “A1”, as frequéncias foram maiores em pacientes do
que em controles. Apesar disso, somente a combinagcdo “E-“ e “A1” foi significante
(p=0,044). A presenca de pelo menos um alelo E- sugere mais uma vez risco
aumentado para AVCi, mesmo se a combinag¢ao contar simultaneamente com o alelo
A1 (selvagem). O pequeno numero de individuos que apresentaram a combinagao “E-*
e “A2”, pode ter impossibilitado a observacao de valores estatisticamente significantes
para essa comparagao.

O alelo E- corresponde a perda do sitio para a enzima Eco Rl e a mudanga do
aminoacido 4154 (Glu—->Lys). A mudanga poderia alterar a afinidade da apoB ao seu
receptor, causando possiveis alteracdes de perfil lipidico. Enquanto alguns estudos tém
relacionado o alelo E- a doengas cardiovasculares, principalmente as isquémicas do
coracao (CHIODINI, 2003), outros n&do encontraram relagdo (BOEKHOLDT, 2003).
Quanto a alteragdes de perfil lipidico os resultados sé&o conflitantes (CHIODINI, 2003;
TAHRI-DAIZADEH et al.,, 2004). Um estudo recente, multifatorial de 9157 individuos
com AVCi e doenca cerebrovascular, o genétipo (E-E-) foi associado a redugdode 3a 5
vezes no risco de desenvolvimento de doengas vasculares cerebrais isquémicos e
AVCi. Observou-se também que a presenga de pelo menos um alelo E- seria
responsavel por uma reducédo de 2% e 5% nos niveis de ApoB e LDL-C,
respectivamente (BENN et al., 2007). Assim, devido a resultados controversos, inclusive

do presente estudo que sugere o alelo E- como fator de risco para desenvolvimento de
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AVCi, ha a necessidade de se conduzir estudos complementares para o melhor
entendimento do papel do polimorfismo Eco Rl no desenvolvimento do AVCi.

A substituicdo de aminoacidos (Leu—>Pro) devido a mutagado puntual na posi¢cao
1565 do gene da GPllla (alelo A2) tém sido sugerida como fator de hiperativagao
plaquetaria. Como consequéncia disso riscos para doencas cardiovasculares vém
sendo atribuidos ao alelo A2 (MCCASLIN et al., 2008; FENG, 2001). Apesar de nao
apresentar diferenca estatistica significativa entre pacientes e controles isoladamente, o
polimorfismo PLA1A2 apresentou maior frequiéncia quando considerado em conjunto
com outros polimorfismos. Com |/D (Tabela 18), a presencga simultanea de “A1” e “I” foi
significativamente maior nos controles (p=0,033) e sugestivamente esse conjunto de
gendtipos poderia constituir um fator protetor contra o desenvolvimento de AVCi. Ja a
presencga simultanea de “A2” e “D” foi mais frequente em pacientes (p=0,057). Esses
dados sugerem que os alelos D e A2 possam constituir fatores de risco para AVCi,
necessitando, no entanto, de uma amostra de tamanho mais significativo para uma
avaliagdo mais segura.

Individuos do grupo controle, simultaneamente X+X- e PLA1A1, foram mais
frequentes que pacientes com mesmo genodtipo (p=0,026), sugerindo menor
predisposicdo ao AVCi associada ao alelo A1. No entanto, se considerarmos os
genotipos X+X- e A1A2 simultaneamente, a mudanga de um alelo A1 para um A2
provoca uma inversdo da OR devido a frequéncias maiores destes genodtipos em
pacientes em relacdo aos controles (p=0,019). O risco de desenvolvimento de AVCi
para os pacientes com genétipo X+X- e A1A2 foi 2,6 vezes maior que para individuos
do grupo controle com o mesmo gendtipo. Evidéncias adicionais ndo puderam ser

obtidas uma vez que a combinacdo dos gendtipos X+X- e PLA2/A2, apesar de
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apresentar uma OR=6,2 e maior freqiéncia em pacientes, ndo teve significancia
estatistica possivelmente devido ao pequeno tamanho da amostra.

A presenca de “A2” foi relacionada a um risco aumentado nos pacientes de
nosso estudo que também apresentavam “X+” ou “X-“, com valores p de 0,027 e 0,014
respectivamente e OR= 2,1 para as duas situagdes. Isso sugere que a presenca do
alelo A2 seria um fator de risco e que o polimorfismo Xba | ndo teria grande impacto
nesse resultado.

A frequiéncia alélica para o alelo A2 (Tabela 14) foi maior no grupo de pacientes,
0,17, que no grupo controle 0,12 (p=0,080). Esses resultados foram compativeis com o
valor geral de 0,15 descrito por Santoso et al. (2001) para a populagao caucasiana e 0s
valores de 0,19 em pacientes com doenca cerebrovascular e 0,15 em individuos de
grupo controle na Alemanha (CARLSSON, 1997).

Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a menor predisposi¢ao ao AVCi
em portadores do alelo A1, e o provavel fator de risco atribuido ao alelo A2. Carlsson et
al., (1997) concluiram nao haver associacdo de PLA1A2, mas estudos recentes indicam
maior frequéncia de alelos A2 em pacientes com AVCi e de alelos A1 em individuos de
grupos controle (SAIDI et al., 2008a; SAIDI et al., 2008b). Além de resultados
inconclusivos, nao foram encontrados dados sobre a freqliéncia desse polimorfismo na
populagao brasileira, o que justificaria os estudos adicionais.

A Tabela 22 apresenta as frequéncias de pacientes e controles para 3 ou 4
polimorfismos simultaneamente. Somente o conjunto de gendtipos "D” e “X-" e “E-“
todos relacionados a apoB, demonstrou diferenca significativa com maior frequiéncia em
pacientes do que em individuos do grupo controle (p=0,044, OR=2,4). Nessa

comparagao, a amostragem de participantes reduziu consideravelmente, devido as
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dificuldades na amplificagdo do material genético para todas as alteragbes em conjunto,
sendo necessaria uma avaliagao futura com um numero maior de individuos para uma
interpretacdo mais segura. Apesar disso, os valores de OR se elevaram
consistentemente em relagao as comparagdes de cada polimorfismo isoladamente.
Evidéncias sugerem que a contribuicdo direta de um unico gene para o AVCi é
apenas modesta, inclusive com valores de odds ratio e “p” pouco robustos, uma vez
que a doenca € multifatorial e que os valores se aplicam aos pacientes selecionados
em associacdo com fatores ambientais (HANKEY, 2006; KIM et al., 2003). Os
resultados do presente estudo corroboram para a definicdo de fatores de risco para a
aterosclerose e AVCi em pacientes jovens e dao suporte a continuidade dos estudos e
investigacao, especialmente dos polimorfismos Eco Rl e PLA1/A2, em um numero
maior de pacientes. Apesar das limitagdes do presente estudo (tamanho amostral,
auséncia no grupo controle de individuos oriundos do Rio de Janeiro e a
impossibilidade de dosar os niveis dos marcadores do perfil lipidico e apolipoprotéico
em todos os participantes), os dados obtidos sugerem uma possivel associacao entre a
presenca do alelo E-, niveis elevados de apoB edesenvolvimento de AVCi em pacientes
jovens. Embora o papel das alteracbes do perfil lipidico e apoliprotéico no
desenvolvimento de AVCi nao esteja completamente esclarecido, a definicdo precisa de
fatores de risco em pacientes jovens poderia sugerir, especialmente em individuos
expostos ao risco genético, mudangas relacionadas a dieta e exercicios fisicos e,

possivelmente, intervengdes terapéuticas como o uso de estatinas, no intuito de se

evitar o desenvolvimento de eventos trombdticos arteriais como o AVCi.
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6 CONCLUSOES

O alelo mutante E- do polimorfismo Eco Rl se apresentou como fator de risco,
individualmente, para desenvolvimento de AVCi.

A auséncia do alelo E- e do alelo A2 simultaneamente foram fortemente
associados a uma menor predisposicao ao desenvolvimento de AVCi.

Ao se avaliar simultaneamente varios polimorfismos, foram associados como
fatores de risco para AVCI as combinagdes “D” e “E-", “I” e “E-*, “X-“ e “E-¢, X+X- e
A1/A2, “X+” e “A2”, “X-“e “A2”, E+E- e A2/A2, “E-“ e “A1” e, “D” e “X-" e “E-"“.

Ao se avaliar simultaneamente varios polimorfismos, foram associados com
menor predisposicao ao AVCi as combinagdes E+E+ e A1/A1, X+X- e A1/A1, “I” e “A1”

e, |/l e E+E+.
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ANEXO A

Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da URMG - COEP

Parecer n2. ETIC 0216/06

Interessado (a):Profa. Ana Paula Salles Moura Fernandes
Depto de Clinicas e Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia -UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — CCEP, aprovou,
ad referendum, no dia 19 de dezembro de 2006, o projeto de
pesquisa intitulado "Trombose Venosa: relagdo com genétipos do
sistema ABO e mutacdes que predispoem a trombofilia.”  bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e o Banco de
Amostras do referido projeto.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP

um ano apoés o inicio do projeto.

Q -
el /ajO
Profa. Dra. MaFia Elena de lea Perez Garcia

Presidente do COEP/UFMG

Av. Presidente Anténio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar sala: 2005 - 31.270-901- BH - MG
(31) 3499-4592 - FAX: (31) 3499-4027 - coepl@prpq.ufme.br
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ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

BANCO DE DADOS E DE AMOSTRAS BIOLOGICAS DESTINADO AO ESTUDO DE
PARAMETROS GENETICOS, BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS RELACIONADOS A
DOENCAS CARDIOVASCULARES E TROMBOTICAS

Prezado Sr.(a),

Vocé é convidado a participar de uma pesquisa projetada para criar um grande banco de
dados e amostras bioldgicas (soro, plasma e DNA gendmico) contendo informacdes
genéticas, bioquimicas e hematolégicas. O propédsito de banco de dados sera reunir
informacdes e amostras para possiveis investigacbes futuras de outros marcadores e
polimorfismos (alteragbes hereditarias) que possam ser de interesse para maior
compreensao de doencgas, principalmente as multifatoriais.

O armazenamento destas amostras permitird o desenvolvimento de métodos diagndsticos
adequados, além de reduzir o arduo trabalho na obtencdo de amostras de outros
pacientes, levando entdo a redugéo de custos envolvidos na coleta do sangue.

Deve-se ressaltar que uma melhor caracterizacdo das alteragdes presentes em tais
doencas orientara o médico para uma melhor conducéo do tratamento.

E possivel que vocé ndo venha a se beneficiar diretamente dos resultados deste banco,
mas certamente sua participacdo contribuira para o maior entendimento dessas doengas
na populacao em geral, além de beneficiar pacientes futuros.

A sua participacéo € voluntaria. Vocé pode escolher ndo participar, ndo havendo qualquer
problema no seu tratamento e assisténcia recebida pelo seu médico.

Se vocé quiser participar, devera autorizar a coleta de trés tubos de sangue (5 mL em
cada), sendo essa coleta realizada por pessoal treinado utilizando material descartavel de
boa qualidade.

Todas as informagdes e amostras serao codificadas de modo que sua identidade seja
preservada. A ligagdo entre amostra e identificacdo permanecera disponivel apenas aos
pesquisadores responsaveis pelo Banco de Dados e Amostras Biologicas.

Qualquer duvida sobre sua participacdo no estudo, por favor, entre em contato pelo
telefone (31) 3499-6902 com os responsaveis Prof? Dra. Ana Paula Salles Moura
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Fernandes, Prof? Dra. Luci Maria Sant’Ana Dusse, Prof? Dra. Maria das Gracas Carvalho
e Prof? Dra. Marinez Oliveira Souza.

Eu li as informagbes presentes neste termo de consentimento e concordo com a
participacdo no estudo permitindo o armazenamento de dados e amostras bioldgicas
coletados.

De acordo:

(Assinatura)

Nome: Data: [/

Comité de ética em pesquisa —COEP - UFMG
Av. Presidente Antonio Carlos 6627 — Prédio da Reitoria 7 andar sala 7018 — CEP 31270-901 Tel..(31) 3499 4592
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ANEXO C

UMG Universidade Federal de Minas Gerais

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n®. ETIC 486/07

Interessado(a): Profa. Ana Paula Salles Moura Fernandes
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
Faculdade de Farmacia-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 5 de dezembro de 2007, apds atendidas as solicitacGes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo de polimorfismos
de potencial interesse em doencgas arteriais" bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

rofa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa 11 - 2° andar — Sala 2005 — Cep: 31270-901 — BH-MG
Telefone/Fax: (031) 3409-4592 - e-mail:coep@prpg.ufing.br
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ANEXO D

CODIGO DE LETRAS DE AMINOACIDOS

Ala — Alanina - A

Glu — Acido Glutamico - E
Leu — Leucina - L

Lys — Lisina - K

Pro — Prolina - P
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

Ficha Clinica
Projeto: “Eventos tromboéticos venosos e arteriais: Avaliagdo de fatores genéticos
predisponentes em pacientes atendidos em servigo médico especializado em hemostasia

Protocolo: Data:

Identificagao:

Nome:

Data de nascimento : Sexo:M___F__ Naturalidade:

Endereco: Rua(Avenida): N°

Bairro:

Cidade:

Estado: CEP: Telefone:

Trombofilias

Fendbmeno Tromboembdlico

Data

Local de ocorréncia

Idade

Fendmeno espontaneo

Fatores adquiridos associados

Trombose arterial

Hipercolesterolemia Tabagismo
Diabetes miellitus Obesidade
Hipertensao ICC ou FA
Trombose Venosa
Imobilizacao Gravidez
Cirurgia Puerpério

Neoplasia HPN




Uso de estrogeno

D.mieloproliferativa

Sepse

D. autoimune

Quimioterapia Tramismo
Outros

Trombose Recorrente | Sim | Ndo
Novos Locais
Recorrencia em uso de Sim Néo
Anticoagulante

Diagnostico
Tempo de Protrombina Fator VIII
PTTa Fator IX
Anti-trombina Fator Xl
Proteina S Fator XII
Proteina C Plasminogénio
Resisténcia a proteina C PAI-1
Fator V Leiden tPA
Mutante do fator Il FAN
MTHFR Perfil lipidico
Homocisteina Fungdo Hepatica
Vitamina B12 Funcao Renal
Acido Folico Hemograma
Anticoagulante lupico VDRL
ACLIg G Fibrinogénio
ACL IgM Eltrof. de Hemoglobina
ACLIg A

Histéria Familiar
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APENDICE B - Protocolos para preparacdo de reagentes utilizados na eletroforese
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TBE 5X
Tris base 54 g
Acido bérico 2759
EDTA 0,5M pH: 8,0 20 ml
Agua bidestilada g.s.p. 1000 mL
TBE 1X
TBE 5X 200 mL
Agua destilada 1800 mL

SOLUCAO PARA GEL DE POLIACRILAMIDA 6%

Acrilamida 58 g
Bisacrilamida 20g
TBE 5X 200 ml
Agua bidestilada g.s.p. 1000 mL

SOLUGAO PARA GEL DE POLIACRILAMIDA 8%

Acrilamida 77,39
Bisacrilamida 2649
TBE 5X 200 ml
Agua bidestilada q.s.p. 1000 mL
APS 10%
Persulfato de aménio 309
Agua 300 mL

TAMPAO DE AMOSTRA 2X

Ficoll 400 12,59
Azul de bromofenol 0,05¢g
Xilenocianol 0,05¢g

TBE 5X 75 mL
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Agua bidestilada g.s.p. 1000 mL
SOLUCAO FIXADORA
Etanol PA 5 mL
Acido acético glacial 250 pL
Agua destilada 45 mL
SOLUCAO DE NITRATO DE PRATA
Nitrato de prata 0,15 ¢
Agua destilada 50 mL
SOLUCAO REVELADORA

Hidréxido de sodio 1,59
Formaldeido 150 uL
Agua destilada 50 mL

g.s.p.: quantidade suficiente para
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