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RESUMO

Cavichioli, D. Polimorfismos dos genes LIGHT, MMP9,d, LTGALS2, VCAM1, ICAM1,

E-SELECTINA, NkB podem estar associados com doenca arterial corana.

INTRODUCAO: A sindrome coronariana aguda (SCA) constitui uma
sindrome clinica geralmente causada por doenca arterial coronariana (DAC)
aterosclerotica e esta associada ao infarto agudo do miocardio (IAM) que pode
muitas vezes levar a Obito. Aterosclerose € uma doenca progressiva, sistémica e
de inicio precoce caracterizada pelo acumulo de lipides e elementos fibrosos nas
grandes artérias e recentemente foi considerada como uma afec¢cdo de origem
inflamatoéria.

OBJETIVO: Avaliar a frequéncia genotipica de E-SELECTINA, MMP9,
LIGHT, LTa, VCAML, ICAM1, LGALS2 e NFxB em pacientes com infarto agudo
do miocéardio (IAM), angina instavel (Al) e individuos que foram submetidos a
angiocoronariografia e que apresentaram auséncia de processo ateromatoso
significativo. Assim como analisar a associacdo dos polimorfismos com a
concentracdo sérica das formas solUveis das proteinas com a expressdo génica
em leucdcitos do sangue periférico, procurando estabelecer modelo de analise
menos invasiva da aterosclerose.

CASUISTICA E METODOS: O estudo foi realizado em um grupo de
pacientes recrutados no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC) com
infarto agudo do miocardio, angina instavel e individuos que foram submetidos a
angiocoronariografia e que apresentaram auséncia de processo ateromatoso
significativo. Foram incluidos no estudo 93 individuos sendo 47 com IAM com e
sem supra ST compondo o grupo IAM e 46 com Al ou que foram submetidos a
angiocoronariografia e que apresentaram auséncia de processo ateromatoso
significativo compondo o grupo SIAM, de ambos os sexos com idades entre 45 e
90 anos. Foi realizado o estudo dos polimorfismos dos genes LIGHT (rs344560 e
rs2291668), MMP9 (rs17576), LTa (rs909253 e rs1041981), LGALS2 (rs7291467),
VCAM1 (rs3176878), ICAM1 (rs281432), E-SELECTINA (rs5368) e NF«B
(rs17032705) por pirosequenciamento, a analise da expressao dos genes LIGHT,
MMP9, LTa, VCAML, ICAM1 e NF«B por PCR em tempo real e a dosagem das



formas soluveis de VCAM1, ICAM1, E-SELECTINA e MMP9 utilizando o sistema
LUMINEX.

RESULTADOS: A frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos
estudados (LIGHT [rs344560 e rs2291668], MMP9 [rs17576)] LTa [rs909253 e
rs1041981], LGALS2 [rs7291467], VCAML1 [rs3176878], ICAM1 [rs281432], E-
SELECTINA [rs5368] e NF«B [rs17032705]) ndo apresentou relagdo com doenca
arterial coronariana. Foi encontrada associacdo da expressdo de LTa com
sindrome coronariana aguda (p<0,05) e relacdo de alguns dos polimorfismos
estudados (6+3279C>T de LGALS2, 8+10029G>A de NFkB, 332-3499C>G de
ICAM1, Lys178Glu de LIGHT e Asp693Asp de VCAM1) com alteracbes na
expressao génica, formas solluveis e parametros bioquimicos.

CONCLUSOES:N&o houve associacdo dos polimorfismos estudados com
sindrome coronariana aguda assim como nao houve associacdo das formas
soluveis. Em relacdo & expressdo génica, foi encontrada associacdo da
expressdao de LTa com sindrome coronariana aguda (p<0,05) e alguns dos
polimorfismos estudados (6+3279C>T de LGALS2, 8+10029G>A de NFkB, 332-
3499C>G de ICAM1, Lysl178Glu de LIGHT e Asp693Asp de VCAM1)
ocasionaram alteracfes da expressao génica, formas solUveis e parametros

bioquimicos.

Palavras chave: sindrome coronariana aguda, aterosclerose, polimorfismos,

citocinas, expressao génica, resposta inflamatoria.



ABSTRACT

Cavichioli, D. LIGHT, MMP9, LT, LGALS2, VCAM1, ICAM1, E-SELECTINA, A8~

polymorphisms may be associated with coronary grtisease.

BACKGROUND: Acute coronary syndrome (ACS) is a clinical syndrome
usually caused by atherosclerotic coronary artery disease (CAD) and is associates
with acute myocardial infarction (AMI) and sometimes can take to death.
Atherosclerosis is a progressive disease characterized by the accumulation of
lipides and fibrous elements in arteries and recently was considered a disease of
inflammatory origin.

OBJECTIVE: Evaluated the genotypic frequency of E-SELECTIN, MMP9,
LIGHT, LTa, VCAM1, ICAM1, LGALS2 e NF«B in patients with acute myocardial
infarction, unstable angina and individuals who were submitted to coronary
angiography and had absence of significant atheromathous process. As well as
analyze the polymorphism association with serum concentration of protein soluble
forms with gene expression in peripheral blood leukocytes trying to establish a
model less invasive to analyze atherosclerosis

MATERIALS AND METHODS: Study in a group of patients recruited in
Dante Pazzanese of Cardiology Institute with acute myocardial infarction, unstable
angina and in individuals who showed no significant atheromatous process. The
study included 93 patients (47 with acute myocardial infarction and 46 with
unstable angina or individuals who showed no significant atheromatous process)
of both sexes with ages between 45 and 90 years. The genes polymorphisms
study was by pyrosequencing, the gene expression was by PCR real time and
soluble forms was dosage by LUMINEX.

RESULTS: The allelic and genotypic polymorphisms frequency studied
(LIGHT [rs344560 e rs2291668], MMP9 [rs17576)] LTa [rs909253 e rs1041981],
LGALS2 [rs7291467], VCAML1 [rs3176878], ICAM1 [rs281432], E-SELECTINA
[rs5368] e NF«B [rs17032705]) don't presented relation with coronary arterial
disease. Was found association with LTa gene expression and coronary acute
syndrome (p<0,05) and relation of some polymorphism studied (6+3279C>T de
LGALS2, 8+10029G>A de NFkB, 332-3499C>G de ICAM1, Lys178Glu de LIGHT



e Asp693Asp de VCAM1) with changes in gene expression, serum soluble forms
and biochemical parameters.

CONCLUSION: Do not have association between polymorphisms studied
and serum soluble forms with acute coronary syndrome. Was found association
with LTa gene expression and coronary acute syndrome (p<0,05) and relation of
some polymorphism studied (6+3279C>T de LGALS2, 8+10029G>A de NFkB,
332-3499C>G de ICAM1, Lys178Glu de LIGHT e Asp693Asp de VCAM1) with

changes in gene expression, serum soluble forms and biochemical parameters.

Key words: acute coronary syndrome, atherosclerosis, polymorphisms, cytokines,

gene expression, inflammation.
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1. INTRODUCAO

A sindrome coronariana aguda (SCA) constitui uma sindrome clinica
geralmente causada por doenca arterial coronariana (DAC) aterosclerética e esta
associada ao infarto agudo do miocéardio (IAM) com alta morbidade e mortalidade
(Erlichmann e Carvalho, 2007). A SCA é atualmente dividida entre aquelas que,
além da apresentacdo clinica ao eletrocardiograma inicial ha supradesnivel
persistente do segmento ST (SCA com supra ST) ou auséncia de supradesnivel
persistente do segmento ST (SCA sem supra ST). No caso da SCA sem supra
ST, o eletrocardiograma inicial pode revelar infradesnivel do segmento ST, s6
alteracOes de repolarizacdo (onda T) ou ser normal. Estas alteracdes refletem a
gravidade da isquemia miocéardica subjacente que estd associada ou ndo a
necrose miocardica, sendo chamada de IAM sem supra de ST ou Angina Instavel
(Al). Ja a SCA com supra de ST & sempre um IAM, pois quase sempre esta

associada a necrose miocardica (Erlichmann e Carvalho, 2007)

SINDROME CORONARIA
AGUDA

COM SUPRA ST

1 1

INFARTO AGUDO DO
MIOCARDIO

SEM SUPRA ST

ANGINA
INSTAVEL

Figura 1 — Esquema da implicacéo clinica da classificacdo das SCA
Adaptado de (Erlichmann e Carvalho, 2007)

Aterosclerose é uma doenga progressiva, sistémica e de inicio precoce
caracterizada pelo acumulo de lipides e elementos fibrosos nas grandes artérias
(Libby, 2002; Sampaio, 2005). Atualmente, entende-se o processo ateroscleroético
nao apenas como decorréncia do acumulo de lipides nas paredes dos vasos, mas
também como consequéncia da disfuncdo endotelial e da ativacdo do sistema
inflamatorio (Libby, Okamoto et al., 2010).

Células do sistema imunoldgico dominam as lesGes ateroscleréticas

recentes e suas moléculas efetoras aceleram a progressdo da lesdo (Hansson,
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2005) devido a entrada de lipides e células inflamatdrias na parede arterial
levando a formag&o de um nucleo rico em gordura. Posteriormente, a secrec¢ao de
citocinas e fatores de crescimento induzem a migracao intimal e proliferacado das
células musculares lisas (CML) que participam decisivamente na formacédo da
placa. Se as condi¢des inflamatdrias persistirem, o nucleo lipidico pode aumentar
e a placa fica susceptivel a ruptura (Libby, 2002; Sampaio, 2005).

Dois tipos de placas sdo importantes na determinacdo do risco de
desencadeamento de isquemia aguda. As placas estaveis que apresentam
escasso conteudo lipidico, baixa atividade inflamatéria e capsula fibrosa espessa;
e as placas vulneraveis, susceptiveis a trombose ou com alta probabilidade de
progressao para oclusao da luz arterial (Sousa, Knobel et al., 2007).

PLACAESTAVEL
capsula fibrosa espessa

conteldo fipidico escasso
baixa atividade inflamatoria

ATEROMARECENTE ..._..A-

CICATRIZAGAD DAPI
ROMPIDA

Jimen estreito P gl

fibrose na camada intma | A
ROMPIMENTO DA PLACAE -

ﬁp’” - TROMBOSE : / 4 N ) arERn
o ! 4 | | COROMARIA
sl t__\ 7 ? = & /,.-*"—“--.* | ( J

oS ( i I‘ESQUERDA

|
PLACA VULNERAVEL ‘;,15

capsula fibrosa fina '- ‘{l‘-‘m

contetido lipidico abundante
alta atividade inflamatéria ..

ARTERIA COROMNARIA
DIREITA

Figura 2 — Modelo esquematico da formagéo da placa de ateroma.
Adaptado de (Libby, 2002)

Alguns fatores de risco para aterosclerose como, por exemplo, hipertenséo,
diabetes mellitus, tabagismo, obesidade, idade e sexo ja estdo bem definidos
(Jan, Meng et al., 2010).

A taxa de mortalidade cardiovascular vem aumentando nos ultimos anos e,
de acordo com os dados do Sistema Unico de Salde (SUS) as mortes por IAM
aumentaram 34% nos ultimos 25 anos sendo que no ano de 2007 ocorreram
cerca de 70 mil mortes por IAM no Brasil (Datasus). O estudo realizado no
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC) mostrou que a mortalidade
hospitalar de pacientes com IAM é de 4,8% e, no ano de 2003, foram atendidos
832 pacientes sendo, 78 com diagnostico de SCA com supra ST e 754 com

diagnéstico de Al e/ou SCA sem supra ST (Dos Santos, Minuzzo et al., 2006).
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Atualmente, para diagnostico, estratificacdo de risco e tratamento de
pacientes com sindromes isquémicas sao utilizados os seguintes biomarcadores
(Singh, Martinezclark et al., 2010): CKMB (fragdo MB da creatinofosfoquinase)

massa, troponinas cardiacas e mioglobina.

Tabela 1 — Biomarcadores para o diagnéstico de lesédo miocardica

Biomarcador Inicio dos sintomas Pico Norm alizacéo
CKMB massa * 3-6 horas 16-24 horas 48-72 horas
Troponinas cardiacas 4-8 horas 36-72 horas 5-14 dias
Mioglobina * 1-2 horas 6-9 horas 12-24 horas

‘Sensibilidade diagnéstica de 80% ap6s 6 horas de evolugéo; ‘Mesma sensibilidade diagnéstica de
CKMM, * Excelente para afastar o diagnéstico de IAM devido ao valor preditivo negativo que varia
entre 83%-98% (Piegas, 2009).

Apesar da alta sensibilidade diagndstica dos biomarcadores atuais, existe a
necessidade de buscar marcadores complementares aos ja existentes com o
objetivo de aumentar a sensibilidade e especificidade no diagnostico da SCA.

Citocinas e moléculas de adesdo tém sido analisadas como possiveis
marcadores do processo aterosclerético e correlacionadas com o aumento do
risco para doenca cardiovascular por apresentarem concentracdes elevadas na
corrente sanguinea de pacientes com sindromes isquémicas (Filho, Filho et al.,
2005). A interacdo entre as citocinas inflamatorias e as células endotelais € um
passo critico na aterogénese levando a disfuncdo endotelial e inflamacao
promovendo o recrutamento adicional de células inflamatorias na parede do vaso
(Sandberg, Halvorsen et al., 2009).

Estudos preliminares realizados pelo nosso grupo sugeriram uma forte
participacdo de genes relacionados com resposta inflamatoria indicando alguns
como possiveis biomarcadores para o diagnostico de SCA (Silbiger, 2010).

TNFSF14 (fator de necrose tumoral 14) também conhecido como LIGHT, é
uma proteina transmembrana tipo Il de 240 aminoacidos (aa), (Del Rio, Lucas et
al., 2010) expresso por células T ativas e células dendriticas imaturas, induz
apoptose (Hoffmann, 2008), estd envolvido com a resposta imune inata e
adaptativa, sobrevivéncia e proliferacao celular. Recentemente, foi associado com
aterosclerose por induzir parcialmente a atividade de metaloproteinases em

macréfagos e inflamacdo nas células endoteliais promovendo a degradacédo da
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matriz, o acumulo de lipideos, formacdo de trombo e inflamacdo. Além disso,
existem relatos de que LIGHT promove o aumento da expressao de quimiocinas e
moléculas de adesdo como VCAML1 (molécula de adeséo do sistema vascular) e
E-SELECTINA (Sandberg, Halvorsen et al., 2009).

A forma solluvel de LIGHT ativa as células endotelais e causa mudancas
pré-trombaticas e inflamatérias e leva a um aumento da adesao de plaquetas ao
endotélio. Pacientes com SCA com supra ST e Al possuem concentracdes
plasmaticas de LIGHT elevadas em comparacdo com pacientes normais (Liu,
Fang et al., 2008).

Até 0 momento, ndo existem estudos correlacionando polimorfismos de
LIGHT com DAC.

A familia das metaloproteinases (MMPs) é composta por 20 enzimas
divididas em 4 subgrupos: colagenases, estromelisinas, gelatinases e as
metaloproteinases de membrana (Rowsell, Hawtin et al., 2002). As MMPs estao
presentes em diversos processos patolégicos como inflamacédo, metastase
tumoral, doencas respiratérias, lesdo miocardica, aneurisma vascular e
remodelamento (Blankenberg, Rupprecht et al., 2003).

A MMP9 (metaloproteinase 9), também conhecida como gelatinase B ou
92kD colagenase tipo IV, é uma das MMPs altamente expressas em regides
vulneraveis a formacado de placas ateroscleroticas e, por esta razdo, sugere-se
gue esteja envolvida com processos de remodelamento associados com
aterogénese e ruptura da placa (Rowsell, Hawtin et al., 2002; Blankenberg,
Rupprecht et al., 2003).

Diversos estudos genéticos observaram que alteracdes funcionais no gene
da MMP9 estdo relacionadas com a presenca e severidade da doenca
cardiovascular. Uma troca de aminoacidos pode afetar a capacidade da proteina
de se ligar ao seu substrato e levar a consequéncias na remodelagéao vascular e
desestabilizac&o da placa (Blankenberg, Rupprecht et al., 2003).

Pouco se sabe sobre a significancia clinica dos niveis de MMP9 circulante,
porém, foi observado que pacientes com doenca coronéria, diabetes,
dislipidemias e fumantes possuem niveis plasméticos de MMP9 elevados
enquanto que pacientes hipertensos possuem niveis mais baixos (Sundstrom,
Evans et al., 2004).
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Sendo assim, a MMP9 poderia ser utilizada como um biomarcador
circulante refletindo um estado pré-inflamatério ou como agente causador da
desestabilizacéo da placa (Blankenberg, Rupprecht et al., 2003).

A linfotoxina alfa (LTa), também conhecida como fator de necrose tumoral
beta (TNFB), € uma citocina pro-inflamatoria, produzida nos estagios recentes da
inflamacéo, que induz a adesdo de moléculas e citocinas ao endotélio vascular
(Tanaka e Ozaki, 2006; Li, Xu et al., 2010; Liu, Sheng et al., 2011).

A galectina 2 (LGALS2) esta envolvida no trafico intracelular, modula a
secrecdo de citocinas e adesdo celular, codifica uma proteina envolvida na
cascata da LTa e é expressa juntamente com a LTa na placa aterosclerética
(Mangino, Braund et al., 2007; Li, Xu et al., 2010).

Polimorfismos no gene da LTa aumentam a expressdo e 0S niveis
plasmaticos de varias citocinas em pacientes com DAC, como VCAM1 e E-
SELECTINA, que também estdo envolvidas no processo aterosclerotico,
mostrando que tém um papel direto na progressao da doenca (Liu, Sheng et al.,
2011).

Polimorfismos no gene da LGALS2 afetam a transcricdo e causam
alteracdes nas concentracdes plasméticas de LTa afetando o grau de inflamagéo
(Tanaka e Ozaki, 2006; Mangino, Braund et al., 2007).

Estudos mostram resultados inconclusivos ao verificar a associacdo dos
polimorfismos de LTa e LGALS2 com DAC. Na populagdo americana LGALS2 foi
associada com DAC em mulheres e na populagao britanica ndo teve associacao
ja na populacéo chinesa foi visto que polimorfismos no gene da LTa aumentam o
risco de IAM (Asselbergs, Pai et al., 2007; Mangino, Braund et al., 2007; Gao,
Zhang et al., 2010). Esses resultados ainda sao controversos ja que houve
influéncia de diversos fatores como, por exemplo, o0 niumero amostral, sele¢cdo dos
grupos para o estudo e sabe-se que diferentes etnias tém respostas genéticas
diferentes sendo assim, mais estudos sdo necessarios para confirmar, ou néo,
essa associacgao.

Até o momento, ndo foi realizado nenhum estudo de associagdo destes
genes na populacao brasileira.

A molécula de adesao intercelular 1 (ICAM1) é uma glipoproteina de
superficie de 95kD (Jiang, Klein et al., 2002) que, juntamente com VCAM1 é

expressa por leucécitos e plaquetas, sdo responsaveis pela adesédo e migracdo
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de leucdcitos ao endotélio e, raramente, sdo expressas em artérias coronarias
normais (Lu, Sheng et al., 2010).

E-SELECTINA é uma glicoproteina de superficie de 11kD (Wang, Liu et al.,
2010), é responsavel pela adesdo de neutrofilos, mondcitos, eosinofilos e
basdfilos ao endotélio (Macias, Villaescusa et al., 2003). Geralmente ndo é
possivel detecta-la quando ndo ha ativacéo de células endoteliais mas, quando ha
estimulos pro inflamatérios, € rapidamente sintetizada em resposta a diversas
citocinas (Wang, Liu et al., 2010).

As concentrages da forma soluvel de VCAM1 em pacientes com SCA é
maior que a de pacientes com Al ou controles (Derhaschnig e Jilma, 2009) e, foi
observado que a concentracédo da forma soliuvel de ICAM1 aumenta anos antes
de ocorrer o primeiro IAM (Jiang, Klein et al., 2002).

As concentracdes de ICAM1 e E-SELECTINA na circulagdo periférica
encontram-se elevadas em pacientes com IAM. Os picos de E-SELECTINA
ocorrem de 4 a 6 horas ap0s o inicio do evento e voltam aos valores basais em
até 24 horas o que a torna um possivel biomarcador se utilizada juntamente com
0s ja existentes (Macias, Villaescusa et al., 2003).

Um estudo realizado por Filho e colaboradores observou que as dosagens
de ICAM1, VCAML1 e E-SELECTINA no sangue periférico refletem diretamente os
niveis dessas moléculas na circulagdo coronariana legitimando o uso de amostras
periféricas para monitoramento e estratificacdo do risco em DAC (Filho, Filho et
al., 2005).

O fator nuclear kappa B (NFkB) regula genes envolvidos na resposta imune
e inflamatoria (Collins, Read et al.,, 1995), desencadeia a transcricdo de genes
resultando na liberacdo e ativacdo de citocinas, quimiocinas e moléculas de
adesao (ex. ICAM1, VCAM1 e E-SELECTINA) (Collins e Cybulsky, 2001; Pare,
Ridker et al., 2011), estd envolvido em diversos processos como apoptose,
diferenciacao e proliferacao celular, apresenta expresséo e atividade aumentadas
em regides propensas a desenvolver placas ateroscleréticas (Orr, Sanders et al.,
2005) porém, é pouco expresso em vasos saudaveis (Collins e Cybulsky, 2001).

NFkB pode ser a chave tanto para a resposta inicial a lesdo quanto para as
etapas subsequentes durante a progressao da aterosclerose (Collins e Cybulsky,
2001).
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Pouco se sabe sobre o efeito de polimorfismos no gene NFKB em DAC.

Na tentativa de contribuir para o conhecimento de alguns mecanismos
moleculares envolvidos na fisiopatologia da doenca cardiovascular, este trabalho
teve como objetivo avaliar a frequéncia genotipica de E-SELECTINA (rs5368),
MMP9 (rs17576), LIGHT (rs344560 e rs2291668), LTa (rs909253 e rs1041981),
VCAM1 (rs3176878), ICAM1 (rs281432), LGALS2 (rs7291467) e NF«B
(rs17032705) em pacientes com IAM, Al e individuos que foram submetidos a
angiocoronariografia e que apresentaram auséncia de processo ateromatoso
significativo. Assim como analisar a associacdo dos polimorfismos com a
concentracdo seérica das formas sollUveis das proteinas com a expressao génica
em leucocitos do sangue periférico, procurando estabelecer um modelo menos

invasivo de analise da aterosclerose.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a frequéncia genotipica de E-SELECTINA (rs5368), MMP9
(rs17576), LIGHT (rs344560 e rs2291668), LTa (rs909253 e rs1041981), VCAM1
(rs3176878), ICAM1 (rs281432), LGALS2 (rs7291467) e NF«B (rs17032705) em
pacientes com IAM, Al e individuos que foram submetidos a angiocoronariografia
e que apresentaram auséncia de processo ateromatoso significativo. Assim como
analisar a associacdo dos polimorfismos com a concentracéo sérica das formas
solliveis das proteinas com a expressdao génica em leucocitos do sangue
periférico, procurando estabelecer um modelo menos invasivo de analise da

aterosclerose.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Determinar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos dos
genes LIGHT (rs344560 e rs2291668), MMP9 (rs17576), LTa (rs909253 e
rs1041981), LGALS2 (rs7291467), VCAM1 (rs3176878), ICAM1 (rs281432), E-
SELECTINA (rs5368) e NFkB (rs17032705) em pacientes com IAM, Al e
individuos que foram submetidos & angiocoronariografia e que apresentaram
auséncia de processo ateromatoso significativo.

2.2.2. Avaliar o efeito dos polimorfismos dos genes LIGHT, MMP9,
LTa, LGALS2, VCAM1, ICAM1 e NF«B sobre a expressdo do mRNA (acido
ribonucleico mensageiro) em células mononucleares periféricas de pacientes com
IAM, Al e individuos que foram submetidos a angiocoronariografia e que
apresentaram auséncia de processo ateromatoso significativo.

2.2.3. Associar as variacdes das concentracdes séricas soluveis de
MMP9, VCAM1, ICAM1 e E-SELECTINA com os polimorfismos dos mesmos em
pacientes com IAM, Al e individuos que foram submetidos a angiocoronariografia

e que apresentaram auséncia de processo ateromatoso significativo.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. CASUISTICA

O estudo foi desenvolvido no Pronto Socorro, Hemodinamica e Laboratério
de Biologia Molecular do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia do Estado de
Séo Paulo (IDPC) e Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada ao Diagnostico da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (FCF-USP).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IDPC e da
FCF-USP, conforme expresso pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(Anexo A). Os individuos foram informados, pelo investigador principal ou membro
da equipe colaboradora designada por ele, sobre os objetivos da pesquisa
desenvolvida neste trabalho. Somente participaram do estudo aqueles que

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).

3.1.1. CARACTERISTICAS DO GRUPO COM INFARTO
AGUDO DO MIOCARDIO (IAM)

Foram incluidos no estudo, 47 individuos de ambos os sexos com idades
entre 45 e 90 anos com infarto agudo do miocardio com e sem supra ST que
faziam parte da rotina do Pronto Socorro do IDPC.

Todos os individuos incluidos neste grupo foram abordados um dia apoés a
internacao devido ao grande fluxo de pacientes no Pronto Socorro do IDPC. Para
minimizar as diferencas dos resultados, todas as coletas foram realizadas no
periodo da manha seguinte a internacdo. Consequentemente, todos estavam sob
uso de medicacdo tais como: acido acetil salicilico, clopidogrel, atenolol ou
carvedilol ou metoprolol, clexane ou heparina ndo fracionada, captopril ou
enalapril ou losartan, sinvastatina, nitroglicerina ou propatilnitrato ou mononitrato
de isossorbida.

O diagnéstico de IAM foi estabelecido quando houve aumento e/ou
diminuicdo gradual caracteristicos da troponina e da fracdo MB da
creatinofosfoquinase (CKMB), com pelo menos 1 dos seguintes critérios: a)
sintomas isquémicos; b) alteracbes eletrocardiograficas indicativas de isquemia
(elevacao e/ou depressao do segmento ST ou BCRE (blogueio completo de ramo
esquerdo) novo; c¢) desenvolvimento de ondas Q patolégicas no
eletrocardiograma; ou d) evidéncia, em exames de imagem, de perda de
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viabilidade miocardica ou contratilidade segmentar anormal (Thygesen, Alpert et
al., 2007; Anderson, Adams et al., 2008).

3.1.2. CARACTERISTICAS DO GRUPO SEM INFARTO
AGUDO DO MIOCARDIO (SIAM)

Foram incluidos no estudo, 44 individuos com idades entre 45 e 90 anos,
de ambos os sexos que foram submetidos a cineangiocoronariografia, por
apresentarem sintomas clinicos indicativos de doenca coronariana, na
Hemodinamica do IDPC e individuos com Al. Como angina instavel admite-se
uma variedade de apresentacdes clinicas que tradicionalmente podem ser
distinguidas da seguinte forma: a) angina prolongada em repouso (> 20 minutos),
b) novo episddio anginoso severo (classe Ill pela classificagdo da Canadian
Cardiovascular Society — CCS), c) recente instabilizagcdo de angina prévia com
caracteristicas de classe Il pela CCS (angina em crescendo) e d) angina pos-
infarto do miocardio. As alteracdes eletrocardiograficas que tiveram relevancia no
diagnéstico de Angina Instavel foram: a) infra-desnivel de segmento ST < 0,5mm
(< 0,05 mV) e b) inversao de onda T < 2 mm (< 0,2mV) (Anderson, Adams et al.,
2008). O critério de selecdo para os individuos que foram submetidos a
cineangiocoronariografia foi a auséncia de lesdo ateromatosa significativa.

Os individuos com Al foram abordados um dia apds a internacao devido ao
grande fluxo de pacientes no Pronto Socorro do IDPC. Para minimizar as
diferencas dos resultados, todas as coletas foram realizadas no periodo da
manhé& seguinte a internagdo. Consequentemente, todos estavam sob uso de
medicac¢ao tais como: acido acetil salicilico, clopidogrel, atenolol ou carvedilol ou
metoprolol, clexane ou heparina nao fracionada, captopril ou enalapril ou losartan,
sinvastatina, nitroglicerina ou propatilnitrato ou mononitrato de isossorbida.

J4 os individuos que foram submetidos a angiocoronariografia foram

orientados a permanecer 12 horas de jejum.

3.1.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO
Foram excluidos do estudo os pacientes que apresentaram quaisquer das
seguintes condi¢cdes: (a) neoplasias; (b) doenca autoimune; (c) distdrbio
enddcrino (d) com histoéria de abuso de alcool ou drogas e (e) mulheres gravidas

ou amamentando.
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Para avaliacdo destas condi¢gbes, aplicou-se um questionario aos
individuos (Apéndice B) e, foram realizados 0s seguintes testes de triagem:
glicemia, colesterol total e fracdes (HDL — lipoproteina de alta densidade, LDL —
lipoproteina de baixa densidade e VLDL — lipoproteina de muito baixa densidade),
triacilglicerol, apolipoproteina A e B (Apo A e Apo B), ureia, creatinina, AST
(aspartato aminotransaminase), ALT (alanina aminotransaminase), PCRus
(proteina C reativa ultra-sensivel), Ty livre (frac&o livre da tiroxina), TSH (thyroid-
stimulating hormone — hormdonio estimulante da tireoide) e hemograma completo.

3.1.4. VARIAVEIS ANALISADAS

Os seguintes fatores de risco para doenca arterial coronariana foram
avaliados em todos 0s grupos:

1. Hipertensao Arterial: Conforme a V Diretriz Brasileira de Hipertensao
Arterial, foram considerados hipertensos pacientes em uso de
medicagcdo anti-hipertensiva ou que apresentaram pressdo arterial
2140x90mmHg (Junior, 2006);

2. Diabetes Mellitus: Foram considerados diabéticos pacientes em uso
de hipoglicemiantes orais, recebendo terapia com insulina ou que
apresentaram glicose plasmatica em jejum 2126mg/dL ou glicemia de 2
horas 2200mg/dL ((Who), 2006);

3. Tabagismo: Foram considerados tabagistas fumantes ativos, ou seja,
com consumo minimo de 1 (um) cigarro por dia, pelo menos por um ano
ou que fumou no ano anterior a inclusdo na pesquisa. Nado fumante
aquele que nunca fumou ou que parou de fumar a mais de um ano
(Silva, Sousa et al., 1998);

4. Obesidade: O critério de obesidade foi baseado na Classificacao
Internacional da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de acordo com
o calculo do indice de massa corporal (IMC). O indice foi calculado
dividindo o peso, em quilogramas, pelo quadrado da altura, em metros.
Foram considerados obesos os individuos que apresentaram IMC
>30Kg/m? (Who)),

5. Sedentarismo: Foram considerados sedentarios individuos que nao
praticavam atividade fisica regularmente.

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos através do prontuario ou por

anamnese e, no dia da consulta, foi verificada a pressao arterial, altura e peso.

28



3.2. AMOSTRAS BIOLOGICAS
Os individuos dos dois grupos foram submetidos a uma Unica coleta de
sangue na qual foram realizados os seguintes exames laboratoriais: glicemia,
colesterol total e fracbes (HDL, LDL e VLDL), triacilglicerol, apolipoproteina A e B,
ureia, creatinina, AST, ALT, PCRus, T4 livre, TSH e hemograma completo. Nessa
coleta foram obtidos aproximadamente 40mL de sangue utilizando o sistema de
coleta a vacuo Vacutainer® (BD, Nova Jersey, EUA) sendo:

a. Quatro tubos (4mL) com anticoagulante EDTA  (&cido
etilenodiaminotetracético) para: extragdo de DNA  (&cido
desoxirribonucleico) gendmico para deteccdo dos polimorfismos;
extracdo de mRNA (acido ribonucleico mensageiro) para analise da
expressao génica e hemograma completo;

b. Quatro tubos (5mL) com ativador de coagulo e gel separador e um
tubo (4mL) com anticoagulante Heparina para: dosagens bioguimicas,
atividades enzimaticas no soro e armazenamento do soro e plasma,
para dosagens de proteinas e marcadores inflamatérios (mantidos a -
20°C)

3.3. DETERMINAGOES BIOQUIMICAS

Os exames laboratoriais foram realizados em colaboragdo com o
Laboratério de Analises Clinicas do IDPC. Para realizacdo da analise da série
vermelha, branca e de plaquetas foi utilizado método citoquimico/isovolumeétrico
ou de impedancia automatizados ABX Pentra 120 (ABX, Kyoto, Japao) e ABX
Pentra 80 (ABX, Kyoto, Japao).

Para analise de AST, ALT, CK e CKMB (atividade), glicemia, ureia,
creatinina, sodio, potassio, colesterol total, HDL e triacilglicerol foram utilizados os
métodos colorimétricos e enziméticos automatizados Dimension® RXL (Siemens
Healthcare Diagnostics, Deerfield, USA) e XPAND (Siemens Healthcare
Diagnostics, Deerfield, USA). O VLDL e LDL foram calculados, segundo a férmula
de Friedewald e colaboradores (Friedewa.Wt, Fredrick.Ds et al., 1972).

Para analise do TSH e T, livre foi utilizado o método de quimiluminescéncia
automatizada IMMULITE® (Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield, USA).
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Para dosagens da PCRus, apo A e apo B foi utilizado o método de
imunoensaio-turbidimétrico automatizado, com leitura no aparelho Hitachi-modelo
912 (Myco instrumentation, Renton, WA).

3.4. ANALISE DOS POLIMORFISMOS
3.4.1. EXTRACAO DO DNA GENOMICO

O DNA gendmico dos 91 individuos incluidos no estudo foi obtido a partir
do sangue total periférico, colhido com EDTA. O material foi extraido no
equipamento QIAcube® (QIAGEN, GmbH, Alemanha) utilizando o QlAamp® DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Alemanha), seguindo as orientacdes do
fabricante. A quantificacdo e andélise do grau de pureza (relag@o Azeo/Azso) do DNA
extraido foi realizada no NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific Inc. Wilmington, EUA). Foram utilizadas somente preparacfes de DNA
que obtiveram relacdo Azso/Azgo entre 1,8 e 2,0 (Sambrook e Russel, 2001).

3.4.2. DETERMINAGAO DOS SNPS
(PIROSEQUENCIAMENTO)

A escolha dos SNPs (polimorfismos de um Unico nucleotideo) a serem
determinados pelo sistema PyroMarq Q24 (QIAGEN, GmbH, Alemanha) foi
realizada utilizando o] banco de dados publicos dbSNP
(http//:-www.ncbi.nlm.nih.gov). Os critérios como frequéncia do alelo menor (FAM)
superior a 0,05% para SNPs presentes em regides codificantes e superior 0,1%
para SNPs presentes em regides regulatérias como promotoras, 3'UTR
(untranslated region — regidao nédo traduzida), 5’UTR e splicing foram utilizados
como argumento de busca. Os iniciadores para a PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) e reacdo de pirosequenciamento foram construidos utilizando o
programa PyroMark Assay Desing 2.0 (QIAGEN, GmbH, Alemanha). Para cada
SNP, foram construidos trés iniciadores, sendo que um deles é obrigatoriamente
marcado com biotina totalizando 30 oligonucleotideos. As sequencias dos

iniciadores e os polimorfismos estudados encontram-se na tabela 2.

Tabela 2 - Iniciadores utilizados nos ensaio de pirosequenciamento.

Tamanho
Gene SNP Sequencias dos Iniciadores do produto
de PCR
5TTGGTCAGCCAGCAGTCA3Z
LIGHT (rs344560) A>G Biotina-5’CATCACGCAGTCGAACCAZ’ 151pb
5'CCTGGAGGCTGGGGA3Z
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5GGGTGGGTCTGGGTCTCTTS
LIGHT (rs2291668) C>T Biotina-5’GGGTGACCATCTCTCCTAGACG3’ 102pb
5’CTGTTGCTGATGGGGT

Biotina-5 AAGGGGACAAGATGCAGTCA3Z
LTa (rs909253) C>T 5 GCTTCGTGCTTTGGACTACC3’ 276pb
5CTCTGTTTCTGCCATGZ

Biotina-5’ATGCATCTTGCCCACAGC3
LTa (rs1041981) A>C 5AGGTGGATGTTTACCAATGAGGTZ 60pb
5'GAGCAGCAGGTTTGAGZ

Biotina-5"TCTCCCCCTTTCCCACATC3’
MMP9 (rs17576) A>G 5'GCAGGGTTTCCCATCAGCZ 73pb
5TCAGCATTGCCGTCC3’

5GCTGTGAGGAGGGATTTGAATT3’
E-SELECTINA (rs5368) C>T Biotina-5’CTTTGGGGCAATCTAGGTTCAG3’ 166pb
5'GAGGAGGGATTTGAATTAZ

5'GGCAACAAAGCAAGACTGTCTCZ
NFkB (rs17032705) A>G Biotina-5’CAGTGCTGCCAGTGTTCTATTTC3’ 200pb
5'GGTGAACACGTTTAACCTAZ

Biotina-5’"GCCACACAGACACTCACAGACGT3
LGALS2 (rs7291467) A>G 5AGGGAGCCATCTCCTGATGCZ 74pb
5CCTGATGCTTGGTGTTAZ

5CCATTTTGTTATTTTCCAGGAAGA3’
VCAM1 (rs3176878) C>T  Biotina-5TGGCAGGTATTATTAAGGAGGATG3’ 97pb
5’GGAAGAGAAAACAACAAAZ’

5GTGGAGGAGCTGGGACTTTCZ
ICAM1 (rs281432) C>G Biotina-5"TTCCAGTAAATCCAGCCTTCAGC3 99pb
5'GGAGTCATGGAGGGT3Z

O protocolo inicial de otimizacdo da PCR foi correspondente a Pyromark
PCR Master Mix, CoralLoad Concentrate, 200nM de cada iniciador, 10ng de DNA
em uma reacao com volume final de 25pl.

Para determinar a temperatura de hibridizagc&o dos iniciadores foi realizado
um gradiente de temperatura onde, varia-se a temperatura de desnaturacéo (Tp,).
E, para escolha da melhor temperatura de hibridizacdo, foi realizada uma corrida
eletroforética dos produtos da PCR em gel de agarose 1%.

A figura 3 representa um exemplo de um experimento avaliando o
gradiente de temperatura para amplificacdo do gene LGALS2 na otimizag¢ao para
0 pirosequenciamento. A seta indica o fragmento que apresentou uma melhor

amplificacdo, que se traduziu em um fragmento Unico, sem o0 aparecimento de

31



bandas inespecificas acima ou abaixo e de intensidade forte e homogénea que foi
a coluna 5. Neste caso, a melhor temperatura de hibridizag&o foi de 66°C.

Figura 3 — Fotografia do gel de agarose a 1% do produto da PCR com gradiente de temperatura
de hibridizag&do (TH) do gene LGALS2. M: marcador de tamanho molecular de DNA de 100 pares
de bases (pb). 2: produto da PCR com TH 60°C. 3: produto da PCR com TH 62°C. 4: produto da
PCR com TH 64°C. 5: produto da PCR com TH 66°C. 6: produto da PCR com TH 68°C

A tabela 3 resume as condi¢cfes otimizadas e amplificacdo pela PCR para

os polimorfismos estudados.

Tabela 3 — Condi¢cfes de amplificacdo pela PCR para os polimorfismos dos genes LIGHT, LTA,
MMP9, E-SELECTINA, NFKB, LGALS2, VCAML1 e ICAML1.

Polimorfismo Desnaturacao Hibridacao Extenséo Ciclos
LIGHT A>G 94°C/30seg 60°C/30seg 72°C/30seg 45
LIGHT C>T 94°C/30seg 61°C/30seg 72°C/30seg 45
LTa C>T 94°C/30seg 61°C/30seg 72°C/30seg 45
LTa A>C 94°C/30seg 61°C/30seg 72°C/30seg 45
MMP9 A>G 94°C/30seg 61°C/30seg 72°C/30seg 45
E-SELECTINA C>T 94°C/30seg 61°C/30seg 72°C/30seg 45
NFkB A>G 94°C/30seg 61°C/30seg 72°C/30seg 45
LGALS2 A>G 94°C/30seg 66°C/30seg 72°C/30seg 45
VCAM1 C>T 94°C/30seg 60°C/30seg 72°C/30seg 45
ICAM1 C>G 94°C/30seg 62°C/30seg 72°C/30seg 45

O protocolo para reagdao de pirosequenciamento consiste em purificacdo

dos produtos da PCR, isolamento da fita (do produto da PCR) sintetizada com o

iniciador marcado com a biotina, mistura através do sistema a vacuo dos produtos
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purificados com os reagentes de pirosequenciamento (&lcool 70%, solucdo de
desnaturacdo e tampao de lavagem), adicdo dos nucleotideos de acordo com a
ordem de dispensacao criada pelo programa PyroMark Assay Desing 2.0 e,
captura do sinal fluorescente pelo sistema a cada adicao de nucleotideos.
3.5. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA
3.5.1. EXTRACAO DO RNA TOTAL
O RNA (&cido ribonucleico) de leucdcitos totais dos 91 individuos incluidos
no estudo foi extraido no equipamento QlAcube® (QIAGEN, GmbH, Alemanha)
utilizando o QlAamp® RNA Blood Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Alemanha),
imediatamente apos a colheita de sangue periférico, seguindo as orienta¢des do
fabricante. A quantificacdo e andélise do grau de pureza (relagdo Azeo/Azso) do RNA
obtido foi realizada no NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific Inc. Wilmington, EUA). Foram utilizadas somente preparacfes de RNA
que apresentaram valores da relacdo Agso/Azgo entre 1,8 e 2,0 (Sambrook e
Russel, 2001).
3.5.2. ANALISE DA EXPRESSAO DO mRNA PELA RT
SEGUIDA DA PCR EM TEMPO REAL

A quantificacdo da expressdo do mRNA dos genes LIGHT, LTa, MMP9,
NFkB, LGALS2, ICAM1 e VCAML foi realizada por transcricdo reversa do mRNA
seguida de PCR (RT-gPCR) em tempo real, utilizando o sistema de amplificacdo
TagMan Two Step RT-PCR (Life Technologies, Forest City, USA).

A primeira etapa consiste da sintese de cDNA (4cido desoxirribonucleico
complementar) a partir de 200ng de RNA, na presenca de 200ng de iniciadores
aleatorios (random primers), DTT 20mM (Life Technologies, Forest City, USA),
200uM dNTP (Amersham-Pharmacia Biotech do Brasil, Brasil), 10.000U de
transcriptase reversa (SuperScript™ I RT RNase H) e tampdo RT (Tris-HCl
250mM pH 8,3, KCI 375mM, MgCl, 15mM) (Life Technologies, Forest City, USA).
A mistura foi incubada por 10 min a 25°C, seguida de 50 min a 42°C e 15 min a
70°C. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até a realizacdo da gPCR.

Na segunda etapa, o cDNA de cada gene foi amplificado pela PCR em
tempo real, utilizando-se iniciadores e sondas de detec¢do marcadas com FAM
adquiridos no formato “TagMan® Gene Expression Assay” (Life Technologies,

Forest City, USA) que contém os iniciadores e a sonda de cada gene prontos para
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serem utilizados e identificados pelos nimeros de catadlogo de acordo com a
tabela 4.

Tabela 4 - Numero de catalogo dos ensaios utilizados (iniciadores + sondas).

Gene Numero de Catalogo
LIGHT Hs00542477_m1
MMP9 Hs00957562_m1
LTa Hs00608020_g1
NFkB Hs00231653_m1
ICAM1 Hs00164932_m1
VCAM1 Hs00174239_m1
LGALS2 Hs00197810_m1
GAPDH Hs00266705 g1

Os demais reagentes da PCR foram: solucdo denominada Master Mix
(MgCl, 25mM, dNTPs 10mM, AmpErase™ UNG 30U, enzima AmpliTaq Gold 150U
e tampao da reacado) (Life Technologies, Forest City, USA). Para uso, essa
solucéo foi diluida 2 vezes. O volume final foi de 10ul por reacdo e 0s ensaios
foram realizados em duplicata.

O programa da PCR em tempo real foi constituido de: (1) um ciclo de 2 min
a 50°C (ativacdo da UNG); (2) um ciclo de 10 min a 95°C (inativacdo da UNG); (3)
40 ciclos de 15s a 95°C (desnaturacédo) e 1 min a 60°C (hibridizag&o e extensao).

Os sinais de fluorescéncia emitidos pelos fluoréforos das sondas TagMan
foram detectados pelo equipamento ABI Prism 7500 FAST (Life Technologies,
Forest City, USA). Os dados foram analisados utilizando o programa System SDS
Software (Life Technologies, Forest City, USA) que geram curvas semi-
logaritimicas dos sinais de amplificacdo. Esse programa fornece o parametro ciclo
em que o sinal de florescéncia é significativo, denominado ciclo treshold (C))
(Bustin e Mueller, 2005). Para cada amostra de cDNA, o C; de cada gene foi
registrado e comparado com o0 gene da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) que foi utilizado como controle endégeno.

A escolha do controle enddgeno foi feita avaliando 6 genes diferentes
(GAPDH, B2M (beta 2-microglobulina), HPRT1 (hipoxantina

fosforobosiltransferase 1), SDHA [complexo da succinato desidrogenase,
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subunidade A, flavoproteina (Fp)]; UBC (ubiquina C) e HMBS (hidroximetilbilane
sintase)) em uma amostragem de cDNAs que incluiram pacientes randomizados
entre caso e controle. Apés a PCR em tempo real, os dados foram analisados no
programa geNorm (Primer Design Ltd.). O gene com menor variagdo entre as
amostras foi o GAPDH.

A quantidade de cDNA utilizada nos ensaios foi otimizada a partir de curva-
padrdo que permite avaliar a linearidade da amplificacdo bem como a eficiéncia
da mesma. Para essa finalidade, foram utilizadas diluicbes seriadas (1:4, 1:16;
1:64 e 1:256) de cDNA e os respectivos C; foram plotados em graficos que
permitem verificar a relagdo entre essas duas variaveis (C; x log da diluicdo de
cDNA).

A eficiéncia da reacédo foi calculada de acordo com a inclinacdo da curva
gerada pela seguinte formula: E= 10°-1 x 100, onde a é a inclinacdo da curva.
Segundo Livak e Schmittgen (2001), para a PCR em tempo real, ter alta eficiéncia
(90% a 110%), a inclinacdo (do inglés slope) da curva-padrdo deve ser proximo
de -3,3. Quando esses critérios ndo sdo atendidos, € preciso verificar as
concentracbes de iniciadores e sondas de outras curvas-padrdo (Livak e
Schmittgen, 2001).

Na tabela 5, estdo apresentados os resultados de inclinacdes (slopes) das

curvas e as respectivas eficiéncias dos ensaios.

Tabela 5 - Valores de inclinacdo da curva e eficiéncia dos ensaios de RT-PCR em tempo real.

Gene Inclinacdo da Curva Eficiéncia
LIGHT -3.39 97%
MMP9 -3.32 100%
LTA -3.32 100%
NFkB -3.31 100%
ICAM1 -3.10 109%
VCAM1 -3.12 109%
LGALS2 -3.40 97%
GAPDH -3.36 98%

Os valores de C; obtidos nos ensaios foram utilizados para o calculo da

expressdo relativa de mRNA de cada gene alvo em relacdo & do GAPDH
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(controle enddgeno). Essa relagdo € denominada Delta C; (AC;) e sera calculada
pela férmula:
ACI: (Ct gene alvo ~ Ct controle endégeno )

—ACt
)

Os dados de AC;foram transformados em escala logaritima (2 para a

analise dos dados.

3.6. ANALISE DAS CITOCINAS
3.6.1. DOSAGEM DAS CITOCINAS PELO SISTEMA
LUMINEX

As amostras de soro dos 91 individuos incluidos no estudo foram obtidas a
partir do sangue total periférico colhido em tubo com ativador de coagulo e gel
separador. As amostras foram estocadas & temperatura ambiente por 30 minutos
para coagular e, em seguida, foram centrifugadas a 1000xg por 10 minutos a
25°C e o soro foi estocado a -20°C.

A dosagem de MMP9, sICAM1, sVCAM1 e seE-SELECTINA foram dosadas
utilizando o MILLIPLEX ™ Human Cardiovascular Disease (CVD) Panel 1 kit
(Millipore, Missouri, USA) no equipamento LUMINEX® 200™ System (Luminex
Corporation, Austin, USA).

3.7. CONTROLE DE QUALIDADE DAS REAGOES

As amplificacbes realizadas pela PCR foram monitorizadas utilizando-se
controle de reagentes (tubo no qual foram adicionados todos o0s reagentes para a
reacao de amplificacdo, exceto, a amostra de DNA ou cDNA) em cada conjunto
de reacdes. Os ensaios de PCR em tempo real e LUMINEX foram feitos em
duplicata.

3.8. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados foram analisados através do software SPSS 15 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA) e o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Os dados referentes ao estudo do equilibrio de ligacdo, D’, os valores da
frequéncia alélica bem como o teste de qui-quadrado (x?) e p valor, para essas
variaveis, foram obtidos através do programa Haploview 4.2 (Broad Institute,
Cambridge, USA).

Para comparar as frequéncias das variaveis qualitativas foi realizado o

teste de qui-quadrado (X?).
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Antes de efetuar os testes de comparacdes das varidveis quantitativas,
avaliou-se se o0s dados seguiam uma distribuicdo normal pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para dados paramétricos foi utilizado o teste t de Student
ou ANOVA. Para dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Mann-Whitney
ou Kruskal-Wallis

O teste Tukey foi utilizado para as comparacdes multiplas nos teste de

ANOVA, considerando 95% de intervalo de confianca.
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4. RESULTADOS
4.1.  CASUISTICA
4.1.1. GRUPO COM INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO
(IAM)

Inicialmente foram selecionados 52 pacientes com infarto agudo do
miocardio, 2 destes ndo preencheram os critérios de inclusdo. Nao foi possivel
obtencdo da amostra bioldégica em 2 pacientes devido a uso de contraste e 1
apresentou alteragbes hormonais (T4 livre e/ou TSH aumentados). Sendo assim, o
grupo 1AM foi composto por 47 individuos.

4.1.2. GRUPO SEM INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO
(SIAM)

Inicialmente foram selecionados 48 pacientes sem infarto agudo do
miocardio, 2 destes apresentaram alteracdées hormonais (T4 livre e/ou TSH
aumentados). Sendo assim, o grupo SIAM foi composto por 46 individuos.

4.1.3. DADOS BIODEMOGRAFICOS

Na tabela 6 estdo representadas as caracteristicas biodemograficas dos
individuos do grupo IAM e SIAM. Foram incluidos no estudo 93 individuos, sendo
47 1AM e 46 SIAM, de ambos os sexos com idades entre 45 e 90 anos.

Houve uma maior frequéncia de homens caucasianos nos dois grupos o
gue indica que diferentes etnias e 0 sexo podem influenciar no desenvolvimento e
progresséo da doencga aterosclerética (p>0,05).

A meédia de idade foi maior no grupo IAM do que no SIAM néao
apresentando dados estatisticamente significativos.

Os individuos de ambos o0s grupos apresentaram fatores de risco classicos
(hipertensédo, obesidade, diabetes mellitus, tabagismo, sedentarismo e consumo
de alcool) para o desenvolvimento de doenca ateroscleratica.

O nuamero de obesos em ambos os grupos foi relativamente pequeno nao
apresentando dados estatisticamente significativos. Apesar do pequeno numero
de obesos, vale ressaltar que muitos dos individuos estavam com sobrepeso (IMC
25 a 29kg/m?) e 0 aumento do IMC é um fator de risco independente para IAM.

O grupo IAM foi composto por 46 individuos hipertensos e 1 normotenso
totalizando os 47 individuos deste grupo enquanto que o grupo SIAM foi
composto por 36 hipertensos e 10 normotensos. Apesar de nao ter apresentado
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dados estatisticamente significativos (p>0,05), a hipertensdo é um fator de risco
independente para doencga cardiovascular.

A maioria dos individuos ndo eram diabéticos porém o grupo IAM foi
composto por mais diabéticos que o SIAM confirmando o papel da diabetes na
progresséao e desenvolvimento da doenca aterosclerética.

Apesar do pequeno numero de fumantes, vale ressaltar que muitos dos
individuos eram ex-fumantes o que pode justificar o desenvolvimento da doenca.

A pratica de atividade fisica no grupo IAM foi maior que no grupo SIAM
porém ndo apresentou valores estatisticamente significativos (p>0,05). Apesar da
maioria dos individuos serem sedentéarios, o0 nimero de obesos é pequeno.

O consumo de alcool foi minimo nos dois grupos e, a maioria consumidora

encontra-se no grupo IAM.

Tabela 6 - Caracteristicas biodemogréaficas dos individuos do grupo IAM (infarto agudo do
miocérdio) e SIAM (sem infarto do agudo do miocardio).

Parametros 1AM (47) SIAM (46) p

Genero Masculino 53% (33) 47% (29) 0,463
Caucasianos 55% (41) 45% (34) 0,235
Idade (anos) 64111 61+10 0,142
Obesidade (IMC >30kg/m?) 42% (10) 58% (14) 0,539
Hipertensao 31% (46) 54% (36) 0,825
Diabetes 62% (16) 39% (10) 0,208
Tabagistas 52% (11) 48% (10) 0,536
Sedentarismo 44% (25) 56% (32) 0,512
Consumo de alcool 58% (11) 42% (8) 0,290

Nota: nimero de individuos entre parénteses. As variaveis continuas sdo apresentadas como
média * desvio padrdo, comparadas por teste t. Variaveis categoéricas foram comparadas por qui-
quadrado (X°). IAM: infarto agudo do miocardio; SIAM: sem infarto agudo do miocardio; IMC:
indice de massa corporea. * valores estatisticamente significativos. Os individuos com pressao
arterial igual ou superior a 140x90mmHg e/ou que fazem uso de medicacdo anti-hipertensiva,
foram considerados hipertensos (Junior, 2006). Individuos que fazem uso de hipoglicemiantes
orais ou que recebem terapia com insulina ou que apresentaram valores de glicose plasmatica de
jejum igual ou superior a 126mg/dL foram considerados diabéticos ((Who), 2006). Os individuos
tabagistas ativos ou que fumaram no ano anterior a inclusdo na pesquisa foram considerados
tabagistas (Silva, Sousa et al., 1998).

Na tabela 7 esta representado o perfil lipidico, bioquimico e hematoldgico
dos individuos do grupo IAM e SIAM. Foram incluidos no estudo 93 individuos,
sendo 47 IAM e 46 SIAM, de ambos os sexos com idades entre 45 e 90 anos.

Os valores glicémicos foram maiores no grupo IAM quando comparados
com o SIAM néo apresentando valores estatisticamente significativos.

Apesar do colesterol total, HDL-c, LDL-c, VLDL-c, triacilglicerol e Apo B néo

terem apresentado diferencas estatisticamente significativas dos valores séricos
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entre os grupos (p>0,05), sdo considerados fatores de risco para DAC. Tem-se
que levar em consideragéo que os individuos faziam uso de hipolipemiantes.

As concentracdes séricas de Apo A do grupo IAM foi de 126mg/dL e do
grupo SIAM foi de 142mg/dL e apoés a transformacéo dos valores apresentaram
valores aproximados porém foram estatisticamente significativos. Acredita-se que
0S grupos apresentaram esse perfil devido ao uso de hipolipemiantes.

Os demais exames de triagem como: ALT, AST, ureia, creatinina, PCRus,
leucdcitos e plaquetas ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos
(p>0,05). Esperava-se que as concentragfes séricas das enzimas hepéticas ALT
e AST fossem mais altas no grupo IAM ja que estas se encontram elevadas no
infarto. Acredita-se que esse perfil deve-se a administracdo de medicamentos no
PS do IDPC. Para excluir a presenca de doenca hepatica, foi realizada a razéao
AST/ALT e, todos apresentaram valores dentro dos padrdes de referéncia normal
(<2,0).

As concentracdes seéricas de ureia e creatinina foram maiores no grupo
IAM quando comparado com o grupo SIAM ndo apresentando valores
significativos. Apesar aumento da concentracdo sérica de ambas as enzimas,
todos os individuos apresentaram valores dentro dos padrfes de referéncia

normal para pacientes com SCA.
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Tabela 7 - Perfil lipidico, bioquimico e hematoldgico dos individuos do grupo IAM (infarto agudo do
miocardio) e SIAM (sem infarto do agudo do miocardio).

Parametros 1AM (47) SIAM (46) p
Perfil Lipidico e Bioquimico

Glicemia (mmol/L) 6,3+2,0 6,1+2,4 0,432
Colesterol Total (mmol/L) 5,0+2,0 5,0+1,4 0,721
HDL — C (mmol/L) 1,1+0,3 1,2+0,3 0,142
LDL — C (mmol/L) 2,814 3,0£1,2 0,448
VLDL — C (mmol/L) 1,0+1,0 1,0+0,7 0,777
Triacilglicerol (mmol/L) 2,3+2,3 2,0+1,5 0,806
Apo A (g/L) 1,3+0,2 1,4+0,3 0,002
Apo B (g/L) 1,0+0,4 1,0+0,3 0,538
AST (uKat/L) 0,540,3 0,5+0,3 0,139
ALT (uKat/L) 0,740,5 0,7+0,4 0,560
Ureia (mmol/L) 7,1£3,0 6,5+2,0 0,551
Creatinina (umol/L) 104+30 95+33 0,083
PCRus (mg/L) 9,6+19,8 3,8+4,0 0,948
Perfil Hematol6gico

Leucdcitos (10 */mL) 7,7+2,0 7,3+2,1 0,323
Plaquetas (10 3/pL) 242+68 225463 0,223

Nota: nimero de individuos entre parénteses. As variaveis continuas sdo apresentadas como
média + desvio padrdo, comparadas por teste t ou por testes ndo paramétricos de Mann-Whitney. IAM:
infarto agudo do miocéardio; SIAM: sem infarto agudo do miocéardio; HDL-C: colesterol da
lipoproteina de alta densidade; LDL-C: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; VLDL-C:
colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade; APO A: apolipoproteina A; APO B:
apolipoproteina B. T4 livre: fracao livre da tiroxina; TSH: hormdnio estimulante da tireoide; AST:
aspartato aminotransaminase; ALT: alanina aminotransaminase.

4.2, GENOTIPAGEM

Foi realizada a genotipagem de 83 individuos. Algumas das amostras de
DNA obtidas apresentaram valores da relacdo Ajso/Azgo <1,8 ou >2,0 e por isso
nao foram utilizadas na técnica de genotipagem.

O equilibrio de Hardy-Weinberg esta representado na tabela 8.

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos Lys178Glu e
111+36C>T de LIGHT, GIn279Arg de MMP9, -9-198A>G e Thr60Asn de LTaq,
6+3279C>T de LGALS2, Asp693Asp de VCAM1, 332-3499C>G de ICAMLI,
Hys468Tyr de E-SELECTINA e 8+10029G>A de NFkB encontram — se na tabela
9.

O equilibrio de Hardy-Weinberg caracteriza que os resultados mostraram
validade amostral.

As distribuicbes foram similares para os polimorfismos Lys178Glu e
111+36C>T de LIGHT, GIn279Arg de MMP9, -9-198A>G e Thr60Asn de LTaq,
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6+3279C>T de LGALS2, Asp693Asp de VCAM1, 332-3499C>G de ICAMLI,
Hys468Tyr de E-SELECTINA e 8+10029G>A de NFkB (p>0,05) portanto os
polimorfismos selecionados apresentaram auséncia de associagdo com SCA na
populacao deste estudo.

Os dados referentes ao estudo do equilibrio de ligacdo estdo
representados na tabela 10 e figura 3. Através do programa Haploview 4.2
(Broad Institute, Cambridge, USA) foi feita a andélise dos polimorfismos Lys178Glu
e 111+36C>T de LIGHT e -9-198A>G e Thr60Asn de LTa e, foi possivel observar
que os polimorfismos de LIGHT estdo em equilibrio de ligacdo, ou seja, o
genaotipo do cromossomo em um loco € independente de seu gendtipo em outro
sendo assim, ndo houve relacdo do haplétipo avaliado. Enquanto que os
polimorfismos de LTa estdo em desequilibrio de ligacdo, ou seja, existe uma
associacdo nao aleatoria entre o gendtipo do cromossomo em um loco e seu

genaotipo em outro.

Tabela 8 - Equilibrio de Hardy-Weinberg para os polimorfismos estudados.

GRUPOS
IAM SIAM
LIGHT Lys178Glu p>0,05 p>0,05
LIGHT 111+36 C>T p>0,05 p>0,05
LTA -9-198 A>G p>0,05 p>0,05
LTA Thr60Asn p>0,05 p>0,05
MMP9 GIn279Arg p>0,05 p>0,05
E-SELECTINA Hys468Tyr p>0,05 p>0,05
NFkB 8+10029 G>A p>0,05 p>0,05
LGALS2 6+3279 C>T p>0,05 p>0,05
VCAM1 Asp693Asp p>0,05 p>0,05
ICAM 332-499 C>G p>0,05 p>0,05

NOTA: Dados analisados no programa HAPLOVIEW.
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Tabela 9 - Distribuicdo da frequéncia alélica e genotipica dos SNPs Lys178Glu, 111+36C>T do
gene LIGHT; GIn279Arg, do gene MMP9; -9-198A>G, Thr60Asn do gene LTA; 26+3279C>T do
gene LGA; Asp693Asp do gene VCAM; 332-3499C>G do gene ICAM, Hys468Tyr do gene E-

SELECTINA; e 8+10029G>A do gene NFKB.

Polimorfismos Gendbtipos Alelos

LIGHT Lys178Glu GG AG + AA G A
IAM (37) 45% (34) 43% (3) 94% (85) 6% (5)
SIAM (46) 55% (41) 57% (4) 96% (71) 4% (3)

X*=0,016 (1gl, p=0,900)

X>=0,197 (1gl, p=0,657)

LIGHT 111+36 C>T cc CT+TT C T
IAM (37) 45% (25) 44% (12) 84% (77) 16% (15)
SIAM (45) 55% (31) 56% (15) 82% (61) 18% (13)

X*=0,000 (1gl, p=0,986)

X°=0,047 (1gl, p=0,829)

LTA -9-198 A>G T TC + CC T c
IAM (37) 35% (13) 52% (24) 74% (68) 26% (24)
SIAM (46) 65% (24) 48% (22) 62% (46) 38% (28)

X>=2,410 (1gl, p=0,121)

X’=2,63 (1gl, p=0,104)

LTA Thr60Asn cc CA + AA C A
IAM (37) 34% (13) 53% (24) 75% (69) 25% (23)
SIAM (46) 66% (25) 47% (21) 62% (46) 38% (28)

X°=3,049 (1gl, p=0,081)

X°=3,176 (1gl, p=0,075)
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MMP9 GIn279Arg AA GA + GG A G
IAM (37) 40% (19) 50% (18) 77% (71) 23% (21)
SIAM (46) 60% (28) 50% (18) 68% (50) 32% (24)

X*=0,756 (1gl, p=0,384)

X’= 1,915 (1gl, p=0,166)

E-SELECTINA

cc CT+TT C T
Hys468Tyr
IAM (37) 45% (28) 43% (9) 83% (76) 17% (16)
SIAM (46) 55% (34) 57% (12) 85% (63) 15% (11)

X?>=0,034 (1gl, p=0,854)

X?>=0,194 (1gl, p=0,661)

NFKB 8+10029 G>A GG AG + AA G A
IAM (37) 35% (11) 50% (26) 64% (59) 36% (33)
SIAM (46) 65% (20) 50% (26) 57% (42) 43% (32)

X’= 1,656 (1gl, p=0,198)

x’= 0,936 (1gl, p=0,333)

LGALS2 6+3279 C>T GG GA + AA G A
IAM (37) 36% (9) 50% (28) 57% (50) 43% (38)
SIAM (44) 64% (16) 50% (28) 53% (39) 47% (35)

X’= 1,365 (1gl, p=0,243)

X’=0,275 (1gl, p=0,6)
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VCAM1 Asp693Asp cc CT+TT C T

IAM (37) 44% (30) 50% (7) 92% (83) 8% (7)
SIAM (45) 56% (38) 50% (7) 89% (66) 11% (8)
Xx°=0,162 (1gl, p=0,687) X°=0,45 (1gl, p=0,503)
ICAM 332-499 C>G GG CG + CC G C
IAM (37) 33% (8) 49% (29) % (50) % (42)
SIAM (46) 67% (16) 51% (30) % (35) % (39)
X>=1,728 (1gl, p=0,189) x’= 0,816 (1gl, p=0,366)

Nota: nimero de individuos entre parénteses. IAM: Infarto Agudo do Miocardio; SIAM: Sem Infarto

Agudo do Miocardio; xz: qui-quadrado; gl: grau de liberdade. * valores estatisticamente
significativos.

(A) (B)
o =
2 s -
o (1] N =t
L -— = =
=T [y} =] —
=t Lo} ;] ;]
(] [gad] o o
L &0
Elock 1 (0 kh}
1 2
1 2
0

Figura 4 - Blocos haplotipicos dos genes LIGHT (A) e LTa (B). Numero dentro do losango
representa o valor de r2.
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Tabela 10 - Blocos haplotipicos dos genes LIGHT e LTa e frequéncia de associacdo entre 0s

grupos IAM e SIAM.

Posi¢ao D'

Freqiiéncia Freqiiéncia

2 -
Gene SNPs cromossOémica R Haplétipos (1AM) (SIAM) P
rs344560 6665020 - - -
LIGHT* 0,055 0,001
rs2291668 6669934 - - -
rs909253 31540313 TC 74% 0,105
LTa 1,0 0,972
rs1041981 31540784 CA 26% 0,075

*Os SNPs estudados do gene LIGHT néo formaram blocos haplotipicos.

4.3. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA
Foi realizada a analise da expressdo dos genes LIGHT, LTa, MMP9,
ICAM1, VCAM1, LGALS2 e NFKB em 88 individuos sendo 46 IAM e 42 SIAM.

Algumas das amostras de mRNA obtidas apresentaram valores da relacao

Azeo/A2s0 <1,8 ou >2,0 e por isso ndo foram utilizadas no estudo da expressao

génica.

Na tabela 11 e figuras 5 e 6 estdo representadas as medias e medianas

da expressdo do mRNA dos genes acima citados nos grupos IAM e SIAM.

N&o houve diferenca estatistica na expressado génica para LIGHT, MMP9,
ICAM1, VCAM1, LGALS2 e NFkB (p>0,05) entre o grupo de IAM e controle mas

foi significativa para LTa (p<0,05).

Tabela 11 - Expressdo de mRNA dos genes LIGHT, LTa, MMP9, ICAM1, VCAM1, LGALS2 e
NFkB em células do sangue periférico dos grupos IAM (infarto agudo do miocéardio) e SIAM (sem

infarto do agudo do miocardio).

GRUPOS
IAM (46) SIAM (42) p
LIGHT 0,0174+0,0161 11,0446+71,4197 0,095
LTa 0,0023+0,0024 0,4624+2,9781 0,019*
MMP9 1,8392+10,6089 76,2988+492,4370 0,116
ICAM1 0,0320+0,0961 0,0186+0,0132 0,904
VCAM1 0,0006+0,0023 0,0587+0,3411 0,761
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LGALS2 0,1376+0,2765 38,6744+240,8590 0,449

NFkB 0,0701+0,0704 14,7511+92,8334 0,130

Nota: nimero de individuos entre parénteses. IAM: infarto agudo do miocardio; SIAM: sem infarto
agudo do miocardio. Variaveis continuas sdo apresentadas como média + desvio padrdo e foram
comparadas por testes ndo paramétricos de Mann-Whitney.
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Figura 5 — Representacdo grafica da expressdo do mRNA dos genes LIGHT, LTa, ICAM1, VCAM1, LGALS2 e
NFkB em células do sangue periférico dos grupos IAM (infarto agudo do miocardio) e SIAM (sem infarto do agudo
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Figura 6 — Representacdo grafica da expressdo do mRNA do gene MMP9 em células do sangue periférico dos

grupos IAM e SIAM. NOTA: * valores fora do intervalo inter-quartis; ° valores extremos.

4.4. ANALISE DAS CITOCINAS SOLUVEIS NO SORO

Foi realizada a dosagem das formas solluveis no soro de MMP9, ICAML1,
VCAML1 e E-SELECTINA em 75 individuos sendo 34 IAM e 41 SIAM. Algumas
amostras de soro apresentaram hemolise e/ou formacédo de fibrina e, segundo o
fabricante do kit utilizado, esses dois fatores podem causar interferéncias nos
resultados portanto, tais amostras, ndo foram utilizadas.

Na tabela 12 e figura 7 estdo representadas as médias e medianas da
dosagem das citocinas acima citadas nos grupos IAM e SIAM.

Nao houve diferenca estatistica para nenhuma das formas soluveis
estudadas (MMP9, ICAM1, VCAML1 e E-SELECTINA) (p>0,05).

E possivel observar que os valores da forma soltvel de MMP9 sdo maiores
no grupo IAM enguanto que as demais formas sollveis estudadas estdo maiores
no grupo SIAM, mas estatisticamente nao significante.

Tabela 12 — Dosagem das formas sol(veis no soro de MMP9, ICAM1, VCAM1 e E-SELECTINA
dos grupos IAM (infarto agudo do miocardio) e SIAM (sem infarto do agudo do miocardio).

GRUPOS
IAM (34) SIAM (41) p
MMP9 (ng/mL) 202642121 1868+1565 0,965
ICAM1 (ng/mL) 357+138 411221 0,220
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VCAM1 (ng/mL) 23804699 255421201 0,457

E-SELECTINA (ng/mL) 11084 118498 0,704

Nota: nimero de individuos entre parénteses. Variaveis continuas sao apresentadas como média
+ desvio padrdo e, comparadas por teste t ou por testes ndo paramétricos de Mann-Whitney. 1AM:
infarto agudo do miocardio; SIAM: sem infarto agudo do miocardio.
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Figura 7 — Representacdo gréafica das dosagens das formas sollveis no soro de MMP9, ICAM1, VCAML1 e E-
SELECTINA dos grupos IAM (infarto agudo do miocéardio) e SIAM (sem infarto do agudo do miocardio). NOTA:
* valores fora do intervalo inter-quartis; © valores extremos.

4.5 ASSOCIACAO DOS EFEITO DOS POLIMORFISMOS NOS
PARAMETROS BIOQUIMICOS E SOCIO DEMOGRAFICOS
Foi realizado o estudo de associagdo dos gendtipos com o0s parametros
sécio demograficos e parametros bioquimicos para os polimorfismos Lys178Glu e
111+36C>T de LIGHT, GIn279Arg de MMP9, -9-198A>G e Thr60Asn de LTaq,
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6+3279C>T de LGALS2, Asp693Asp de VCAM1, 332-3499C>G de ICAMLI,
Hys468Tyr de E-SELECTINA e 8+10029G>A de NFkB no grupo IAM e SIAM.

As distribuicbes para hipertensdo, diabetes, consumo de &alcool e
sedentarismo foram similares para todos os polimorfismos estudados nos dois
grupos.

Foi possivel observar que 57% dos obesos do grupo IAM séo portadores
do gendtipo GG e 67% dos ndo obesos sado portadores do gendtipo AG, ambos
para o polimorfismo 8+10029G>A de NFkB (p<0,05) enquanto que 57% dos
obesos do grupo SIAM sao portadores do genoétipo GG e 52% dos ndo obesos
sdo portadores do gendtipo CG, ambos para o polimorfismo 332-3499C>G de
ICAML1 (p<0,05). As distribuicdes para obesidade foram similares para os demais
polimorfismos estudados nos dois grupos.

Ao associar 0s genétipos em individuos tabagistas observou-se que 60%
dos fumantes do grupo IAM sédo portadores do genotipo GG e, 60% dos nédo
fumantes sdo portadores do gendtipo GA (p<0,05) enquanto que 80% dos
fumantes do grupo SIAM sé&o portadores do genétipo GA e 41% dos ndo fumantes
sdo portadores do genétipo GG ambos para o polimorfismo 6+3279C>T de
LGALS2. As distribuicbes para tabagismo foram similares para os demais
polimorfismos estudados nos dois grupos.

Na figura 8 esta representada a variacdo dos niveis séricos, do grupo IAM,
de colesterol total em relacdo aos gendtipos dos polimorfismos Thr60Asn e -9-
198A>G de LTa e de ureia para o polimorfismo Hys468Tyr de E-SELECTINA. E
possivel observar que, as concentracdes séricas de colesterol total sGo maiores
para individuos portadores do gendtipo AA para o polimorfismo Thr60Asn e do
gendtipo CC para o polimorfismo -9-198A>G ambos de LTa em relagdo aos
demais gendtipos. Os individuos portadores do genétipo CC para o polimorfismo
Hys468Tyr de E-SELECTINA possuem concentragdes séricas de ureia maiores
quando comparado com os demais genotipos.

Na figura 9 estd representada a variagdo dos niveis séricos, do grupo
SIAM, de AST em relacdo ao gendtipo do polimorfismo 332-3499C>G de ICAM1,
de ureia para o polimorfismo Hys468Tyr de E-SELECTINA, de colesterol total,
LDL-c e Apo B para o polimorfismo 332-3499C>G de ICAM1 e de LDL-c para o
polimorfismo 111+36C>T de LIGHT.
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E possivel observar que os portadores do genétipo CC para o polimorfismo
332-3499C>G de ICAM1 possuem concentracfes séricas de AST maiores
quando comparadas com os demais genotipos.

Os portadores do gendtipo CC para o polimorfismo Hys468Tyr de E-
SELECTINA possuem concentracdes séricas de ureia maiores que 0s demais
genotipos.

As concentracdes séricas de colesterol total, LDL-c e Apo B sdo maiores
nos individuos portadores do gendtipo CC para o polimorfismo 332-3499C>G de
ICAM1 quando comparadas com 0s demais genotipos.

Os valores séricos de LDL-c sdao maiores nos individuos portadores do
genadtipo CC para o polimorfismo 111+36C>T de LIGHT quando comparados com
os demais genotipos.

N&o houve diferenca estatistica para os outros polimorfismos estudados

em nenhum dos dois grupos.
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Figura 8 — Representacéo gréafica da variagdo dos valores séricos de colesterol total em relagdo ao gendtipo
para o polimorfismo Thr60Asn (A) e -9-198A>G (B) de LTa e de ureia para o polimorfismo Hys468Tyr de E-
SELECTINA (C) do grupo IAM.
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Figura 9 - Representacao grafica da variacdo dos valores séricos de AST em relagdo ao geno6tipo para o polimorfismo 332-
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4.6 EFEITO DOS POLIMORFISMOS NA EXPRESSAO GENICA E

DOSAGEM DAS FORMAS SOLUVEIS NO SORO

Foi realizado o estudo de associacdo dos genotipos dos polimorfismos
Lys178Glu e 111+36C>T de LIGHT, GIn279Arg de MMP9, -9-198A>G e Thr60Asn
de LTa, 6+3279C>T de LGALS2, Asp693Asp de VCAM1, 332-3499C>G de
ICAM1, Hys468Tyr de E-SELECTINA e 8+10029G>A de NFKB com a expressao
génica de LIGHT, MMP9, ICAM, VCAM, NFkB, LTa, LGALS2 e dosagem das
formas soluveis no soro de MMP9, VCAM, ICAM e E-SELECTINA nos individuos
dos grupos IAM e SIAM.

Os individuos do grupo SIAM portadores do genoétipo GA para o
polimorfismo 6+3279C>T de LGALS2 apresentaram aumento da expressao de
LGALS2 e NFkB quando comparados com os demais gendétipos (p<0,05). Ja os
individuos, do mesmo grupo, portadores do gendtipo AG para o polimorfismo
8+10029G>A de NFkB apresentaram aumento da expressao de LGALS2, NFkB e
MMP9 gquando comparado com os demais genotipos (p<0,05).

Houve um aumento da forma solivel de MMP9 nos individuos do grupo
SIAM portadores do genétipo GA para o polimorfismo 6+3279C>T de LGALS2
quando comparado com os demais genotipos.

Na figura 10 esta representada a variagcdo da expressao génica de ICAM,
NFkB, LGALS2 e LTa em relacdo aos genodtipos dos polimorfismos 6+3279C>T
de LGALS2, 8+10029G>A de NFkB e 332-3499C>G de ICAML1 e da variacdo das
formas soluveis no soro de ICAM e E-SELECTINA em relagéo aos genétipos dos
polimorfismos 332-3499C>G de ICAML1 e Lys178Glu de LIGHT nos individuos do
grupo |IAM.

Na figura 11 esta representada a variagcdo da forma solivel no soro de
VCAM em relacdo ao gendtipo para o polimorfismo Asp693Asp de VCAM1 nos
individuos do grupo IAM e na figura 12 esta representada a variacdo da forma
soluvel no soro de MMP9 em relagdo ao genoétipo para o polimorfismo
6+3279C>T de LGALS2 nos individuos do grupo SIAM.

Individuos do grupo IAM, portadores do genoétipo AA para o polimorfismo
6+3279C>T de LGALSZ2, apresentaram aumento da expressao de ICAM quando
comparados com o0s demais genoétipos. Ja os individuos portadores do genétipo
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AA para o polimorfismo 8+10029G>A de NFkB apresentaram aumento da
expressao de NFkB quando comparados com os demais genotipos.

Os individuos do grupo IAM, portadores do genoétipo CC apresentaram
aumento da expressao de LGALS2 e os portadores do genétipo CG apresentaram
aumento da expressao de LTa ambos para o polimorfismo 332-3499C>G de
ICAML1.

Houve um aumento da concentracdo da forma soluvel no soro de ICAM
nos individuos do grupo IAM portadores do gendétipo GG para o polimorfismo 332-
3499C>G de ICAM1 e de LTa para os portadores do genétipo GG para o
polimorfismo Lys178Glu de LIGHT em relacdo aos demais genotipos.

A concentracdo da forma solivel de VCAM1 estava aumentada em
individuos do grupo IAM portadores do genétipo CT para o polimorfismo
Asp693Asp de VCAM1 em relacdo aos demais genotipos.

N&o houve diferenca estatistica para os demais polimorfismos estudados

56



A 6+3279C>T de LGALS?2
46
*
0,6000
S 0,4000
<
O
0,2000
0,0000] == — ==
| | |
AA GG GA
332-3499C>G de ICAM
2,0000 15
*
1,5000
N
%)
-
< 1,0000-
O]
-
0,5000
39
R
0,0000 =
| | |
CcC GG CG
E 332-3499C>G de ICAM
700 p<0,05 |

ICAM (ng/mL)
w H
o (=3
7 9

N
(=1
T

100

| | |
cC GG CG

8+10029G>A de NFkB

B
— —_
0,3000 T 0<0,05
0,2500
0,2000
2
L 0,1500
Z
0,1000-
0,0500 o ﬁ l;_l:l
0,0000
| | |
AA GG AG
332-3499C>G de ICAM
13
1,0000E-2
8,0000E-3
|<—E 6,0000E-3 o°
-
4,0000E-3
28
0
2,0000E-3 E é E
0,0000E0
| | |
cC GG CG
F Lys178Glu de LIGHT
300 9
©45
250
———|

200

E-SELECTINA (ng/mL)
8 &

(4]
T

0_

I

| |
GG AG

Figura 10 — Representacdo grafica da variacdo da expressdo génica de ICAM em relacdo ao genétipo para o
polimorfismo 6+3279C>T de LGALS2 (A), de NFkB para o polimorfismo 8+10029G>A de NFkB (B), de LGALS2
(C) e LTa (D) para o polimorfismo 332-3499C>G de ICAM1 e da variagdo das formas solluveis no soro de ICAM1
em relagdo ao gendtipo para o polimorfismo 332-3499C>G de ICAML1 (E) e de E-SELECTINA para o polimorfismo
Lys178Glu de LIGHT (F) para o grupo IAM. NOTA: * valores fora do intervalo inter-quartis; ° valores extremos.
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Figura 11 — Representacao gréfica da variacdo da forma sollvel no soro de VCAM1 em relagdo ao genétipo
para o polimorfismo Asp693Asp de VCAM1 do grupo IAM. NOTA: * valores fora do intervalo inter-quartis;
° valores extremos.
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Figura 12 — Representacao gréafica da variacdo da forma sollvel no soro de MMP9 em relacdo ao gendtipo para o
polimorfismo 6+3279C>T de LGALS2 do grupo SIAM. NOTA: * valores fora do intervalo inter-quartis; ° valores
extremos.
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5 DISCUSSAO

A busca por biomarcadores potencialmente Uteis no diagndéstico precoce da
SCA, bem como a compreensdo dos mecanismos envolvidos na desestabilizacao
da placa aterosclerética e a resposta do organismo frente a lesdo endotelial e do
miocardio sdo grandes desafios nas pesquisas em cardiologia (Silbiger, 2010).

Na tentativa de contribuir para o conhecimento de alguns mecanismos
moleculares envolvidos na fisiopatologia da doenca cardiovascular, este trabalho
teve como objetivo avaliar os polimorfismos dos genes LIGHT (rs344560 e
rs2291668), MMP9 (rs17576), LTa (rs909253 e rs1041981), LGALS2 (rs7291467),
VCAM1 (rs3176878), ICAM1 (rs281432), E-SELECTINA (rs5368) e NFkB
(rs17032705) juntamente com as formas sollUveis no soro e expressao génica dos
mesmos em pacientes com infarto agudo do miocardio, angina instavel e
individuos que foram submetidos & angiocoronariografia e que apresentaram
auséncia de processo ateromatoso significativo.

O numero de total de individuos incluidos no estudo é pequeno porque se
trata de um estudo clinico e depende do individuo apresentar determinada
caracteristica e aceitar participar do estudo com isso, houve uma dificuldade na
selecdo de voluntérios para compor ambos 0s grupos.

Os individuos se auto declararam brancos, pardos, negros ou amarelos e
houve uma maior prevaléncia de brancos nos dois grupos. O grupo étnico € um
fator que proporciona diferentes taxas de risco de eventos cardiovasculares
(Avezum, Piegas et al., 2005).

O grupo IAM foi composto, em sua maioria, por homens e a média de idade
deste grupo foi maior que a do grupo SIAM mostrando que doencas
cardiovasculares ocorrem com maior frequencia em idade mais avancada e que
individuos do sexo masculino tem maior probabilidade de desenvolver SCA
(Nishiyama, Watanabe et al., 2010).

Os individuos de ambos os grupos apresentaram fatores de risco classicos
(hipertenséo, diabetes mellitus, obesidade, tabagismo, sedentarismo e consumo
de &lcool) para o desenvolvimento de doenca aterosclerética. A associacdo
destes fatores aumenta consideravelmente o risco de desenvolver doencas

cardiovasculares.
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A importancia do tabagismo vem sendo demonstrada ao longo dos anos
por uma série de evidéncias (Avezum, Piegas et al., 2005) e, apesar do pequeno
namero de fumantes em ambos 0s grupos, vale ressaltar que o grupo de nédo
fumantes é composto também por ex-fumantes. O risco de desenvolver doenca
cardiovascular em individuos que pararam de fumar a 2 anos ou menos, é
semelhante ao de um fumante ou seja, muitos dos individuos ndo fumantes
podem ter desenvolvido a doencga por se encaixarem neste perfil (Merry, Boer et
al., 2011).

O consumo regular de alcool diminui o risco de desenvolver IAM e Al
(Merry, Boer et al.,, 2011). Por outro lado, o consumo excessivo do alcool &
considerado fator de risco para o desenvolvimento de IAM, principalmente pela
associacdo com aumento da pressédo arterial (Lucas, Brown et al., 2005;
Kahkonen, Zvartau et al., 2011). O consumo de alcool foi minimo nos dois grupos.

A obesidade esta associada com hipertrofia miocardica (Avezum, Piegas et
al., 2005) e com aumento do risco de desenvolver SCA e o aumento do IMC é
considerado um fator de risco independente para IAM (Kadakia, Fox et al., 2011).
Os individuos que compuseram 0s dois grupos, em sua maioria, ndo eram obesos
(IMC>30kg/m?) porém alguns estavam com sobrepeso (IMC 25 a 29kg/m?) o que
pode justificar o desenvolvimento da doenca.

Na populacéo geral, a presséo arterial aumenta progressivamente com a
idade em homens e mulheres. A relagcdo entre hipertensédo e IAM pode ser
explicada por dois fatores: (1) fatores de risco comuns entre as duas doencas
como, por exemplo, polimorfismos no gene da ECA (enzima conversora de
angiotensina) e no sistema renina-angiotensina-aldosterona responsaveis tanto
pelo IAM quanto pela hipertensdo e resisténcia a insulina. A hiperinsulinemia
contribui para o desenvolvimento da aterosclerose e hipertensao e, (2)
hipertenséo associada com aterosclerose (Picariello, Lazzeri et al., 2011).

O grupo 1AM foi composto por 46 individuos hipertensos e 1 normotenso,
totalizando os 47 individuos incluidos neste grupo. Esses dados confirmam o
papel da hipertensdo no desenvolvimento e progressdo da doenca aterosclerética
ja que o aumento da pressdo arterial leva ao desenvolvimento de placas
vulneraveis a ruptura resultando em trombose e oclusdo do vaso (Rembek, Goch
et al., 2010). H4 uma maior prevaléncia de hipertensdo em pacientes que tiveram

IAM sem supra ST do que os que tiveram IAM com supra ST devido ao fato de
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que geralmente esses individuos sdo mais velhos e apresentam outras
comorbidades associadas (Picariello, Lazzeri et al., 2011).

O nuamero de diabéticos foi pequeno mas, a importancia do diabetes no
desenvolvimento do IAM, ndo pode ser descartada. O grupo IAM foi composto por
mais diabéticos que o grupo SIAM. O risco de o individuo diabético desenvolver
IAM é duas vezes maior que um nao diabético e, esse risco aumenta em cerca de
3 vezes em mulheres (Avezum, Piegas et al., 2005). A diabetes é uma desordem
multissistémica que engloba uma série de problemas como resisténcia a insulina,
obesidade, dislipidemia, hipertenséo, alteracbes na coagulagéo e progressao da
aterosclerose (Khamaisi, Wainstein et al., 2003).

O sedentarismo foi maior nos individuos do grupo SIAM do que no grupo
IAM e, apesar da pouca atividade fisica o niumero de obesos € pequeno. Existe
grande potencial para reducdo do risco para doenca cardiovascular naqueles
inicialmente sedentarios e que se tornaram moderadamente ativos. Entretanto
agueles que permanecem sedentarios apresentam risco mais alto para DAC
como foi observado neste estudo.

A diabetes, hipertenséo, tabagismo, consumo de alcool e obesidade séo
fatores de risco independentes para ocorréncia de IAM.

Os valores glicémicos foram semelhantes nos dois grupos sendo que o
grupo IAM apresentou um leve aumento quando comparado com o SIAM. A
hiperglicemia em pacientes com IAM é uma situacao frequente e € responsavel
por complicagBes hospitalares em pacientes com ou sem diabetes (Gois, 2008;
Ishihara, Kojima et al., 2009). O risco de complicagcbes hospitalares de pacientes
nao diabéticos ocorre com valores glicémicos acima de 110mg/dL e em diabéticos
acima de 180mg/dL (Goais, 2008; Ishihara, Kojima et al., 2009). A hiperglicemia
aumenta a mortalidade nos pacientes com SCA porque ocorre uma diminui¢cao da
circulacdo aumentando a area do infarto, aumento de acidos graxos livres
induzindo arritmias cardiacas, disfuncdo microvascular, estado pro-trombotico,
inflamac&o vascular e disfuncao endotelial (Gois, 2008).

O colesterol esta presente nas células espumosas e na matriz extracelular
das placas e, por ser susceptivel & oxidacdo, torna-se mais aterogénico (Sacks,
2006). A concentracao sérica do colesterol foi semelhante nos dois grupos néo

apresentando valores significativos.
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Assim como o colesterol, a VLDL-c (composta por LDL pequenas e
densas) e LDL-c ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos, o que
pode ser explicado pelo uso de hipolipemiantes. A LDL-c € uma das principais
lipoproteinas aterogénicas (Imano, Noda et al., 2011). Niveis de LDL-c elevados
contribuem para a instabilidade da placa ja, niveis mais baixos, causam efeito
contrario (National Cholesterol Education Program (Ncep) Expert Panel on
Detection, 2002).

Apolipoproteinas realizam o transporte de lipideos e sao consideradas uma
medida direta de particulas pré-aterogénicas (Chien, Hsu et al., 2007). A Apo B
também nado apresentou diferenca estatistica entre os grupos porém esta
fortemente associada com DAC porque cada molécula de Apo B reflete o nUmero
total de quilomicrons, VLDL-c e LDL-c circulantes (Chien, Hsu et al., 2007).

As concentracdes séricas do HDL-c e Apo A foram discretamente maiores
no grupo SIAM quando comparado com o grupo IAM confirmando seu papel
protetor. As propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias do HDL-c inibem a
aterogénese (National Cholesterol Education Program (Ncep) Expert Panel on
Detection, 2002). O HDL-c também ¢é produzido para diminuir os efeitos
prejudiciais do LDL-c (Sacks, 2006). Niveis baixos de HDL-c podem induzir a
aterosclerose, pois podem estar associados com aumento do triacilglicerol e do
LDL-c dentre outros fatores considerados de risco para DAC.

Valores séricos de triacilglicerol elevados estdo associados com fatores de
risco para DAC como obesidade, sedentarismo, tabagismo, abuso de alcool,
resisténcia & insulina, diabetes, valores baixos de HDL e aumento de LDL
(National Cholesterol Education Program (Ncep) Expert Panel on Detection, 2002;
Sacks, 2006). O triacilglicerol apresentou concentracdes séricas semelhantes nos
dois grupos o que também pode ser justificado pelo uso de hipolipemiantes. Vale
ressaltar que boa parte dos individuos com IAM apresentaram fatores de risco
associados com elevacéao do triacilglicerol.

Diferente do esperado, os valores séricos de ALT e AST foram
semelhantes nos dois grupos. Para excluir a presenca de doenca hepética, foi
realizada a razdo AST/ALT e, todos apresentaram valores dentro dos padrdes de
referéncia normal (<2,0). Apesar deste perfil, existe uma associacdo entre
atividade sérica dessas enzimas com a presenca e gravidade da DAC

(Masoudkabir, Karbalai et al., 2011). Alteracdes nos valores séricos de ALT estdo
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associadas com disfuncao endotelial e aterosclerose e de AST com a gravidade
da doenca (Masoudkabir, Karbalai et al., 2011). A associacdo entre AST e ALT
elevadas e DAC pode ser explicada pela relacdo dessas enzimas com a pressao
arterial, dislipidemia e glicemia (Masoudkabir, Karbalai et al., 2011).

Observa-se que o grupo IAM apresentou maiores concentracdes de PCRus
que o grupo SIAM caracterizando um perfil inflamatério mais acentuado, o que
vem de acordo com a teoria de que o infarto agudo do miocéardio € uma doenca
inflamatoria (Sabatine, Morrow et al., 2007; Libby, Okamoto et al., 2010; Hwang,
Ha et al., 2011). Nos pacientes com infarto agudo do miocardio, concentracfes
mais elevadas de PCRus correlacionaram-se com maior extensdo da area de
necrose miocardica (Pietila, Harmoinen et al., 1993). A PCRus pode refletir a
atividade de citocinas pro inflamatorias circulantes (Kettunen, Eklund et al., 2011).

Assim como as enzimas hepaticas, a concentracdo sérica de ureia e
creatinina foi ndo foi significativa entre os grupos. O grupo IAM apresentou
valores, de ambas as enzimas, maiores que o grupo SIAM. Apesar do aumento
da atividade sérica de ambas as enzimas, todos os individuos apresentaram
valores dentro dos padrdes de referéncia normal para pacientes com SCA. Esse
perfil ocorre devido a presenca de lesdo miocardica, o que eleva as
concentracfes séricas de creatinina e a hipertensédo, diabetes e o IAM elevam a
concentracdo de ureia.

Plaguetas sdo células anucleadas derivadas de megacariocitos e
desempenham um papel significativo na resposta imune inata e adaptativa e nos
eventos tromboembdlicos gerados por lesGes aterosclerdticas (Lindemann,
Kraemer et al., 2007; Filep, 2009; Romaniuk, Negrotto et al., 2011). A adesao
plaquetéaria & superficie endotelial ativa o recrutamento de monacitos no local da
inflamacé&o iniciando o processo aterosclerdtico (Lindemann, Kraemer et al.,
2007). Houve um maior numero de plaquetas em pacientes do grupo IAM em
comparacao com o grupo SIAM porém néo houve diferenca estatistica. O numero
de plaquetas aumentado exerce um papel importante na patogénese das
sindromes coronarianas agudas. A ruptura da placa aterosclerética com
exposicdo de componentes trombogénicos facilita a ativacdo e depdsito de
plaguetas no local, atuando como elemento fundamental na formacao do trombo

arterial responsavel pela ocluséo parcial ou total da coronaria (Neto, 2011).
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Houve um leve aumento no numero de leucdcitos no grupo IAM em relacéo
ao grupo SIAM porém ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. A
associacao do aumento do numero de células do sangue periférico envolvidas na
inflamacéo, como leucdcitos, linfocitos e mondécitos em individuos que tiveram
IAM pode ser explicada pela capacidade que as citocinas e proteinas de fase
aguda tém de ativar a diferenciacdo celular na medula 6ssea das células
precursoras de leucécitos (Akatsu, Nakamura et al., 2003; Boudjeltia, Brohee et
al., 2008; Sezer e Umman, 2008).

Acredita-se que o0s resultados encontrados para valores seéricos de
colesterol total, HDL-c, LDL-c, VLDL-c, triacilglicerol, Apo A e Apo B foram
consequéncia do uso de hipolipemiantes pelos individuos dos dois grupos e, que
os perfis hematoldgico e inflamatdrio ndo apresentaram diferencas devido ao uso
de antiplaguetarios e anti-inflamatérios pelos individuos do grupo IAM. Os
medicamentos administrados sdo de uso padrédo pelos médicos do pronto socorro
do IDPC para individuos com SCA e, foram citados no item 3.1.1.

Os polimorfismos estudados ndo apresentaram diferencas estatisticas
entre 0s grupos nao podendo ser associados com SCA na populacao selecionada
neste estudo.

Ao realizar os célculos da razdo de chances (odds ratio [OR]) para o
desenvolvimento de IAM em relacdo aos alelos dos polimorfismos estudados
observou-se que para os polimorfismos Lys178Glu (alelo A OR=1,39 e alelo G
OR=0,72) e 111+36C>T (alelo T OR=0,91 e alelo C OR=1,09) de LIGHT, -9-
198A>G (alelo C OR=0,58 e alelo T OR=1,72) e Thr60Asn (alelo A OR=0,55 e
alelo C OR=1,83) de LTa, GIn279Arg (alelo G OR= 0,61 e alelo A OR=1,62) de
MMP9, 8+10029G>A (alelo A OR=0,73 e alelo G OR= 1,36) de NFkB,
6+3279C>T (alelo A OR=0,85 e alelo G OR= 1,18) de LGALS2 e Asp693Asp
(alelo T OR= 0,70 e alelo C OR=1,44) de VCAML1 a distribuicdo dos alelos que
oferecem um maior risco para IAM estavam de acordo com o calculo do OR, ou
seja, os individuos do grupo IAM apresentaram maior frequéncia dos alelos
considerados de risco quando comparado com o grupo SIAM.

Diferente destes, os polimorfismos Hys468Tyr (alelo T OR=1,20 e alelo C
OR=0,83) de E-SELECTINA e 332-3499C>G (alelo C OR=0,75 e alelo G
OR=1,33) de ICAM1 apresentaram maiores frequéncias para os alelos que

oferecem menores riscos para IAM de acordo com o OR. Isso mostra que, nesta
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populacao, os alelos considerados de menor risco na verdade aumentam o risco
de IAM.

Ao associar 0os genoétipos dos polimorfismos estudados com parametros
bioquimicos foi possivel observar a relacdo de alguns genotipos com o aumento
dos niveis séricos de colesterol total, LDL-c Apo B, ureia e AST. O aumento dos
lipides ocasionado por polimorfismos pode acelerar o desenvolvimento e
progressao da aterosclerose ja que séo pecas chave na resposta inflamatéria e, o
aumento de AST, por estar relacionado com a gravidade da doenca pode piorar o
quadro clinico do individuo.

A interagdo entre citocinas inflamatoérias e células endoteliais € um passo
critico na aterogénese levando a disfuncéo endotelial e inflamacdo no local da
lesdo aterosclerotica promovendo o recrutamento de células inflamatérias
adicionais na parede do vaso tornando a placa instavel (Kim, Kang et al., 2008;
Sandberg, Halvorsen et al., 2009).

LIGHT promove a aterogenese através da inducdo da atividade das
metaloproteinases em macrofagos, expressdo de moléculas de adesao,
inflamacédo nas células endoteliais e formacédo de células espumosas atraves do
acumulo de LDL oxidada no local da lesdo tornando a placa instavel e, foi
descoberto que LIGHT também regula a homeostase lipidica (Kim, Kang et al.,
2008; Sandberg, Halvorsen et al., 2009). Estudos observaram que individuos com
angina instavel possuem niveis plasméticos de LIGHT elevados e que este
medeia a adesdo de plaquetas nas células endoteliais induzindo atividade proé-
inflamatoria e pro-trombética (Scholz, Sandberg et al., 2005; Celik, Langer et al.,
2007).

Observou-se que as LDL-c encontram-se elevadas em individuos
portadores do gendtipo CC para o polimorfismo 111+36C>T de LIGHT mostrando
seu papel na inducdo da resposta inflamatoria através da atividade de LDL-c,
individuos do grupo SIAM apresentaram aumento da expressdao de LIGHT
demonstrando seu papel na progresséo da lesdo aterosclerdtica e portadores do
genotipo AG para o polimorfismo Lys178Glu de LIGHT apresentaram aumento
das formas sollveis de E-SELECTINA o que reflete a inducéo da expressao de
moléculas de adeséao por LIGHT durante a promocéo da aterogenese.

LTa € uma citocina pré-inflamatéria e esta independentemente associada

com IAM. LTa aumenta a expressdo de varias citocinas como VCAM1 e E-
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SELECTINA no endotélio vascular durante a resposta inflamatéria e trombose.
Ela é responsavel pela adesdo de mondcitos nas células endoteliais, passo
importante na progressao da doenca aterosclerética. (Li, Xu et al., 2010; Liu,
Sheng et al., 2011). Estudos com ratos knockout para LTa observaram que ocorre
uma diminuicdo do tamanho da lesdo aterosclerdtica nestes animais (Gao, Zhang
et al., 2010).

Neste estudo, os dois polimorfismos do gene da LTa apresentaram
associacdo com o0 aumento do colesterol em individuos do grupo IAM, a
expressdo de LTa foi maior nos individuos do grupo SIAM apresentando
diferencas estatisticas e demonstrando seu papel no desenvolvimento da lesé&o
aterosclerotica. Houve um aumento da expressao de LTa em individuos do grupo
IAM para os portadores do genotipo CG para o polimorfismo 332-3499C>G de
ICAM1 demonstrando relacdo com este gene. A expressao e/ou dosagem das
formas soliveis de VCAM1 e E-SELECTINA ndo foram afetadas por
polimorfismos da LTa.

A MMP9 é encontrada em pequenas quantidades no tecido adrtico normal,
estando associada a inflamacé&o crénica e a grandes quantidades de macrofagos
(Thompson, Holmes et al., 1995; Robertson, Grip et al.,, 2007; Roggerio, 2008).
Estudos recentes demonstraram associacdo da MMP9 no remodelamento
cardiaco, instabilidade e ruptura da placa aterosclerética (Sluijter, Pulskens et al.,
2006; Yan, Yan et al., 2006).

Um estudo realizado pelo nosso grupo observou, em células do sangue
periférico, que MMP9 apresentou expressao significativamente aumentada em
pacientes com SCA em relacdo aos controles (p<0,05) (Silbiger, 2010). No
presente estudo, houve um aumento da expressdao de MMP9 no grupo SIAM
quando comparado com o grupo IAM. A associacdo do gene da MMP9 com
instabilidade da placa pode justificar o aumento da expressao neste grupo.

A concentracdo das formas soluveis no soro de MMP9, em pacientes do
grupo SIAM com o gendtipo GA para o polimorfismo 6+3279C>T de LGALS2
estavam aumentadas quando comparadas com o0s demais genétipos e, a
expressdo de MMP9, neste mesmo grupo, estava aumentada em individuos

portadores do gendtipo AG para o polimorfismo 8+10029G>A de NFkB.
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A adesdo e migracdo de leucocitos para a camada intima das artérias €,
em parte, mediada pelas moléculas de adesao celular como resposta a diversas
citocinas inflamatdrias e € um passo importante na aterosclerose (Alwi, 2008).

ICAML1 é ativada por células endoteliais, leucdcitos, fibroblastos e células
musculares lisas, é expressa por células endoteliais, promove a adesdo de
neutréfilos, mondcitos e linfocitos e apresenta valores plasmaticos aumentados
em pacientes com SCA (Alwi, 2008).

Neste estudo, ICAM1 apresentou um aumento da expressao nos pacientes
com I|AM, individuos do grupo IAM com gendtipo AA para o polimorfismo
6+3279C>T de LGALS2 apresentaram aumento da expressao de ICAM1 quando
comparado com os demais genotipos, seus valores plasmaticos foram maiores no
grupo SIAM e individuos do grupo IAM portadores do genotipo GG para o
polimorfismo 332-3499C>G de ICAM apresentaram aumento das formas solUveis
deste gene.

VCAML1 é ativada por células endoteliais e células musculares lisas, se liga
aos monocitos e linfécitos T ativados e, assim como ICAM1, seus valores
plasmaticos sdo mais altos em individuos com SCA (Alwi, 2008).

VCAM1 apresentou aumento da expressao e das formas sollveis no soro
nos individuos do grupo SIAM e individuos do grupo IAM portadores do genétipo
CT para o polimorfismo Asp693Asp de VCAM apresentaram aumento das formas
solaveis deste gene.

E-SELECTINA é uma proteina expressa por células endoteliais e outros
tipos celulares, promove a adesao célula-célula e esta associada com disfuncao
endotelial e propensao ao IAM (Meredith, Plunkett et al., 2005; Derhaschnig e
Jilma, 2009).

Neste estudo a expressao de E-SELECTINA né&o foi realizada porque
células mononucleares do sangue periférico ndo expressam este gene ou, se é
expressa, as quantidades sdo tdo pequenas que ndo sdo detectaveis. A forma
soluvel de E-SELECTINA foi maior no grupo SIAM e individuos do grupo 1AM
portadores do gendtipo AG para o polimorfismo Lysl178Glu de LIGHT
apresentaram niveis elevados de E-SELECTINA no soro.

A LGALS2 modula a secrec¢ao de citocinas e adeséao celular, codifica uma
proteina envolvida na cascata da LTa e é expressa juntamente com a LTa na

placa aterosclerotica (Mangino, Braund et al., 2007; Li, Xu et al., 2010).
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N&o foi encontrada nenhuma associacdo dos polimorfismos de LTa e
LGALS2 no presente estudo. A expressdo de LGALS2 foi maior nos individuos do
grupo SIAM assim como a expressao de LTa. Individuos do grupo IAM portadores
do gendtipo CC para o polimorfismo 332-3499C>G de ICAM apresentaram
aumento da expressdo de LGALS2 e individuos do grupo SIAM portadores do
genaotipo AG para o polimorfismo 8+10029G>A de NFkB e portadores do gendtipo
GA para o polimorfismo 6+3279C>T de LGALS2 apresentaram aumento da
expressao de LGALS2.

O NFkB regula genes envolvidos na resposta imune e inflamatoria (Collins,
Read et al., 1995), desencadeia a transcricdo de genes resultando na liberacéo e
ativacdo de citocinas e moléculas de adesdo (ex. ICAM1l, VCAM1l e E-
SELECTINA) (Collins e Cybulsky, 2001; Pare, Ridker et al., 2011). A ativacéo da
transcricdo de NFkB esta associada com o desenvolvimento de diversas doencas
como asma, artrite, cancer, aterosclerose e diabetes (Santos, Resende et al.,
2010).

A expressdo de NFkB estava aumentada nos individuos do grupo SIAM,
individuos do grupo IAM portadores do genotipo AA para o polimorfismo
8+10029G>A de NFkB apresentaram aumento da expressdao de NFkB e
individuos do grupo SIAM portadores do gendtipo GA para o polimorfismo
6+3279C>T de LGALS2 e AG para o polimorfismo 8+10029G>A de NFkB
apresentaram aumento da expressao de NFkB.

ApOs a selecdo dos genes, foi realizado um estudo da relacdo destes com
SCA e a relacdo entre os genes (Anexo B) através do software Ingenuity
Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity® Systems, Califérnia, EUA) que disponibiliza
um vasto banco de dados de genes e proteinas que, de forma dinamica, auxilia
na visualizacdo de suas associacdes génicas e proteicas, com medicamentos,
vias metabdlicas, funcbes metabdlicas e doencas ja descritas na literatura
cientifica e, foi observado que todos tém relacdo direta ou indireta entre si e, 0s
achados neste estudo confirmam esta relacéo.

A maior associagcao entre os polimorfismos estudados com alteracfes da
expressao génica e dosagens das formas sollUveis no soro ocorreu nos individuos
do grupo IAM porém, o grupo SIAM apresentou maiores valores tanto para

expressdo génica quanto para dosagens das formas solUveis mostrando que os
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genes estudados bem como os polimorfismos tém relacdo com SCA
apresentando maior atividade durante o desenvolvimento e progressao da leséao
aterosclerotica e apos a ruptura da placa a atividade destes diminui

consideravelmente podendo ajudar na recuperacao do individuo.
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6 LIMITACOES DO ESTUDO

Este estudo possui algumas limitagdes como numero amostral pequeno o
que pode ter diminuido a deteccdo de pequenas diferencas entre 0s grupos e o
uso de medicamentos que podem interferir na expressdo génica e
consequentemente nas concentragcbes das formas soliveis no plasma
principalmente porque o0s genes estudados sao inflamatorios e muitos dos
medicamentos administrados em individuos com SCA possuem efeitos anti-

inflamatorios e antitrombaticos.
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7 CONCLUSAO (alterada em 02/2012)

N&o houve associacdo dos polimorfismos Lys178Glu e 111+36C>T de
LIGHT, GIn279Arg de MMP9, -9-198A>G e Thr60Asn de LTa, 6+3279C>T de
LGALS2, Asp693Asp de VCAM1, 332-3499C>G de ICAM1, Hys468Tyr de E-
SELECTINA e 8+10029G>A de NFkB com sindrome coronariana aguda porém
houve associacdo de alguns genoétipos com alteracdes na expressdo génica,
formas solaveis e parametros bioquimicos como o gendtipo GA para o
polimorfismo 6+3279C>T de LGALS2 em relacdo a forma soluvel de MMP9, do
genaotipo AA para o polimorfismo 6+3279C>T de LGALS2 em relacédo & expressao
de ICAM1, do gendtipo AA para o polimorfismo 8+10029G>A de NFkB em relacao
a expressado de NFkB, do gendtipo CC em relacdo a expressdo de LGALS2, do
genotipo CG em relacdo a expressao de LTa e do gendtipo GG em relacédo a
forma soluvel de ICAM1 ambos para o polimorfismo 332-3499C>G de ICAM1, do
gendtipo GG para o polimorfismo Lys178Glu de LIGHT em relagdo & forma
soltuvel de E-SELECTINA e do genotipo CT para o polimorfismo Asp693Asp de
VCAML1 em relacao a forma soluvel de VCAML.

Foi encontrada associacdo da expressdo de LTa com sindrome
coronariana aguda porém o mesmo ndo ocorreu com 0s demais genes assim

como com as formas sollveis no soro.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “Polimorfismos dos genes LIGHT, MMPS, LTa, LGALSZ, VCAM1, ICAM1, E-

SELECTIMNA E NFkE podem estar associados com doenga arterial coronariana”

Dados de identificagao do voluntario da pesquisa

NOME DO VOLUNTARIO

DOCUMENT O DE IDENTIDADE N SEXOMZ FO

DATA DE NASCIMENTO / /

ENDERECO e APTO

BAIRROC CIDADE

CEP TELEFOMES

Prezado{a) Voluntério(a),

Meu nome & Mario Hiroyuki Hirata, sou professor da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP) e estou convidando vocé para participar do projeto de
pesquisa que estou desenvolvendo com a equipe de medicos do Setor de Coronarias do Instituto
Dante Pazzanese de Cardiclogia (IDPC) e com a colaboracdo de outros pesquisadores da

Faculdade de Ciéncdas Farmacéuticas da USP.

Para participar desta pesquisa precisarei do seu consentimento e amostras de sangue que
serao ooletadas no Setor de Coleta do Laboratorio Clinico ou no Pronto Socorro do IDPC. O risco
a saude sera minimo e a coleta de sangue pode formar uma mancha roxa (hematoma) no local da
picada da agulha.

Nesta pesquisa, além dos exames de sangue (glicemia, colesterol total + fragbes,
triglicérides, apolipoproteina A e B, hemograma completo, T4 TSH, uréia, creatinina, acido drico,

82



AST, ALT e proteina C reativa), vamos fazer testes de DNA (testes genélicos) e associar com
proteinas presentes sangue com a expressao génica dos mesmos nas células do sangue para
estudar algumas alteragdes que podem estar relacionadas com aterosderose (placas de gordura
no sangue). Para este procedimento, serdo coletados aproximadamente 4 1ml de sangue

A sua amostra de DNA sera armazenada no Laboratdrio de Biologia Molecular aplicada ao
Diagnostico (LBMAD) da FCF/USP, sob minha responsabilidade, e sera mantida em banco de
materiais biologicos sem a sua identificacao. Se, futuramente, outro pesquisador for utilizar sua
amostra, o novo projeto sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e entéo, alguém
entrara em contato com vocé para solictar autorizagao.

Os resultados obtidos durante a pesquisa serao confidenciais e somente serdo revelados a
terceiros com sua autorizacdo. Sua identidade sera mantida em segredo, quando os resultados
desta pesquisa forem publicados em artigos de revistas cientificas ou forem apresentados em
temas de aulas e debates.

Vocé recebera todos os resultados dos exames laboratoriais necessarios sem qualquer
custo e, caso se interesse, vocé tera acesso aos resultados dos testes genéticos no final da
pesquisa.

Sua participacdo neste estudo & voluntaria portanto, nao recebera qualguer pagamento por
sua participagao. Por quaisquer motivos, independente de seu consentimento, os membros da
equipe podem encerrar sua participacdo no estudo devido a alguma alteracdo médica que pode
coloca-lo em risco de outra complicagdo, devido ac cancelamento do estudo pela coordenacao do
mesmo, caso o sujeito ndo cumpra as orientagies ou por outras questdes administrativas. Caso
isso ocorra um dos pesquisadores entrara em contato e Ihe explicara o motivo da exdusao.

Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem penalidade ou

perda dos beneficios a que vocé tem direito e seu tratamento médico no Hospital Dante
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Pazzanese ndo sera afetado. Caso vocé desista de participar da pesquisa, podera solicitar a
retirada de seus dados genéticos do banco de dados do LBEMAD da FCF/USP.

N&o ha beneficio direto aos participantes da pesquisa, porém os resultados deste estudo

vao ajudar para uma melhor conduta terapéutica no caso de infarto agudo do miocardio.

Em caso de duvida ou desisténcia, vocé podera entrar em contato com os pesquisadores:
Debora Cavichioli (telefone; 6743-279%4), Simone Sorkin Arazi (telefone: 5085-6086) ou Mario

Hiroyuki Hirata (telefone: 3091-3660) a qualquer hora do dia.

Eu, declaro que,

apdés bem esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito,

voluntariamente, em participar desta pesquisa.

Sdo Paulo, de de 20 .

Assinatura do voluntario(a) Assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)

Vocé autoriza o armazenamento do DNA para pesquisas futuras? Sim _  Nao _

Vocé guer saber os resultados dos testes genéticos? Sim . Nao _

e oo R R R R R R R R R R SRR R SRR R R SRR SRR R SRR R R el R R R R R R R s R R SRR R R R kR R

Comité de Etica do IDPC Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP

Av. Dr. Dante Pazzamese 500 |birapuera, CEP; Av. Prof. Lineu Prestes, 580 Cidade Universitaria
04012-180, 530 Paulo, SP CEP 05508-900, S&o Paulo, SP

Telefones: 50854000 Telefone: 3091-3677
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APENDICE B - FICHA DE COLETA DE DADOS INDIVIDUAIS

= SO O
Data de Mascimento: ... ... Paciente n: ...
SEND Registro n°! ...,

Menopausa: Pré ( ) Pos | ) Raga: Branca ( ) Parda () Negra () Amarela( )
Cigamro: Nunca fumou { ) Parou de fumar( ) Fuma { ) N° de cigamosdia: ....................
Tempo: ... Tempo: ...
Consumo de bebida Akodlica: N3o ( ) Sim( ) Até 7dosessem () Maisde 7 doses/sem ( )
Possul: Diabetes | ) Hipertensdo [ )
Medicamento: ... Medicamento: ...
Hipercolesterolemia [ )
Medicamento: ...
Medidas: Peso ... . Kg Altura .. ... ... Pressdoarerial ..............mmHg IMC. .. .. ... ..
Profissdo: ..o, Ha exig@nela de esforgo fiskco? Sim () Nao ()
Pratica exercicios fisibos? N3o [ ) Sim({ ) FrequUEncE: ...
Toma outros medicamentos alémdos citados acima? Sim () MNao | )
B I8 D0 B D 01 o et sttt e e
Historico Familiar: Diabetes | )-Pai{ ) Mae () Imaos () Hipertensdo( }-P{() M{ ) I[)
Hipercolesterolemia { )-P{ ) M( ) 1{) Obesidade({ )-P{) M{) () DAC()-P() M{) I{)

Grupo: Estudo { ) Controle ()
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ANEXO A - COPIA DO AVAL DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
FCF-USP E DO IDPC

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer CEP/FCF/159/2009
Protocolo CEP/FCF/532
CAAE: 0069.0.31.018-09
| - Identificagao:

Projeto de Pesquisa: Polimorfismos dos genes LIGHT, MMPS, LT,
LGALS2, VCAM1, ICAM1, E-selectina e NFkB podem
estar associados com doenga arterial coronariana

Pesquisador Responsavel: Prof. Mario H. Hirata

Instituigdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas USP

Area Tematica Especial: Genética Humana

Patrocinadores: Foi solicitado recurso a FAPESP

Il - Sumario Geral do Protocolo:

O processo de lesdo endotelial causa aumento na expressdo e produgdo de citocinas pré e
pos-inflamatérias como linfotoxinas, moléculas de ades&o vascular intercelular e endotelial,
assim como as metaloproteinases que estdo envolvidas na génese da aterosclerose. O
objetivo da presente pesquisa sera um estudo caso-controle em um grupo de pacientes com
infarto agudo do miocardio (IAM e outro grupo sem evidéncias de doenga arterial
coronariana (DAC) com a avaliagdo de alguns polimorfismos de base unica (SNPs) dos
genes LIGHT (rs344560 e rs2291668), MMP9 (rs17576), LTa (rsS09253 e rs1041981),
LGALSZ (rs7291467), VCAM1 (rs3176878), ICAM1 (rs281432), E-SELECTINA (rs5368) e
NFkB (rs17032705) como fatores genéticos predisponentes da ocorréncia de aterosclerose
precoce. A expressao génica e os polimorfismos serdo realizados pela PCR em tempo real
das células sanguineas periféricas. Este estudo podera propor algumas provaveis vias de
ativagdo de sistemas inflamatérios que estio relacionados com o sistema LIGHT que podem
estar associados com o aumento da susceptibilidade a aterosclerose precoce, pois pouco se
tem descrito sobre seus efeitos in vivo.

Os objetivos do presente estudo sdo:

Objetivos Gerais: Estudar a expressdo génica em células mononucleares de sangue
periférico e a influéncia dos polimorfismos de um G(nico nucleotideo (SNPs) presentes nos
genes LIGHT, MMPS, LTa, LGALSZ, VCAM1, ICAM1, E-SELECTINA e NFkB em pacientes
que sofreram IAM.

Objetivos Especificos: 1- Determinar a freqliéncia alélica e genotipica dos polimorfismos
do gene LIGHT (rs344560 e rs2291668), MMP9 (rs17576), LTa (rs909253 e rs1041981),
LGALSZ (rs7291467), VCAM1 (rs3176878), ICAM1 (rs281432), E-selectina (rs5368) e NFkB
(rs17032705) em pacientes que sofreram |AM e em pacientes sem evidéncias de doenga
arterial coronariana (controle); Relacionar a presenga dos principais SNPs dos genes
LIGHT, MMP9, LTa, LGALSZ, VCAM1, ICAM1, E-SELECTINA e NFkB com alguns fatores
de risco para o desenvolvimento de doenga corondria; 2- Verificar a expressdo dos genes
LIGHT, MMP9, LTa, LGALS2, VCAM1, ICAM1, E-SELECTINA e NFkB nas celulas
periféricas de pacientes com |AM; 3- Associar as formas soliveis no plasma de LIGHT,
MMP9, LTa, LGALSZ2, VCAM1, ICAM1 e E-SELECTINA com a expressdo génica e os
polimorfismos nas células mononucleares do sangue periférico.

Tipo de estudo: caso-controle

Descrigdo da Casuistica:

Av. Prof. Lines Prestes, n® 5390, Bloce 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-900 - 530 Paulo - 5P
Fone: (11) 3091-3622 — Fax (11) 30¥1-3677- e-mail: cepleladusp.br
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Serdo selecionados no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia do Estado de Sdo Paulo
(IDPC), por médicos do Pronto Socorro, 173 pacientes, de ambos os sexos, com idade entre
40 e 70 anos, que apresentam infarto agudo do miocardio (IAM) em até 48h (fase aguda). O
diagnostico de IAM sera estabelecido somente quando os irés criterios definidos pela
Organizacao Mundial de Sadide (OMS) em 1959 estiverem presentes simultaneamente: a)
clinicos: relato de dor, de localizagdo toracica anterior, em aperto, peso ou queimagdo, com
duragdo superior a 20 minutos; b) eletrocardiograficos, supradesnivelamento do segmento
ST = 1mm a 0,02 segundos apds o ponto J & que evolui para formagio de onda Q (infarto
Q) patologica (duragdo > 0,03s e amplitude > 3mm), ou infra desnivelamento do segmento
ST elou alteragbes das ondas T que ndo evoluem para formagio de ondas Q patolégicas
{(infarto ndo Q). Estas alteragbes eletrocardiograficas devem estar presentes em pelo menos
duas derivagbes contiguas do eletrocardiograma convencional, incluindo V7 e V8; c)
critérios enzimaticos: valores elevados (pelo menos o dobro do valor de referéncia) da
enzima creatinofosfoguinase fragdo miocardica, CKMB. Esses pacientes serdo
reconvocados apos 3 meses (fase cronica) para nova andlise.

O grupo controle serd composto por 519 individuos de ambos os sexos, com idade entre 40
e 70 anos, que ndo apresentem evidéncias de doenca clinica atual ou historico de DAC.
Esta doenca sera afastada por um teste ergométrico considerado totalmente dentro da
normalidade.

Os critérios de Exclusao do projeto sao:

Serdo excluidos do estudo os pacientes que apresentarem quaisquer das seguintes
condigbes: artéria recanalizada com angioplastia efou sfent, com doengas clinicamente
relevantes (neoplasias, doengas neuroldgicas, insuficiéncia hepatica ou renal cronica e
disturbio endécrino), com historia de abuso de dlcool ou droga; portador de doenga auto-
imune e com qualquer condigdo mental que tome o paciente incapaz de entender a natureza
do estudo. Para a determinacdo dessas condigdes, além do questionario aplicado ao
paciente, serao realizados os seguintes testes de triagem: glicemia, colesterol total +
fragdes, triglicérides, apolipoproteina A e B (apo A e apo B), hemograma completo, T4, TSH,
uréia, creatinina, acido drico, AST, ALT e proteina C reativa (PCR) seguindo orientagbes do
fabricante Dade Behring (Dimension RXL).

Ill - Situagdo do Protocolo: APROVADO em reunido de 30/11/2009.
Cabe ao pesquisador:
s Comunicar ao CEP:

o ammﬁmmlsewﬁmmm

o eventuais modificagdes no projeto aguardando a apreciacdo e aprovagao do
CEP,

o ainterrupgio do projeto.
+ Apresentar relatorios: parcial (apos 50% da execugio do projeto) e final.

Séao Paulo, 30 de novembro de 2009.

i G

Profa. Dra. Maria Guerra Shinohara
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEPIFCFIUSP

Av. Prof. Linen Prestes, n* 80, libocn 13 A - Cidade Universitiria . CEF 05508-900 - S0 Fauo - 5P
Fome: (11) 30913622 — Fax (11) 3091-3677- e-muil: ceplcf@usp.br
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servicos de Salde
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA
Comité de Etica em Pesquisa

DATA DA ENTRADA: 30 de setembro de 2009.

DATA DA 12 AVALIAGAO: 06 de outubro de 2009.
DATA DA AVALIACAO FINAL: 03 de novembro de 2009
CAAE: 0069.0.131.000-09

N° DO PROTOCOLO NO CEP: 3836

{este n® devera citar nas correspondéncias referentes a este projeto)

Investigador: Mario Hiroyuki Hirata

N° de Sujeitos no Centro: 692

N° de Sujeitos no Brasil: 692

N° de Sujeitos Total: 692

Area de Conhecimento: Ciéncias da Satde — Farmacia — Diag.
Area Tematica Especial: Genética Humana

Fase: Nao se aplica

Duragéao do Estudo: 3 anos

Patrocinador: Nao se aplica

Pesquisa Vinculada: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo

Grupo: |l

Projeto de Pesquisa: “Polimorfismos dos genes LIGHT, MMPS9, LTa, LGALS2Z,
VCAM1, ICAM1, E-SELECTINA e NFkKB podem estar associados com doencga
arterial coronariana”.

Consideracoes/Comentarios: Este estudo tem como objetivo estudar a expressao
génica em ceélulas mononucleares de sangue periférico & a influencia dos
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) presentes nos genes LIGHT, MMPS,

LTa, LGALS2, VCAM1, ICAM1, E-SELECTINA e NFKB em pacientes que sofrem
[AM.

HAw. Dr. Danke Pazzanese, 500 « Ibirapuera « 580 Paulo — 5P + CEP: 04012-904 « Fone: (11) 5085 5040 « E-mail: cep@dantepazzanase.org.br

Fﬁm EH'EFE Mar/D8 rev.i
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servigos de Saude
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA
Comité de Etica em Pesquisa

Ao se proceder a analise ao projeto em questdo, considera-se gue:

a) O projeto preenche os requisitos fundamentais das resolugcdes CNS 196/96,
251/97 e 292/99, sobre as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, do Conselho Nacional de Saude /
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa / Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria e as Boas Praticas de Pesquisa Clinica do ICH-GCP.

b) O Comité de Etica em Pesquisa avaliou o Protocolo de Estudo e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

c¢) O Comité de Etica em Pesquisa segue os preceitos das resolugdes
CNS196/96, 251/97 e 292/99, sobre as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, do Conselho
Nacional de Saude / Conselho Nacional de Etica em Pesquisa / Agéncia
MNacional de Vigilancia Sanitaria e as Boas Praticas de Pesquisa Clinica do

ICH-GCP.
O Comité de Etica em Pesquisa, solicita que:

a. Informar imediatamente relatério sobre qualguer evento adverso

ocorrido
b. Comunicar qualquer alteragao no projeto e no TCLE.

c. Elaborar e apresentar ao CEP os relatdrios parcial e final sobre a
pesquisa.

Situagido: Protocolo Avaliado Aprovado em Reunido Ordinaria no dia 03 de
novembro de 2009.

Sao F‘aul-:r,_ 03 de novembro de 2008.

ot L L
Pedrn. Silvio Farsky
Coordenador CEF
CRM 55073
Ay, Or, Dame Pazzanese, 500 - Ibirapuera « 580 Paulo = 5P « CEP: D4012-808 « Fone: (11) 3085 6040 « E-mai: cepdidantepazzanese.org.or
FORM [[v] aril¥ rev.1
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ANEXO B - DESENHO GERADO PELO SOFTWARE INGENUITY
PATHWAYS ANALYSIS

CAM

LGALS2

LEGENDA:

<~ - - FRelagao indireta

€&—— Relagao direta

< IF%: coronary é_r_tgary disease >

B 2000-2010 Ingenuity Systems, Inc. All rights resemnved.
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ANEXO B - FICHA DO ALUNO

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 6710100/1 - Debora Cavichioli

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

decavi@usp.br
26/02/1987

RG - 443155604 - SP
Estado de S&o Paulo
Brasileira

Graduacédo: Bacharel em Biomedicina - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas
Unidas - Sao Paulo - Brasil - 2008

Curso: Mestrado

Programa: Farmacia (Analises Clinicas)

Area: Andlises Clinicas

Data de Matricula:
Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite:

Orientador Académico:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagédo no Exame de
Qualificagao:

Data do Depédsito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacgéo da
Banca:

Data de Aprovagéo da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

13/07/2009

13/07/2009

13/01/2012

Prof(a). Dr(a). Primavera Borelli Garcia - 13/07/2009 a 30/11/2009 E.Mail:
borelli@usp.br

Prof(a). Dr(a). Mario Hiroyuki Hirata - 01/12/2009 até o presente. E.Mail:
mhhirata@usp.br

Inglés, Aprovado em 13/07/2009

Aprovado em 25/08/2010

Ingressou no Mestrado em 13/07/2009
Mudanca de Regulamento em 06/08/2009
Matricula de Acompanhamento em 19/07/2011

Aluno matriculado nas normas vigentes a partir de 01/07/2009
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 19/07/2011

Impresso em: 03/01/12 09:25:12
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 6710100/1 - Debora Cavichioli

Sigla Nome da Disciplina Inicio Término Hc(:-;gr?a Cred. Freq. Conc. Exc. Situacao
FBCS5757-2/1 Topicos em Analises Clinicas 11 17/08/2009 29/11/2009 30 2 80 A N Concluida
. . . o . Turma
FBC5764-4/3 Protideos em Bioquimica Clinica 01/09/2009 28/09/2009 60 0 0 - N
cancelada

Genoma, Transcriptoma e Proteoma
Aplicado a Cardiologia (Instituto Dante

TIC5013-1/1 - ) . - 05/10/2009 25/10/2009 60 4 100 A N Concluida
Pazzanese de Cardiologia - Universidade
de S&o Paulo)
DNA Repetitivo e Doengas (Curso Turma

BTCS5779-1/2 Interunidades: Biotecnologia - Universidade 07/10/2009 08/12/2009 45 0 0 - N

de S&o Paulo) cancelada
FBC5761-5/3 Topicos Avancados em Bioquimica Clinica  02/03/2010 29/03/2010 60 4 100 A N Concluida
Dislipidemias e Prevencao Cardiovascular
TIC5004-1/2 (Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia - 12/04/2010 23/05/2010 90 6 91 A N  Concluida
Universidade de Sao Paulo)
FBCS5708-4/1 Farmacogendmica Cardiovascular 05/05/2010 15/06/2010 90 6 100 A N Concluida
TIC5012-1/3 Bioestatistica (\nstllutp Dante Pamzzanese de 03/08/2010 15/10/2010 60 0 0 B N Matricula
Cardiologia - Universidade de S&o Paulo) cancelada
FBC5793-10/1 Topicos em Analises Clinicas | 15/03/2011 27/06/2011 30 2 80 A N Concluida
Estudos Avangados em Sindromes
Tics002-1/3 COronarias Agudas (Instituto Dante 11/04/2011 01/05/2011 90 6 8 A N Concluida

Pazzanese de Cardiologia - Universidade
de S&o Paulo)

Créditos minimos exigidos E:;i?:lt::
Para exame de Para depdésito da
qualificacao dissertacao
Disciplinas: 0 25 30
Estagios:
Total: 0 25 30

Créditos Atribuidos a Dissertagéo: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:

A- Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.

Um(1) credito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 19/07/2011
Impresso em: 03/01/12 09:25:12
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