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RESUMO

o objetivo deste estudo foi avaliar a possível associação entre os

polimorfismos -260C/T do gene CD14, Arg753Gln do gene TLR2, Asp299Gli e

Thr39911e do gene TLR4 e -174G/C do gene IL6 com o infarto do miocárdio em

adultos jovens. Para isso, foi realizado um estudo caso controle, sendo o grupo

de estudo constituído por 102 pacientes que tiveram de infarto do miocárdio

(34,5 ± 5 anos) e o grupo controle (35,1±8,7 anos) por 108 indivíduos sem

histórico de doenças cardiovasculares. A genotipagem foi realizada pela PCR

RFLP. Houve ausência de associação entre a distribuição dos genótipos

dos SNPs -260C/T do gene CD14, Arg753Gln do gene TLR2, Asp299Gli e

Thr39911e do gene TLR4 e -174G/C do gene IL6 entre os dois grupos

estudados (p<0,05). O perfil sérico inflamatório e hematológico relacionou-se

com polimorfismo -174G/C IL-6 do grupo IAM. O genótipo GG relacionou com

elevação nas concentrações de PAI-1 (p<0,0001), o genótipo GC com maiores

quantidades de hemácias (p=0,02) e o genótipo CC com concentrações

elevadas de fibrinogênio (p<0,01) e quantidade aumentada de leucócitos

(p<0,05). O genótipo CC do polimorfismo -260C/T CD14 também mostrou

relação com a elevação nas concentrações de PAI-1 (0,0001) e o genótipo CT

com o de fibrinogênio (p<0,01). O genótipo GG do polimorfismo -174G/C IL-6

relacionou com elevação nas concentrações de glicose (p<0,05) e o genótipo

CC com diminuição nas concentrações de apoA (p<0,01), HDL (p<0,001) e

elevação nas de LDL (p<0,05), colesterol total (p<0,05). O genótipo CT do

polimorfismo -260C/T CD14 também relacionou com concentrações elevadas

de colesterol total (p<0,0001). Em conclusão, os polimorfismos não estão

relacionados com o infarto do miocárdio em jovens, porém os SNPs -260CT

CD14 e -174 IL-6 parecem estar relacionados com o perfil sérico inflamatório,

hematológico e bioquímico de pacientes enfartados.
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ABSTRACT

The objective of this study was to assess the possible association between the

polymorphism - 260C/T of the gene CD14, Arg7S3Gln TLR2, Asp299Gli and

Thr39911e TLR4 and -174G/C of the gene IL6 with myocardial infarction in

young adults. For that a case control study was conducted and the case group

was formed by 102 patients who had myocardial infarction, and the control

group by 108 individuais without history of cardiovascular disease. The

genotyping was performed by PCR-RFLP. There was no association between

the distribution of genotypes of SNPs - 260C/T of the gene CD14, Arg7S3Gln

TLR2, Asp299Gli and Thr39911e TLR4 and -174G/C of the gene IL6 between

the two groups studied (p<O.OS). The serum inflammatory blood profile was

related with polymorphism - 174G/C IL-6 in the group IAM. The GG genotype

was linked with elevated PAI-1 concentrations (p<0.0001), the genotype GC

with larger quantities of red blood cells (p=0.02) and CC genotype with high

concentrations of fibrinogênio (p<0.01) and leucocytes increased quantity

(p<O.OS). The CC genotype of polymorphism of -260C/T CD14 also showed

associated with the elevation in PAI-1 concentrations (p<0.0001) and the CT

genotype with elevated fibrinogênio concentrations (p<0.01). The GG genotype

of the -174G/C IL-6 polymorphism was related with elevated glucose

concentrations (p<O.OS) and CC genotype with decrease in the apoA (p <0.01)

and HDL (p<0001) concentrations and elevation of the LDL (p <O.OS), total

cholesterol (p <O.OS) concentrations. The CT genotype of -260C I T CD14

polymorphism also was Iinked with high total cholesterol concentrations (p

<0.0001). In conclusion, the polymorphism is not associated with myocardial

infarction in young patients, but the -260CT CD14 and -174 IL-6 SNPs appear

to be related to the serum biochemicaJ, hematological and inflammatory blood

profile in patients that had myocardial infarction.



1. INTRODUÇÃO

As doenças cardiovasculares constituem atualmente a principal causa de

morte e incapacitação dentre as doenças humanas, correspondendo a

aproximadamente um quarto das mortes na população adulta. (OVERMAN, 2005).

No Brasil ocorrem, aproximadamente, 140.000 óbitos por ano devido às

doenças cardiovasculares, sendo que 9 de cada 1000 habitantes possuem esta doença

(www.datasus.gov.br). A mortalidade hospitalar de pacientes com Infarto Agudo do

Miocárdio (IAM) é de 4,8% no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (SANTOS et

aI., 2006).

A causa mais comum da doença cardiovascular é a aterosclerose, que é

resultado de alterações vasculares que evoluem de forma lenta e progressiva, levando

a obstrução parcial ou completa do lúmem da artéria. Nestes casos, freqüentemente

ocorre uma deficiência no fluxo sanguíneo para o tecido perfundido (L1BBY et ai., 2005

e TOUSOULlS et ai., 2005).

A agressão ao endotélio provoca uma resposta inflamatória crônica na parede

arterial e esta é a hipótese mais aceita para a etiopatogenia da aterosclerose. Esta

resposta inicia-se por alguma forma de lesão do endotélio devido a alterações

hemodinâmicas, hipóxia, presença de endotoxinas ou produtos derivados do cigarro,

hiperhomocisteinemia, hipercolesterolemia e processos infecciosos (TIONG et aI.,

2005; GOTLlEB, 2005; HANSON, 2005; MOORE et ai, 2006). A lesão do endotélio pela

resposta inflamatória crônica local resulta em disfunção endotelial e aumento da

permeabilidade e da adesão de monócitos e macrófagos no endotélio vascular.

Subseqüentemente, ocorre a deposição de Iipoproteínas na camada íntima da artéria,
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principalmente as lipoproteínas de baixa densidade (LDL), ricas em colesterol e as

Iipoproteínas de muita baixa densidade (VLDL) bem como suas formas modificadas por

oxidação (TIONG et aI., 2005). A LDL oxidada é quimiotática para monócitos

circulantes, que tem sua adesão aumentada por indução da expressão de moléculas

endoteliais de adesão. O acúmulo de LDL oxidado facilita sua captação por macrófagos

através de receptores específicos conhecidos como receptores seqüestradores,

transformando os macrófagos em células espumosas e favorecendo assim, sua

retenção na placa. O resultado deste processo ocasionará a estimulação e liberação de

fatores de crescimento que causam a migração de células musculares lisas da camada

vascular média para a íntima (Figura 1) (L1BBY, 2005; HANSON, 2005; MILLER et ai

2007; CROCE et aI, 2007).

As células do músculo liso produzem uma grande quantidade de componentes

da matriz extracelular, incluindo colágeno, elastina e vários tipos de proteoglicanas

durante o processo inflamatório como mecanismo de reparo do tecido lesado (L1BBY,

2005). O fator de crescimento tumoral-p (TGF-P) e outros fatores de crescimento,

incluindo PDGF e fator de crescimento fibroblástico (bFGF), também participam do

mecanismo de reparo do tecido lesado. A proliferação e a síntese de matriz implicam

em um processo lento e progressivo de crescimento da placa, culminando na

estabilização da placa pela formação de uma cápsula fibrosa envolvendo o ateroma.

Porém, muitos mediadores produzidos por macrófagos e linfócitos T ativados

promovem um efeito desestabilizante na placa (GORAN et aI., 2005). O processo de

apoptose pode ser ativado por mediadores inflamatórios e este processo é reconhecido

como um mecanismo de morte de células espumosas na placa (DEGUCHI et ai 2006).
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A morte celular leva ao descolamento dos lipídeos e amolecimento da camada lipídica.

Em adição, durante a inflamação, um importante mecanismo de desintegração da placa

é iniciado com degradação da matriz extracelular por colagenases intersticiais (MMP1),

estromalisinas (MMP3) e gelatinases MMP2 e MMP9 (L1BBY et ai, 2006; DEGUCHI et

ai 2006).

disllpldemias

Rompimento
da placa

e Trombose

-rI' ~ I

Hiperlipidem ia, estresse,
hipertensão, diabetes
fatores hemodinâm icos,
Tabagismo, infecção.
entre outros I

ATEROMA ~P-Ol'-'~-.-O'~-"-::"~: ."~
RECENTE Il' fi ,Lesão do ._-- ARTÉRIA

"i't""- dOI'
~~ T en ole 10 NORMAL

;';:;/0
PLACA E5TÁVE ' PLACA VULNERÁVEL CICATRIZAÇÃO DA
'Espessa Gamada fibrosa I" ·Fina camada fibrosa PLACA ROMPIDA
•.1. Iípides .1' Iipídeos plasmaticos .lumen estreito
.J. Células inflamatórias .1' Células in~lamatór;as ·Fibrose na camada íntima

·metaloprotelnase

Figura 1. Modelo esquemático da formação da placa de ateroma. Modelo adaptado de L1BBS, 2002.

Quando a placa apresenta uma cápsula espessa torna-se menos propensa a

ruptura. As placas fibrosas são clinicamente estáveis e podem ser constituídas ou não

de pequena quantidade de Iipídeos extracelular (YEGHIAZARIANS et aI., 2005). Na

artéria coronária muita dessas lesões permanecem clinicamente silenciosas ou podem

progredir lentamente para uma angina péctoris estável. Uma placa é considerada
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vulnerável (ou imatura) quando apresenta risco de ruptura e são caracterizadas por

uma grande quantidade de lipídeos e por uma cápsula fibrosa delgada ou

macroscopicamente ausente (YEGHIAZARIANS et aL, 2005). A ruptura dessas placas

poderá ocasionar uma obstrução parcial ou total do lúmen da artéria através da

formação de um coágulo sangüíneo sobre uma placa aterosclerótica no interior de uma

das artérias coronárias. Quando ocorre a ruptura da placa, existe exposição de

colágeno e fragmentos de tecido conjuntivo da região subendoteliaL As plaquetas,

células do sangue, se aderem e agregam ao local da ruptura, liberando substâncias

que desencadeiam o processo de coagulação, resultando na formação do trombo.

A intensidade da resposta inflamatória local e sistêmica possui um papel muito

importante na instabilidade e ruptura da placa (YEGHIAZARIANS et aL, 2005;

DEGUCHI et ai 2006; CROCE et aI, 2007).

A resposta inflamatória é resultado de uma lesão tecidual que imediatamente

produz fenômenos vasculares mediados principalmente pela histamina. O resultado é

um aumento da irrigação sangüínea e em seguida tem início a produção de

mediadores inflamatórios que promovem um aumento da permeabilidade capilar e

também quimiotaxia, processo químico pelo qual as células polimorfonucleares,

neutrófilos e macrófagos são atraídos para o foco da lesão (L1BBY 2002). Estas células

por sua vez fagocitam os elementos que estão na origem da inflamação e produzem

mais mediadores químicos dentre os quais estão as citocinas (como por exemplo o

fator de necrose tumoral e as interleucinas), quimiocinas, bradicinina, prostaglandinas e

leucotrienos. Também as plaquetas e o sistema de coagulação do sangue são ativados

visando conter possíveis sangramentos (HANSSON 2001). Cada uma destas
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substâncias possui funções e propriedades específicas que se somam ou são

reguladas pelas demais, o que se reflete no resultado final do processo.

Esta resposta é comum a vários tipos de tecidos e é mediada por diversas

substâncias produzidas pelas células danificadas e células do sistema imune que se

encontram eventualmente nas proximidades da lesão. Este processo envolve uma

complexa sinalização intra e intercelular que liberará substâncias mediadoras

(interleucinas, fatores de crescimento e outros) e tem como início à interação das

células inflamatórias (principalmente monócitos/macrófagos) com os seus ligantes (LDL

oxidado, proteínas de choque térmico e lipopolissarídeos produzidos por bactérias)

mediados por receptores localizados na membrana celular (LI et aI. I 1993; BARTON et

aL, 2002). Dentre os principais receptores envolvidos no processo inflamatório estão às

proteínas CD14 e TLR (Figura 2). Elas são capazes de interagir com componentes

celulares de microorganismos apresentando uma grande importância no

reconhecimento a patógenos e no desenvolvimento de uma resposta inflamatória

(SCHUMANN et aI., 1994).

O CD14 é uma glicoproteína de 55 kDa que possui diversos ligantes, como

lipopolissacarídeos e peptidoglicanos (LANDMANN et ai 1996, BUFLER et aI., 1995, e

STELTER et aL, 2000). Esta glicoproteína é expressa principalmente na superfície de

células mielóides (XU, et aI. 2001 e OCROCKETT et a., 2001) e tem como principal

função a transferência de informações aos TLRs (WANG et aL, 1995, KITCHENS et ai

2000).

O TLR-4 é uma proteína transmembrana que interage com proteínas de choque

térmico, LDL oxidado e Iipopolissacarídeos com o auxílio do CD14 desencadeando um

processo inflamatório (OHASHI et aI, 2000; OCROCKETT et a., 2001; ISHIHARA et aI.,
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2004 e TAKENAKA et aI., 2004; e GORÁN, 2005). Além do TLR-4, a proteína de

membrana TLR-2 também desempenha uma função importante no reconhecimento a

substâncias endógenas e exógenas e este receptor foi relacionado como ligante de

componentes celulares de bactérias gram-negativas, gram-positivas e alguns vírus

(LORENZ et aI., 2003 e GOBERT et aI., 2004). Estudos têm demonstrado a não

especificidade destes receptores a determinados patógenos (SMITH et aI., 2003;

AMEZIANE et aI, 2003 e ZONG-ZE et aI., 2005).

É através de sua região externa que os TLRs reconhecem seus ligantes. Este

reconhecimento ocorre devido à interação do TLR com outras proteínas de membrana,

principalmente com a molécula de CD14 (Figura 2). Os TLRs possuem uma região

interna no citoplasma que é homóloga aos receptores relacionados às interleucinas (IL

1Rs), incluindo um domínio conservado de aproximadamente 200 aminoácidos,

denominado TolI-IL1R. Além desta estrutura similar, TLRs e IL-1 Rs também possuem

uma molécula de adaptação em comum, a MyD88 (Figura 3), que também contém um

domínio TolI-IL-1 R (TAKEDA et aI., 2003 e AKIRA, et aI. 2003).
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Figura 2. Mecanismos de reconhecimento dos Iigantes pelo TLR. Este reconhecimento corre
devido à interação do TLR com outras proteínas, principalmente com o CD14. Retirado
de SHRODER, 2005.

Uma vez o TLR ativado ocorre produção de moléculas de adaptação e,

conseqüentemente, do complexo quinase IKB (IKK). A fosforilação mediada por IKK

resulta na ubiquitinação e degradação do IKB e posteriormente, o fator nuclear-KB (NF-

KB) deixará de ser inibido ocorrendo a sua translocação para o núcleo. Este processa

permite a expressão de vários genes pró-inflamatórios, como a interleucina-6 (Figura

3), (TAKEDA et aI., 2003 e KATHRIN et aI., 2004). Existe uma outra via de sinalização

do TLR que é a via independente do MyD88. Por esta via ocorre a ativação das

proteínas TIRAP/Mal, TRIF e IRF3, que ativa a expressão de genes inflamatórios

(KAISHO et ai 2006). A interleucina-6 é uma citocina que estimula a resposta de fase

aguda do fígado a infecções e ao dano tecidual, incluindo a estimulação da expressão

de proteína C reativa, PAI-1 e fibrinogênio (FEY et aI., 1990) e também a IL6 está

relacionada à diferenciação e ativação de macrófagos, linfócito T e B (CATHERINE et

aI., 2000). A IL6 não é um gene constitutivo, mas é altamente expressa por várias
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células como monócitos!macrófagos, fibroblastos, células endoteliais, adipócitos e

células T (TERRY et aI., 2000).
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Figura 3. Mecanismos de sinalização por TLR. Duas vias 1. Via dependente de MyD88 e 2.

Independente de MyD88. Retirado de ARMANT, 2002.

Os receptores CD14, TLR e a citocina interleucina-6, portanto, estão

diretamente envolvidos no processo inflamatório e alterações nos seus genes podem

comprometer tanto o reconhecimento dos seus Iigantes, quanto à sinalização intra e

intercelular necessário para o desenvolvimento deste processo (SCHMITT et ai 2002;

KOLEC et ai 2004; OOSTENBRUG et ai 2005; VAN DER GHRAAF et ai 2005;

CARVALHO et ai 2007; TSUBG et ai 2007). Diversos estudos descrevem o aumento da

expressão dos receptores de membrana TLR e CD14 durante o infarto do miocárdio

(FRANZ et aI., 1999; XU et aI., 2001, EDFELDT et aI., 2002 e OZIDOGRU et aI., 2007).

O aumento da concentração de IL6 no infarto o miocárdio foi estabelecida por vários
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estudos e mostraram que este seria um marcador futuro de eventos coronários em

indivíduos saudáveis e também relacionado alto índice de mortalidade em pacientes

com síndrome coronariana aguda (BIASUCCI et aI., 1996; KUCHARZA et aI., 2000;

RIDKER et ai, 2000; L1NDMARK et aI., 2001; BENNET et aI., 2003 e BLAKE et aI.,

2003).

A principal manifestação clínica da aterosclerose é o infarto do miocárdio. Esta

doença está relacionada à interação entre fatores de riscos genéticos e ambientais que

determinará à precocidade e evolução desta doença, sendo os principais fatores de

riscos as dislipidemias, hipertensão, tabagismo, diabetes, estresse, alterações na

coagulação e homocisteinemia (BARTER et aI., 2007; DAMANI et aI., 2007 e RANJITH

et aI., 2007).

O gene CD14 está localizado no cromossomo 5, consiste de 3.900 pb

organizados em 2 exons e codificam uma proteína de 375 aminoácidos. A região

promotora deste gene tem sido bem caracterizada e sabe-se que o promotor possui um

sitio de ligação para o fator de transcrição Sp1 (ZHANG et aI., 1994; HUBACEK et aI.,

1999). Um dos polimorfismos do CD14 mais importantes é a substituição de citosina

por uma timina (-260C/T) no nucleotídeo 260 da região promotora (BERNARDO et aI.,

2006). Este polimorfismo esta associado a diferenças em resposta inflamatória,

aumento de concentrações plasmáticas da forma solúvel do CD14 e um aumento da

infecção por Chlamydia pneumoniae (ENG et aI., 2003 e BERNARDO et aI., 2006).

O gene que codifica o TLR4 está localizado no cromossomo 9 e por

processamento alternativo que transcreve quatro isoformas de RNA mensageiro

(RNAm) e a quantidade de exons varia de 3 a 5 (ROCK, et aI., 1999). Um dos
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polimorfismos do TLR4 mais importantes é a substituição de adenina por guanina no

nucleotídeo +896 que resulta na troca de ácido aspártico por glicina no códon 299,

denominado Asp299Gli ou A+896G (TAKEDA et a/., 2003; SCHOEDER, et aI., 2005).

Este polimorfismo, localizado no último exon, altera o domínio extracelular do TLR-4

dificultando o reconhecimento a patógenos, sendo esta associada à alteração da

resposta inflamatória (OOSTENBRUG et ai 2005; VAN DER GHRAAF et ai 2005) e a

uma maior susceptibilidade a infecções (HOSHINO et a/., 1999 e SCHOEDER et aI.,

2005). Além deste polimorfismo, outros polimorfismos que alteram o domínio

extracelular da proteína, estão relacionados a uma alteração do processo inflamatório e

da susceptibilidade a infecções, sendo os mais importantes o polimorfismo Arg753Gln

do gene TLR2 e o polimorfismo Thr39911e no gene TLR4 (SCHRODER et aI., 2005).

Esta se localiza no último exon do TLR4, e é resultado da substituição de citosina por

timina no nucleotídeo +1197 que resulta na troca de treonina por interleucina no códon

299, denominado Thr39911e ou C+1197T (Figura 3).
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Figura 4. Modelo esquemático da localização dos principais polimorfismos do TLR2 e 4. Retirado de
SCHORODER,2005.
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o gene IL6 está localizado no cromossomo 7 e possui 11 exons. Um dos

polimorfismos da IL6 mais importantes é a substituição de uma guanina por citosina no

nucleotídeo -174 da região promotora (-174G/C) (RAVAGLlA et aI., 2005), que está

relacionado com alterações na concentração sérica de interleucina-6 (CATHERINE et

ai 2000 e RAVAGLlA et aI., 2005).

Como a inflamação crônica está sendo associada à aterosclerose (WILLERSON

et aI., 2004), uma alteração no domínio extracelular destas proteínas provavelmente

pode estar modificando a resposta inflamatória podendo estar influenciando o

aparecimento de doenças cardiovasculares.

Embora o estudo de Yang, 2003, não demonstrasse haver relação do

polimorfismo TLR4 Asp299Gli com o aumento de risco de infarto do miocárdio, houve

uma maior freqüência deste polimorfismo nos pacientes em relação aos indivíduos

controles (YANG et aI., 2003). Entretanto, outro estudo mostrou que homens com

ambos os polimorfismos, Asp299Gli e Thr39911e, têm um aumento no risco de infarto do

miocárdio (EDFELDT et aI., 2004), sugerindo que novas pesquisas sejam realizadas

para avaliar o real impacto destes polimorfismos nas doenças cardiovasculares. Alguns

estudos foram realizados para avaliar também a relação dos polimorfismos -260C/T do

gene CD14 e -174G/C do gene IL6 e o infarto do miocárdio, mas resultados

contraditórios foram obtidos (HUBACEK et aI., 1999; ARROYO-ESPLlGUERO et ai

2005; BERNARDO et aI., 2006 e MALARSTIG et aI., 2006). Não obstante, ainda não

existem estudos sobre a relação destes polimorfismos com o infarto do miocárdio em

pacientes abaixo de 40 anos.

A prevalência de doenças cardiovasculares em indivíduos abaixo de 40 anos está

entre 2 e 11 % dos pacientes com infarto do miocárdio (BARBASH et aI., 1995;
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ZIMMERMAN et aI., 1995; CHOUDLHURY et aI., 1999; DOUGHTY et aI., 2002;

FOURNIER et aI., 2004 e PINEDA et aL, 2007).

Estudos histopatológicos evidenciaram que em pacientes jovens com IAM às

placas ateroscleróticas são constituídas por grande quantidade de células espumosas

ricas em Iípides e com pequena quantidade de matriz extracelular e de cálcio (DOLLAR

et aI., 1991; CHEN et aI. I 1995). Entretanto, outros estudos revelam a não prevalência

de placas ateroscleróticas gordurosas (EUDA et aI., 2007), além disso, em relação à

avaliação angiográfica, o infarto do miocárdio em jovens apresenta alta taxa de lesões

uniarteriais. Este infarto também se caracteriza por estar associado à alta taxa de

artérias coronárias angiograficamente normais (BURKARJ et aI., 2002), sendo quase

um quarto de todos os pacientes jovens sofreram infarto do miocárdio com elevação do

segmento ST no eletrocardiograma (SOITIA et aI., 2007). Todos esses fatores e a

ausência de condições próprias pertinentes à idade avançada sugerem o infarto do

miocárdio em jovens como um modelo interessante para o estudo da resposta

inflamatório nesta doença.
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2. OBJETIVOS

• Estudar as freqüências genotípicas dos polimorfismos -260C/T C014,

Arg753Gln TLR2, Asp299Gli TLR4, Thr39911e TLR4 e -174G/C IL-6 em

indivíduos jovens com infarto do miocárdio e indivíduos controles.

• Avaliar as possíveis associações entre os polimorfismos -260C/T C014,

Arg753Gln TLR2, Asp299Gli TLR4, Thr39911e TLR4 e -174G/C IL-6 com infarto

do miocárdio em adultos jovens.

• Avaliar a associação do haplotipo dos genes da CD14, TLR2, TLR4 e IL6 com

os parâmetros bioquímicos e inflamatórios.

• Avaliar o efeito dos polimorfismos sobre o perfil sérico inflamatório e

hematológico em indivíduos jovens com infarto do miocárdio.

• Avaliar o efeito dos polimorfismos sobre o perfil sérico lipídico em indivíduos

jovens com infarto do miocárdio.
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3 CAsuíSTICA

3.1 Características dos pacientes

Foram incluídos 102 pacientes com idade abaixo de 45 anos, de ambos os

sexos, que haviam apresentado Infarto agudo do miocárdio (IAM) há pelo menos dois

meses antes do início do estudo.

o diagnóstico de IAM foi estabelecido somente quando os três critérios definidos

pela Organização Mundial de Saúde em 1959 (HYPERTENTION, 1959) estivessem

presentes simultaneamente: a) clínicos: relato de dor, de localização torácica anterior,

em aperto, peso ou queimação, com duração superior a 20 minutos; b)

eletrocardiográficos: supradesnivelamento do segmento ST~ 1mm, a 0,02 segundos

após o ponto J e que evolui para formação de onda Q (infarto Q) patológica (duração>

0,03s e amplitude > 3 mm), ou infradesnivelamento do segmento ST e/ou alterações

das ondas T que não evoluem para formação de ondas Q patológicas (infarto não Q).

Estas alterações eletrocardiográficas deveriam estar presentes em pelo menos duas

derivações contíguas do eletrocardiograma convencional, incluindo V7 e V8. c) critérios

enzímicos: valores elevados (pelo menos o dobro do valor de referência) da enzima

creatinofosfoquinase fração miocárdica, CKMB (CONTI et ai, 2002).

3.2 Critérios de exclusão

Foram excluídos do estudo os pacientes que apresentaram qualquer das

seguintes condições: 1) insuficiência renal crônica; 2) insuficiência hepática; 3)

doenças auto imune; 4) angina instável; 5) distúrbio endócrino ; 6) uso de

anticoagulantes orais; 7) hipercolesterolemia familiar conhecida ou presente em
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membros da família. Excluíram-se também os pacientes que antes do IAM

apresentassem as seguintes cardiopatias: 1) miocardiopatia, incluindo doença de

Chagas; 2) valvopatia; 3) doença congênita; 4) pericardiopatia.

3.3 Características do grupo controle

O grupo controle foi constituído por 108 indivíduos jovens de ambos os sexos,

que não apresentavam história ou evidencia de doença cardiovascular atual. A doença

arterial coronária foi afastada pela realização de um teste ergométrico cujo resultado foi

considerado totalmente dentro da normalidade. O grupo controle foi formado por

funcionários do departamento de manutenção, trabalhadores que prestam serviço à

Instituição, ou acompanhantes de pacientes no hospital Dante Pazzanese de

Cardiologia.

3.4 Aspectos Éticos

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Dante

Pazzanese de Cardiologia e da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP.

Os indivíduos do grupo IAM e do grupo controle foram informados de maneira

clara sobre os objetivos e importância da pesquisa desenvolvida neste trabalho. No dia

da primeira entrevista todos assinaram o ''Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido", conforme determina a resolução número 196, de 13 de outubro de 1996,

do Conselho Nacional de Saúde.
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3.5 Fatores de risco cardiovascular

No grupo dos pacientes com infarto abaixo de 45 anos (grupo IAM), os seguintes

fatores de risco clássicos para doença arterial coronária foram avaliados: diabetes,

hipertensão arterial, tabagismo, dislipidemias e obesidade. Os valores para

estabelecimento desses fatores de risco foram:

Hipertensão arterial sistêmica - De acordo com os dados das V Diretrizes

Brasileiras de Hipertensão Arterial foram considerados hipertensos os pacientes em

uso de medicação anti-hipertensiva ou que apresentavam história de pressão arterial

sistólica ;=:140 mmHg e/ou pressão arterial diastólica ;=: 90 mmHg, utilizando-se como

referência a média de avaliações em pelo menos três dias diferentes.

Diabetes Melito - Duas medidas de glicose plasmática de jejum;=: 126 mg/dl

em dois dias distintos, ou portadores de sintomas clássicos de diabetes associados à

glicemia;=: 200 mg/dl, ou pacientes recebendo terapia com insulina ou hipoglicemiante

oral.

Dislipidemias - De acordo com as IV Diretrizes da Sociedade Brasileira de

Cardiologia sobre Dislipidemias, os seguintes valores foram adotados:

a) Hipercolesterolemia: colesterol total >240 mg/dl

b) LDL colesterol elevado: > 160 mg/dl

c) HDL colesterol baixo: < 40 mg/dl

d) Hipertrigliceridemia: triglicérides > 150 mg/dl

História familiar para doença coronária precoce - Pacientes com relato de

doença coronária em pais ou irmãos, abaixo dos 55 anos em homens, ou de 65 anos

em mulheres.
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Tabagismo - Fumantes ativos ou com abstinência de tabaco há menos de três anos

antes do IAM foram considerados tabagistas, pois trabalhos populacionais envolvendo

mais de 1000 pacientes constataram que três anos após cessar o tabagismo o risco para

infarto ou óbito era similar aos do que nunca fumaram (CONTI et ai, 2002). Pacientes que

nunca fumaram ou fumaram por um período inferior a um mês foram definidos como não

tabagistas. Os pacientes foram considerados tabagistas se fumassem pelo menos 5

cigarros/dia.

Obesidade - O critério de obesidade foi adotado com base no índice de massa

corpórea para todos os participantes do estudo. O índice de massa corpórea foi

calculado dividindo o peso em kilogramas pelo quadrado da altura em metros.

Sobrepeso foi definido como índice de massa corpórea (IMC) > 25,0 Kg/m2 e obesidade

como IMC > 30,0 Kg/m2
, para homens e mulheres (EL-ALAWATY et aI., 2007).

4 MÉTODOS

4.1 Coleta de dados clínicos

Os pacientes provenientes da unidade coronária do Instituto Dante Pazzanese

de Cardiologia que preenchessem os critérios de inclusão, foram entrevistados após a

alta hospitalar. Todos estavam clinicamente estáveis, sem indicação atual para

angioplastia ou cirurgia de revascularização e em uso de aspirina. A utilização de

medicamentos comuns a pacientes após IAM, como beta-bloqueadores, inibidores da

enzima de conversão, estatinas, antagonistas dos canais de cálcio e nitratos ficava a

critério do médico de cada paciente.
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--- -

As informações foram obtidas por meio de anamnese clássica, seguida pela

realização de exame físico completo e eletrocardiograma no dia da consulta. A pressão

arterial foi medida no braço direito, com o paciente sentado e tranqüilo, em três vezes

consecutivas, com intervalos de 5 minutos. O peso foi determinado com roupas leves,

sem sapatos, utilizando balança mecânica Filizola modelo 31 e a altura mensurada

com um antropômetro de 1,92 m. O índice de massa corpórea foi calculado com base

na fórmula: peso dividido pelo quadrado da altura. (ENGELAND et aI., 2003).

4.2 Avaliação laboratorial

A coleta sanguínea foi realizada por punção da veia antecubital, entre 8 h e 9:30

h, após 10 minutos de repouso em posição sentada. Ao todo foram colhidos 4 tubos de

sangue periférico, sendo 2 com anticoagulante EDTA de 3,5 mL, um de 5mL contendo

Citrato de sódio, e um de 10 mL para os ensaios hematológicos, extração do DNA,

coagulação sanguinea e para dosagens bioquímicas respsctivamente. Todos os

participantes encontravam-se em jejum de 10 a 12 h, período no qual os fumantes

foram orientados a não fumar e não ingerirem bebidas alcoólicas até 24 h antes.

4.3. Perfil Bioquímico e hematológico

Foram analisadas as seguintes variáveis sanguíneas: glicose, uréia/creatinina,

hemograma completo com plaquetas, ácido úrico, proteína C reativa, T3, T4, TSH,

fibrinogênio, e PAI-1 e perfil lipídico (colesterol total e frações, triglicérides e

apoliproteína A1 e B).
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A contagem global de leucócitos, hemácias e plaquetas, dosagem de

hemoglobina, cálculo do hematócrito, índices hematimétricos, percentual de linfócitos e

valor absoluto de linfócitos foram realizadas por métodos automatizados, com leitura no

aparelho Counter modelo T.890. A contagem diferencial de leucócitos foi realizada por

método manual, através da leitura de esfregaços sanguíneos corados pelo método de

Romanowsky, com corantes May-Grunwald e Giemsa. O ácido úrico, glicose, colesterol

(CHOD-PAP), triglicérides (GPO-PAP), HDL-colesterol (HDL-CPLUS) foram

determinados pelo método enzímico, automatizado com analisador tipo Hitachi 912

(Rache Diagnostic).As concentrações séricas de colesterol da lipoproteína de

muito baixa densidade (VLDL-c) e de LDL-c foram calculadas segundo a fórmula

de Friedewald e colaboradores (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). A

fórmula só foi aplicável quando o valor de triglicérides fosse menor que 400 mg/dl. Nos

casos de triglicérides acima de 400 mg/dl, o LDL foi obtido pelo método do anti-soro

policlonal enzímico. As dosagens de apo A1 (apoproteína A1) e apo B (apoproteína B)

foram realizadas por métodos imunoturbidimétricos automatizados, com leitura no

aparelho Hitachi-modelo 912 (Japão).

Após a colheita da amostra com citrato, o plasma foi separado por centrifugação

a 3000 rpm, por 20 min e uma alíquota foi mantida a -20 graus Celsius, para posterior

determinação da concentração plasmática do PAI-1. As concentrações de PAI-1 e PCR

ultra sensível foram determinadas pelo método imuno-enzimático ELISA (Spectrolyse

PAI-1, Biopool, Umea, Sweden), de acordo com o protocolo de instrução fornecido pela

empresa. As determinações do fibrinogênio foram realizadas por método de fotometria,

protocolado para o aparelho Electra-modelo 1400C.
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4.4 Extração e análise de DNA genõmico

O DNA genõmico foi extraído dos leucócitos do sangue periférico, após

lise dos eritrócitos, utilizando o método de precipitação salina desenvolvido em

nosso laboratório (SALAZAR et aI., 1998). Resumidamente, 0,3 mL das amostras

de sangue, colhidas com EDTA, foram acrescentadas de 1 mL de tampão Tris-1

[Tris-HCI a 10mM (pH 8,0), KCI a 10mM; MgCb a 10mM e EDTA a 2mM]

adicionado de Triton X-100 a 2,5% para a lise das hemácias. A seguir

centrifugasdas a 12 k rpm por 10 minutos e o precipitado lavado por 3 vezes para

remoção de Hemoglobina. Os núcleos celulares foram lisados com 1mL de

tampão Tris-2 (Tris-HCI a 10mM, pH 8,0, KCI a 10mM, MgCI2 a 10mM, EDTA a

2mM pH 8,0 e NaCI 0,4M) adicionado de dodecil sulfato de sódio (SDS) 10%,

seguida da adição de NaCI 5 M homogeneizado e centrifugada durante 5 min a

12000 rpm. Ao sobrenadante, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto e o DNA

precipitado foi centrifugado durante 5 min a 12000 rpm, lavado com etanol 70% e

ressuspendido em tampão TE pH 8,0 [Tris-HCI a 10mM e EDTA 1mM (pH 8,0)].

As amostras de DNA foram armazenadas a -200 C.

A integridade das amostras de DNA foi avaliada por eletroforese em gel

de agarose a 0,8% utilizando tampão TBE 0,5X [Tris-HCI a 45mM, ácido bórico a

45 mM e EDTA a 1mM (pH 8,0)] (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). A separação

eletroforética foi realizada a 100V, 60 mA, por 30 min, em cuba de eletroforese

horizontal (Gibco BRL, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA) e fonte

modelo EPS 200 (GE Healthcare, Amersham Biosciences do Brasil, São Paulo,
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SP). Como referência foi utilizada um marcador de tamanho molecular de DNA de

1000 bp (1 Kb) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA).

As bandas eletroforéticas foram visualizadas sob luz UV, após coloração

do gel com brometo de etídio (0,5 mg/mL) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e

fotodocumentadas em sistema de captura de imagem Chemilmager™ 4400 (v5.5)

(Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA, EUA).

A quantificação de DNA foi realizada por espectrofotometria a 260nm

utilizando espectrofotômetro Beckman modelo DU 640 (Beckman, Fullerton, CA,

EUA) e a pureza do DNA determinada pela relação A260nm/A280nm (SAMBROOK;

RUSSEL, 2001).

4.5. Reação em cadeia pela polimerase (peR)

Foram avaliados os polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) C260T do

gene CD14, G2258A. éxon 4 (Arg753Gln), do gene TLR2, Asp299Gli (A896G.

éxon 2) e Thr39911e (C1197T, éxon 2) do gene TLR4 e -174GC do gene IL6. A

nomenclatura dessas regiões polimórficas está de acordo com a seqüência

disponível [número de acesso NM 001040021 (CD14), NM 0006 (IL6) NM003264

(TLR2) e NM_138554 (TLR4)] no Banco de genes (GenBank) do Nationallnstitute

of Health (NIH) (www.ncbi.nlm.nih.gov).

As regiões polimórficas foram amplificadas pela pela PCR e os produtos

gerados foram utilizados em ensaios de polimorfismo de tamanho de fragmentos

de restrição (RFLP).

Os iniciadores foram escolhidos com auxílio do programa Primer

Premier® v. 5.0 (Premier Biosoft International, EUA). Para essa finalidade,
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utilizou-se a seqüência disponível citada acima. No Quadro 1, estão descritos os

iniciadores utilizados na PCR-RFLP.

Quadro 1 - Iniciadores utilizados nos ensaios de peR

Polimorfismo Métodos Seqüências dos Iniciadores Tamanho do
Produto de peR

Arg753 (G+2258A
)

S 5'GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCGAAG 3'
PCR-RFLP 243 bp

AS 5'CTTCTGAAAAAGCATTCCCACC 3'

Thr39911e S 5'GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGTCA 3'

(C+1197T) PCR-RFLP 299 bp
AS 5'AGGAAGTTTTCCTGGAAAGAATTGCCAGC 3'

Arg753Gln S 5'ATGCTGCCATTCTCATTCTTCTGCAGC 3'

(G+2258A)
PCR-RFLP 329 bp

AS 5'CAGCACCCCAGACAAAATTTGAAGTTT3

S 5' AGCCTCAATGACGACCTAAGC C 3'
-274G/C IL6 PCR-RFLP 226pb

AS 5' AATGAGCCTCAGACATCTCCAGT 3'

S 5' AACCTAATTCTACCCCCCTTGG 3'
-260 ClT CD14 PCR-RFLP 778pb

AS 5' TCAGAGGCAGCCGAAGAGTT 3'

As PCR foram otimizadas a partir de um protocolo básico. Inicialmente,

mantiveram-se constantes as concentrações dos componentes da reação e o

número de ciclos (30 ciclos), e variou-se a temperatura de hibridização dos

iniciadores.

A PCR foram utilizados 50 ng de DNA genômico, 200 nmoles/L de cada

iniciador (Integrated DNA Technologies, Coralville, EUA), deoxinucleotídeos

(dNTPs), 200 llmoles/L (GE Healthcare, Amersham Biosciences do Brasil, São

Paulo, SP), 0,5 a 1 U DNA polimerase e tampão de PCR [Tris-HCI a 75mM (pH

9,0), MgCb a 2mM, KCI a 50mM, (NH4)2S04 a 20mM] (Biotools, Madrid, Espanha)

em um volume final de 25 llL.
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As PCR foram realizadas utilizando-se termociclador PTC-200 (M&J Research,

Watertown, EUA), sob as seguintes condições: etapa inicial a 95°C por 3min;

amplificação por 30 ciclos a 95°C por 1min, variação de temperatura de desnaturação

característica de cada SNP por 1min e 72°C por 1min; etapa final a 72°C por 10min. As

variações de temperatura de hibridação dos ensaios para cada polimorfismo foram:

polimorfismo Arg753Gln (G+2258A) 57, 59, 61.3, 62, 64.4°C, polimorfismo Asp299Gli

(A+896G) 51, 53, 55, 57, 59°C, polimorfismo Thr39911e (C+1197T) 54, 56.7, 58.6,

61.4,62.7,64.8 cC, polimorfismo -174G/C 51, 53, 55, 57 e 59°C e para o polimorfismo 

260C/T 52, 54, 56, 58 e 60oC. Para todos os polimorfismos foram escolhidas as

temperaturas mais elevadas, pois assim evitasse a formação de produtos inespecíficos.

O tamanho dos produtos gerados foi apresentado na Quadro 1.

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose

1% em TBE 0,5X e analisados conforme descrito no item 3.3.4. Como referência

foi utilizado um marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp (Invitrogen

Corporation, Carlsbad, CA, EUA).

4.6. Avaliação dos polimorfismos pela RFLP

Os genótipo dos SNPs Arg753Gln (G+2258A) do gene TLR2, Asp299Gli

(A+896G), Thr39911e (C+1197T) do gene TLR4, -174G/C do gene IL6 e -260C/T do

gene CD14 foram identificados pela RFLP. Os ensaios de digestão enzimática foram

realizados por 3h, em banho de água (FANEM Ltda., São Paulo, SP, Brasil) a 37°C

com volume final de reação de 10-20 /lL.

Os produtos de restrição foram analisados por eletroforese em gel de

poliacrilamida a 8%, em TBE 1X [(Tris-HCI 90 mM, ácido bórico 90 mM e EDTA 2
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mM (pH 8,0)] (SAMBROOK; RUSSEL, 2001), utilizando o sistema de eletroforese

vertical v16-2 (Life Technologies, Gaithersburg, MO). A eletroforese foi realizada

com a fonte modelo EPS 200 (GE Healthcare, Amersham Biosciences do Brasil,

São Paulo, SP) a 120V, 16mA durante 4 horas. Foi utilizado marcador de

tamanho molecular de 50 bp (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA) para

identificar os tamanhos dos fragmentos formados pela restrição enzimática. O gel

foi, posteriormente, imerso em solução com brometo de etídio a 1Omg/dL (Sigma,

St. Louis, IL, EUA) e documentado por meio de sistema de digitalização de

imagem (HP Scan Jet 3400C, Hewlett-Packard®, Hong Kong, China).

Digeriu-se o produto da PCR do polimorfismo -260CT CO 14 com enzima

Nlalll (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA) a 37°C, originando os fragmentos

conforme representado na Figura 5. Para o SNP Arg753Gln (G+2258A) foi realizada a

digestão com 1 U da enzima Pstl (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA), a 37°C,

gerando fragmentos com tamanhos de 245 e 295bp (Figura 6). Para os produtos da

PCR do SNP Thr39911e (C+1197T), a digestão enzimática foi realizada com 1U da

enzima Hincll (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA) a 37°C e os fragmentos

gerados estão representados na figura 7 e os produtos da PCR do SNP Asp299Gli

(A+896G) foram digeridos com 1 U da enzima Mboll (New England Biolabs Inc.,

Ipswich, MA) a 37°C, originando os fragmentos de 39 e 204bp conforme o esquema

representado na Quadro 2 e mostrado na Figura 8.

Para os produtos gerados pela PCR do SNP -174GC IL6, a reação de

digestão enzimática realizada foi com 3U da enzima Haelll (New England Biolabs

Inc., Ipswich, MA) a 37°C e os fragmentos gerados estão representado na Figura
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9. Na Quadro 2 são apresentados os tamanhos dos fragmentos gerados pela

restrição para os SNPs descritos.

Quadro 2 - Fragmentos dos produtos de restrição.

Polimorfismo
Homozigoto Heterozigoto

Homozigoto Produto de peR
comum polimórfico íntegro

Arg753 (G+2258A) 131bp 183pb/131 pb 183bp 295pb*

Asp299GIi
204bp 39bp/204bp 243bp 243pb**(A+896G)

Thr39911e
(C+1197T) 270bp 270pb/29pb 299bp 299pb***

-274G/C !L6 62pb/164pb 53/62/111/164pb 53/62/111 pb 226pb****

-260 ClT CO 14 214/282pb 127/155/214/282pb 127/155/214pb 778pb*****

(*) Digestão enzimática com Pstl

(**) Digestão enzimática com Mboll

(***) Digestão enzimática com Hincll

(*****) Digestão enzimática com N/ali!

(*****) Digestão enzimática com Haell!
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100bp

.-- ?R?hn

.-- 214bp

'--155bp
'--127bp

Figura 5. Fotografia do gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etídeo, dos

produtos de restrição para o SNP -260CT C014. Linha 1: marcador de tamanho

molecular de DNA de 100 bp. Linhas 2, 5-6 genótipo CC; Linha 3 genótipo CT e Linhas

4 e 8 genótipo TT.

1 2 3 4

295bp

245bp

lOhn

Figura 6. Fotografia do gel de Eletroforese em poliacrilamida a 8% a 125 V por 3h e 30 mino de

produtos de restrição do polimorfismo Asp299GIi do gene TLR4. Linha 1: marcador de tamanho

molecular de DNA de 50 bp; linhas 2 a 4: produtos de restrição com Mboll, amostras dos

pacientes.
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299bp

270bp

SObp

Figura 7. Fotografia do gel de eletroforese em poliacrilamida 8%, corado com brometo de

etídio, dos produtos de restrição do SNP Thr39911e (C+1197T) do gene TLR4. Linha 9:

marcador de tamanho molecular de DNA de 50 bp. Linhas 2 e 7; 13 a 15 e 17: genótipo CC.

Linha 8: genótipo CT. Linha 16: genótipo TI.

SObp -.

243 bp
204 bp

Figura 8.Fotografia do gel de eletroforese em poliacrilamida 8%, corado com brometo

de etídeo, dos produtos de restrição do SNP Asp299Gli (A+896G) do gene

TLR4. Linha 6: marcador de tamanho molecular de DNA de 50 bp. Linhas 1 a 5;

7 a 13 e 16 a 18: genótipo AA. Linha 15: genótipo GA.
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50bp

"-164bp
"-lllbp
..- 53 e 62bp

Figura 9. Fotografia do gel de eletroforese em agarose a 1,5%, corado com brometo de

etídeo, dos produtos de restrição para o SNP -174GC IL6. Linha 1: marcador de

tamanho molecular de DNA de 50 bp. Linhas 2, 5-7 genótipo GG; Linhas 4 e 8

genótipo CC e Linha 3 genótipo GC.

5. ANÁLISE ESTATíSTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o programa SigmaStat

v.2.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA).

Para determinação do tipo de simetria das variáveis quantitativas

contínuas foi realizado o teste de simetria de Kolmogorov-Smirnov. Para as

variáveis com distribuição assimétrica foram utilizados testes não paramétricos, o

teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney para comparar as tendências centrais de

duas amostras e o teste de Kruskal-Wallis para comparar mais de duas

populações quanto a tendência central dos dados. Para as variáveis com

distribuição simétrica foram utilizados testes paramétricos. Estes testes foram

utilizados para comparar os valores de parâmetros bioquímicos entre os grupos
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estudados e avaliar o efeito dos polimorfismos genéticos sobre os testes

parâmetros (teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney e test t de Student). No caso de

comparação entre três grupos haplotipos utilizou-se os testes One Way ANOVA

(variáveis simétricas) e teste de Kruskal-Wallis (variáveis assimétrticas). Para

comparação múltipla após as análises de variância foram utilizados o teste de

Turkey (paramétrico) ou o teste de Dunn (Não paramétrico). Variáveis

categóricas foram comparadas por x2 (Qui-Quadrado) ou Teste Exato de Fisher.

Para as análises, os indivíduos negros foram agrupados com os

indivíduos pardos a fim de aumentar o poder estatístico dos testes. Para a

mesma finalidade, os genótipos heterozigotos foram agrupados com o genótipo

raro para os polimorfismos Asp299Gli e Thr39911e do gene TLR4. A avaliação do

Equilíbrio de Hardy-Weinberg foi realizada usando o programa MS-DOS QBasic

V. 1.1 (Microsoft Informática Ltda., São Paulo, Brasil). O nível de significância

estabelecido foi de p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Dados dos indivíduos do estudo

Foram incluídos 210 indivíduos, sendo 102 pacientes com infarto do miocárdio

(IAM) e 108 indivíduos controles (C). As idades dos indivíduos do grupo IAM variou

entre 17 e 45 anos, média 34,5 ± 5 anos e dos indivíduos do grupo C a idade variou

entre 17 e 49 anos, média 35,1±8,7 anos. A distribuição entre os grupos estudados de

acordo com a faixa etária foi estatisticamente significativa (p = 0,032), Tabela 1.

No grupo IAM, 67 pacientes (67,2%) eram do sexo masculino e no grupo

controle 78 indivíduos (73,6%) eram do mesmo sexo e não houve diferença

estatisticamente significante entre os grupos, p=O,23. Em relação à cor, 67 pacientes

(65,6%) do grupo IAM eram brancos e 68 indivíduos (65,9%) do grupo controle eram da

mesma cor. Pacientes de outras raças corresponderam a 33,8% no grupo IAM e a

28,4% no grupo controle, também não houve diferença significante entre os grupos

estudados, p=0,65. As distribuições dos pacientes no grupo IAM e no grupo C de

acordo com o sexo e com a cor encontra-se no Tabela 2.

Tabela 1 - Distribuição dos pacientes de acordo com faixas etárias.

IDADE (Anos)

Condição

IAM

C

<=30 31-35 >=36

16 30 54

29 18 50

X2=6,95 (2gl, p=0,032*)

Total

100

97

Nota: O valor é indicação da quantidade de indivíduos. Teste de distribuição X2 quadrado*
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Tabela 2 - Dados demográficos dos grupos de pacientes com infarto agudo do

miocárdio (IAM) e controles (C).

Masculino Feminino Total Branco OutrasCondição

IAM

C

SEXO

67 35 102

78 28 106

~2=1 ,53 (1 gl, p=0,23*)

COR

Total

67 31 98

68 26 94

~2=0,36 (gl=1, p=0,65*)

Nota: O valor é indicação da quantidade de indivíduos. Teste de distribuição X2 quadrado*

6.1.1 Hábitos e qualidade de vida

O grupo de indivíduos controles era formado por indivíduos com prática regular

de atividade física (no mínimo 5 vezes por semana com 1 h de duração) e que

apresentavam um menor consumo de bebida alcoólica (freqüência maior que 2 vezes

por semana) que o grupo IAM. O resultado da pesquisa sobre à auto-avaliação da

presença de estresse mostrou um contingente maior de "estressados" no grupo IAM

(Tabela 3).

Tabela 3 - Hábitos e qualidade de vida nos grupos de pacientes com infarto agudo do

miocárdio (IAM) e indivíduos controles (C).

Atividade Física
Consumo de

Estresse
bebida alcoólica

Condição Sim Não Total Sim Não Total Sim Não Total
--

IAM 35 66 101 36 64 100 73 28 101

C 93 7 100 19 77 96 71 29 100

x2=82,32 (gl=1, x2=6,46 (gl=1, 7=0,04 (gl=1,
p<0,001 *) p=O,016*) p=O,91*)

Nota: O valor é indicação da quantidade de indivíduos. Teste de distribuição X2
quadrado*
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6.1.2. Fatores de risco

Os pacientes do grupo IAM, em geral, apresentaram fatores de risco clássicos

para o desenvolvimento de doença aterosclerótica. No grupo IAM, o tabagismo esteve

presente em 83% dos casos, hipertensão arterial em 52,0%, obesidade em 28,7% e

diabetes melito em 13,7%.

Os integrantes do grupo controles apresentaram baixa incidência de fatores de

risco, a saber: obesidade 7,2%, tabagismo 7,0%, hipertensão arterial, 1,0%, diabetes

melito 0%. Os pacientes do grupo IAM apresentaram peso maior e estatura menor em

relação ao grupo C (p=0,01 e p<0,001, respectivamente) e IMC diferente

estatisticamente entre os grupos (p < 0,001). Figura 4.

Tabela 4 - Fatores de risco nos grupos de pacientes com infarto agudo do miocárdio (IAM) e no

grupo controles (C).

Tabagismo Hipertensão IMC

Condição Sim Não Total Sim Não Total <25 25-29 >=30 Total-- --
IAM 83 17 100 52 48 100 21 41 25 87

C 7 89 96 1 96 97 49 28 6 83

x2=129,09 (1 gl, x2=79,81 (1gl, x2=26,4 (1 gl, p<0,001 *)
p<0,001 *) p<0,001*)

Nota: O valor é indicação da quantidade de indivíduos. Teste de distribuição x2quadrado*

6.1.3 Parâmetros Bioquímicos e hematológicos.

Em relação à quantidade de hemácias, os pacientes do grupo IAM (4,95±0,54)

apresentaram maior quantidade em relação ao grupo controle (4,80±0,38), p=0,038.

Em relação ao perfil inflamatório, as concentrações de fibrinogênio tiveram

diferença significante entre os grupos, sendo que os pacientes do grupo IAM
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apresentaram maior concentração em relação ao grupo Controle, p<0,0001. O mesmo

foi evidenciado em relação à concentração de PAI-1 (p< 0,0001), quantidade de

leucócitos (p=O,0004) e quantidade de plaquetas= 0.0104. Em relação à proteína C

reativa ultra-sensível (PCRus) não houve diferença significativa entre os dois grupos

estudados.

Em relação aos Iípides, os pacientes do grupo IAM apresentaram

concentrações plasmáticas de colesterol total maiores que as dos indivíduos do grupo

controle, p < 0,001. As concentrações plasmáticas de LDL-c, VLDLc e triglicérides

foram maiores no grupo IAM em relação ao grupo controle, p= 0.0005, p<0,001 e

p<0,001 respectivamente. As concentrações plasmáticas de HDL-c e Apo A1 foram

menores no grupo IAM em relação ao grupo Controle p< 0,001).

Os pacientes do grupo IAM apresentaram maiores valores de glicemia de

jejum em relação ao grupo controle p=0,0013.

Tabela 5 - Valor médio de hemácias dos grupos de IAM e do grupo controles (C).

Grupos

Hemácias (milhões/ml)

IAM

4,95±0,54

Controle

4,80±0,38

p*

= 0,038

Nota: Valores são apresentados como media ± DP dos dados. Teste-t de Student*.
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Tabela 6 - Dados bioquímicos e hematológicos dos grupos de pacientes com infarto

agudo do miocárdio (IAM) e indivíduos controles (C).

Grupos

Paciente Controle p*

Fibrinogênio (mg/dL) 314 (299-330) 259 (248-276) < 0,0001

PAI-1 (ng/mL) 18,7 (13,2-20,8) 6,5 (4,7-7,2) < 0,0001

Leucócitos (103/mL) 6,7 (6,5-7,5) 6,1 (5,6-6,5) = 0,0004

Plaquetas (1 03/IJL) 250 (230-272) 225 (218-243) = 0.0104

Colesterol total (mg/dL) 199 (193-203) 177 (172-190) = 0,0002

HDL (mg/dL) 43 (40-45) 53 (52-58) < 0,0001

LDL (mg/dL) 127 (117-132) 106 (95-114) = 0.0005

VLDL (mg/dL) 28 (23-32) 16 (15-18) < 0,0001

Triglicérides (mg/dL) 146 (126-175) 79 (74-93) < 0,0001

Glicemia (mg/dL) 95 (93-99) 91 (88-93) = 0,0013

ApoA1 (mg/dL) 127 (118-131) 146 (139-151) < 0,0001

ApoB (mg/dL) 106(97-112) 84 (77-91) < 0,0001

Nota: Valores são apresentados como mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de
teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney*

Tabela 7 - Concentração de PCRus dos grupos IAM e do grupo controles (C).

Grupos

PCRus (mg/dL)

IAM

0,2 (0,1-0,3)

Controle

0,1 (0,1-0,2)

p*

= 0,352

Nota: Valores são apresentados como mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de
teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney*
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6.2 Freqüências genotípicas dos polimorfismos

As freqüências dos genótipos dos polimorfismos -174G/C IL-6, -260C/T

CD14, Asp299Gli TLR4, Thr39911e TLR4 e Arg753Gln TLR2 nos grupos IAM e

Controles podem ser observados na Figura 8.

O polimorfismo -174G/C IL-6 teve a seguinte distribuição genotípica no

grupo IAM: 44,41 % dos pacientes tiveram o genótipo GG, 34,12% tiveram o

genótipo GC e 21,18% o genótipo CC e no grupo Controle: 51,09% tiveram o

genótipo GG, 30,43% tiveram o genótipo GC e 18,48% com o genótipo CC, essa

distribuição não teve diferença significante entre os grupos estudados, p=O,69. O

polimorfismo -260C/T CD14 teve a seguinte distribuição genotípica no grupo IAM:

28,77% tiveram o genótipo CC, 46,58% tiveram o genótipo CT e 24,66% com o

genótipo TT e no grupo Controle: 31,82% tiveram o genótipo CC, 48,86% tiveram

o genótipo CT e 19,32% com o genótipo TT, essa distribuição também não teve

diferença significante entre os grupos estudados, p=O,70.

Para o polimorfismo Asp299Gli (A+896G) TLR4 as distribuições

genotípicas observadas no grupo IAM foi: 92,63% dos pacientes tiveram o

genótipo AA e 7,37% tiveram o genótipo AG ou GG e no grupo Controle: 97,80%

tiveram o genótipo AA e 2,20% tiveram o genótipo AG ou GG, essa distribuição

entre os grupos estudados não teve diferença significante, p=O,52. As

distribuições genotípicas observadas no grupo IAM para o polimorfismo Thr39911e

(C+1197T) TLR4 foi: 93,75% dos pacientes tiveram o genótipo CC e 6,25%

tiveram o genótipo CT ou TT e no grupo Controle: 96,15% tiveram o genótipo CC

e 3,85% tiveram o genótipo CT ou TT, essa distribuição entre os grupos
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estudados não teve diferença significante, p=O,17. Não foi observada nenhuma

freqüência do genótipo GA ou AA do polimorfismo Arg753Gln nos grupos

estudados.

A freqüência genotípica dos polimorfismos em relação ao sexo, idade,

cor, aos hábitos, qualidade de vida e aos fatores de riscos para doenças

cardiovasculares estão apresentados a seguir: Ao analisar o polimorfismo -174G/C

IL-6 de todas as comparações de proporções entre os grupos apenas em relação

à quantidade dos indivíduos que se consideraram estressados que houve

diferença significante (p=O,035), pois houve uma maior quantidade (24) de

pacientes do grupo IAM com o genótipo G/C estressados do que no grupo

controle (12), p=O,003. Para o polimorfismo -260C/T CD14 houve diferença

significante entre os grupos estudados quando comparado o número de

indivíduos do grupo IAM pelo do grupo Controle em relação ao IMC (maior ou

maior igual a 25 kg/m 2
), p=O,006, pois houve uma maior quantidade (12) de

pacientes do grupo IAM com o genótipo T/T que estavam com sobrepeso (acima

de 25 kg/m2
), do que no grupo controle (3), p=O,004.

Ao analisar o polimorfismo Asp299Gli (A+896G) de todas as comparações

de proporções entre os grupos apenas em relação à quantidade dos indivíduos

que se consideraram estressados que houve diferença significante (p<O,0001),

pois houve uma maior quantidade (66) de pacientes do grupo IAM com o

genótipo G/C estressados do que no grupo controle (36), p<O,0001. Para o SNP

Thr39911e (C+1197T) houve diferença significante entre os grupos estudados

quando comparado o número de indivíduos do grupo IAM pelo do grupo CT em

relação ao IMC (maior ou maior igual a 25 kg/m2
), p=O,0001, pois houve uma maior
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quantidade (64) de pacientes do grupo IAM com o genótipo TIT que estavam com

sobrepeso (acima de 25 kg/m2
) , do que no grupo controle (32), p<O,0001.

Também houve diferença significante entre os grupos estudados em relação ao

hábito de praticar exercício, p<O,0001, pois houve uma maior quantidade (63) de

pacientes do grupo IAM com o genótipo TIT que praticavam exercício do que no

grupo controle (7), p=O,0001.

Figura 10 - Distribuição da freqüência genotípica dos SNPs -174G/C IL-6, -260CfT CD14,

Arg753Gln TLR2, Asp299Gli e Thr39911e TLR4, de IAM e controle.
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Todos SNPs apresentaram equilíbrio de Hardy-Weinberg em ambos os

grupos estudados Tabela 8.

Tabela 8 - Equilíbrio de Hardy-weinberg para os polimorfismos estudados.

Grupos

IAM Controle

-174 G/C IL6 p>0,05 p>O,05

-260 ClT CO14 p>0,05 p>O,05

Asp299Gli (A896G) p>O,05 p>0,05

Thr39911e (C1197T) p>0,05 p>0,05

Arg753Gln (G2258) p>0,05 p>O,05

6.3. Análise comparativa entre haplótipos dos polimorfismos

Ao analisar as interações entre os haplótipos dos polimorfismos estudados (

174G/C IL-6, -260C/T C014, Asp299Gli TLR4, Thr39911e TLR4 e Arg753Gln

TLR2) não se verificou associação entre todos outros haplótipos formados dos

polimorfismos quando comparado entre eles (p>0,05).

6.4. Influência dos polimorfismos sobre o perfil inflamatório e hematológico

Concentrações de alguns marcadores inflamatórios dos indivíduos

inclusos nos grupos IAM e controle foram comparados entre os grupos

estudados de acordo com o genótipo.
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6.4.1 Polimorfismo -174G/C IL-6

Dentre os marcadores estudados, as concentrações de fibrinogênio, PAI1 e as

quantidades de leucócitos e hemácias tiveram diferença significante entre os pacientes

e indivíduos controles, p=O,0002, p<O,0001, p=O,0068 e p=0,024, respectivamente.

Quando comparado entre os mesmos genótipos observou-se que pacientes com o

genótipo -174GG tiveram maiores concentrações de fibrinogênio (p<O,05) e maiores

concentrações de PAI-1 (p<O,0001) em relação ao mesmo genótipo do grupo controle,

Tabela 9. Pacientes com o genótipo -174GC tiveram maiores quantidades de hemácias

(p=0,02), Tabela 10. E, pacientes com o genótipo -174CC tiveram maiores

concentrações de fibrinogênio (p<O,01), maiores concentrações de PAI-1 (p<0,01) e

maiores quantidade de leucócitos (p<0,05), Tabela 11.

Tabela 9 - Efeito do genótipo GG do SNP -174G/C IL-6 no perfil sérico inflamatório entre os

grupos estudados.

Genótipo GG Grupos

IAM Controle p*

Fibrinogênio (mg/dL) 299 (273-328) 257 (228-276) < 0,05

PAI-1 (ng/mL) 20,47 (12,86-26,44) 5,39 (3,32-6,58) < 0,001

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *
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Tabela 10 - Efeito do genótipo GC do SNP -174G/C IL-6 nos valores de hemácias entre os

grupos estudados.

Genótipo GC

IAM

Grupos

Controle p*

Hemácias (milhões/ml) 5,00±0,71 4,70±0,36 = 0,02

Nota: Valores são apresentados como media ± DP dos dados. Teste-t de Student*.

Tabela 11 - Efeito do genótipo CC do SNP -174G/C IL-6 no perfil sérico inflamatório entre os

grupos estudados

Genótipo CC Grupos

IAM Controle p*

Fibrinogênio (mg/dL) 326 (268-380) 249,5 (209-280) < 0,01

PAI-1 (ng/mL) 19,46 (9,54-24,42) 4,67 (3,13-7,83) < 0,01

Leucócitos (103/mL) 6,6 (6,3-8,8) 5,3 (3,7-6,3) < 0,05

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

6.4.2. Polimorfismo -260 ClT CD14

Dentre os marcadores estudados, as concentrações de fibrinogênio, PAI1 e as

quantidades de leucócitos e plaquetas tiveram diferença significante entre os IAM e os

indivíduos controles, p<0,0001, p<O,0001, p=0,03 e p=0,005, respectivamente. A

comparação entre os mesmos genótipos observou-se que IAM com o genótipo -260CC

tiveram maiores concentrações de fibrinogênio (p<0,05), maiores concentrações de

PAI-1 (p<0,0001) e maiores quantidade de leucócitos (p<0,05) e plaquetas (p<0,01),

Tabela 12. IAM com o genótipo -174CT tiveram maiores concentrações de fibrinogênio
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(p<0,05) e maiores concentrações de PAI-1 (p<0,01), Tabela 13. IAM com o genótipo-

174TT tiveram maiores concentrações de PAI-1 (p<0,01), Tabela 14.

Tabela 12 - Efeito do genótipo CC do SNP -269CT CD14 no perfil sérico inflamatório entre os

grupos estudados.

Genótipo CC Grupos

IAM Controle P*

Fibrinogênio (mg/dL) 299 (265-345) 261,5 (227-280) < 0,05

PAI-1 (ng/mL) 17,97 (12,86-24,42) 5,55 (3,27-7,53) < 0,001

Leucócitos (103/mL) 6,7 (6,3-7,9) 5,8 (5,3-6,7) < 0,05

Plaquetas (103/IJL) 297 (227-355) 219,5 (196-249) < 0,01

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

Tabela 13 - Efeito do genótipo CT do SNP -269CT CD14 no perfil sérico inflamatório entre os

grupos estudados.

Genótipo CT Grupos

IAM Controle P*

Fibrinogênio (mg/dL) 304,5 (245-357) 248 (220-268) < 0,01

PAI-1 (ng/mL) 14,63 (8,81-22,82) 7,03 (4,16-10,14) < 0,01

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *
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Tabela 14 - Efeito do genótipo TI do SNP -269CT CD14 no perfil sérico inflamatório entre os

grupos estudados.

Genótipo TT

IAM

Grupos

Controle p*

PAI-1 (ng/mL) 11,24 (7,68-24,54) 4,70 (2,82-6,51) < 0,01

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

6.4.3 Polimorfismo Asp299Gli (A+896G)

Dentre os marcadores estudados, as concentrações de fibrinogênio, PAI1 e as

quantidades de leucócitos e plaquetas tiveram diferença significante entre os grupos

IAM e o grupo controle, p<0,0001, p<0,0001, p=0,004 e p=O,008, respectivamente. A

comparação entre os mesmos genótipos observou-se que IAM com o genótipo AA

tiveram maiores concentrações de fibrinogênio (p<0,001), maiores concentrações de

PAI-1 (p<0,001) e maiores quantidades de leucócitos (p<0,01) e plaquetas (p<0,01),

Tabela 15, Não sendo evidenciada nenhuma associação em relação aos portadores do

genótipo AG+GG.
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Tabela 15 - Efeito do genótipo AA do SNP Asp299GIi TLR4 no perfil sérico inflamatório entre

os grupos estudados.

Genótipo AIA Grupos

IAM Controle P*

Fibrinogênio (mg/dL) 312,50 (275-340) 259,00 (230-275) < 0,0001

Plaquetas (1 03/~L) 314,0 (264-353) 257,5 (219-283) < 0,01

PAI-1 (ng/mL) 18,80 (13,20-24,02) 6,51,3,88-8,53) < 0,0001

Leucócitos (103/mL) 6,75 (6,25-7,24) 6,10 (5,3-6,34) < 0,01

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

6.4.4. Polimorfismo Thr39911e (C1197T)

Dentre os marcadores estudados, as concentrações de fibrinogênio, PAI1 e as

quantidades de leucócitos tiveram diferença significante entre os pacientes e os

indivíduos controles, p<0,0001, p<O,0001 e p=0,004, respectivamente. A comparação

entre os mesmos genótipos observou-se que IAM com o genótipo TI tiveram maiores

concentrações de fibrinogênio (p<0,001), maiores concentrações de PAI-1 (p<0,001) e

maiores quantidade de leucócitos (p<0,01) em relação ao mesmo genótipo do grupo

controle, Tabela 16, Não sendo evidenciada nenhuma associação em relação aos

portadores do genótipo TI+II.
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Tabela 16 - Efeito do genótipo TT do SNP Thr39911e TLR4 no perfil sérico inflamatório entre

os grupos estudados.

Genótipo TI Grupos

IAM Controle P*

Fibrinogênio (mg/dL) 312,50 (275-340) 259,00 (230-275) < 0,0001

PAI-1 (ng/mL) 18,34 (13,80-24,02) 6,49 (3,27-8,53) < 0,0001

Leucócitos (103/mL) 6,7 (6,2-7,5) 6,1 (5,3-6,8) < 0,01

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

6.5. Influência dos polimorfismos sobre o perfil lipídico.

Concentrações de alguns marcadores lipídicos foram comparados entre

os grupos estudados de acordo com o genótipo.

6.5.1 Polimorfismo -174G/C IL-6

Dentre os marcadores estudados, as concentrações de colesterol total, HDL,

LDL, ApoA, ApoB e Glicose tiveram diferença significante entre os IAM e indivíduos

controles, p=0,004, p<0,0001, p=O,OOS, p<0,0001, p<0,0001 e p<0,001,

respectivamente. Quando comparado entre os mesmos genótipos observou-se que

IAM com o genótipo GG tiveram menores concentrações de HDL (p<0,01) e ApoA1

(p<0,05) e maiores concentrações de ApoB (p<0,01) e Glicose (p<0,05) em relação ao

mesmo genótipo do grupo controle, Tabela 17. E, pacientes com o genótipo CC tiveram

menores concentrações de HDL (p<0,0001) e ApoA1 (p<0,0001) e maiores

concentrações de colesterol total (p<O,OS), LDL (p<0,05) e ApoB (p<0,01) em relação

ao mesmo genótipo do grupo controle, Tabela 18.
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Tabela 17 - Efeito do genótipo GG do SNP -174G/C IL-6 no perfil sérico lipídico entre os

grupos estudados.

Genótipo GG

Glicemia (mg/dL)

ApoA1 (mg/dL)

ApoB (mg/dL)

HDL (mg/dL)

Grupos

IAM Controle p*

95 (93-99) 92 (87-94) < 0,05

131 (120-134) 146 (136-158) < 0,05

109 (94-119) 89 (77-97) < 0,01

43 (39-45) 53 (52-59) < 0,01

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

Tabela 18 - Efeito do genótipo CC do SNP -174G/C IL-6 no perfil sérico lipídico entre os

grupos estudados.

Genótipo CC Grupos

IAM Controle p*

Colesterol total (mg/dL) 215 (181-235) 173 (133-203) < 0,05

HDL (mg/dL) 44 (37-50) 61 (49-71) < 0,001

ApoA1 (mg/dL) 126,5 (105-132) 163 (135-175) < 0,001

ApoB (mg/dL) 102,5 (96-118) 80 (56-87) < 0,01

LDL (mg/dL) 136 (101-146) 94 (62-105) < 0,05

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

6.5.2 Polimorfismo -260 ClT CD14

Dentre os marcadores estudados, as concentrações de colesterol total, HDL,

ApoA, ApoB e Glicose tiveram diferença significante entre os IAM e controles, p=0,01,

p<O,0001, p=0,005, p<0,0001, p<0,0001 e p=0,02, respectivamente. Quando
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comparado entre os mesmos genótipos observou-se que IAM com o genótipo CC

tiveram menores concentrações de HDL (p<0,0001) e ApoA1 (p<0,0001) e maiores

concentrações de ApoB (p<0,001) e Glicose (p<0,05) em relação ao mesmo genótipo

do grupo controle, Tabela 19, IAM portadores do genótipo CT tiveram maiores

concentrações de colesterol total (p<0,01) e ApoB (p<0,01), Tabela 20. E, IAM

portadores do genótipo TT tiveram menores concentrações de HDL (p<O,01) e ApoA1

(p<0,01), Tabela 21.

Tabela 19 - Efeito do genótipo CC do SNP -269CT CD14 no perfil sérico lipídico entre os

grupos estudados.

Genótipo CC Grupos

IAM Controle p*

HDL (mg/dL) 43 (36-49) 57 (51-66) < 0,001

Glicemia (mg/dL) 98 (93-109) 92,5 (86-95) < 0,05

ApoA1 (mg/dL) 122 (107-134) 149 (143-164) < 0,001

ApoB(mg/dL) 119(98-133) 86(76-96) <0,001

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

Tabela 20 - Efeito do genótipo CT do SNP -269CT CD14 no perfil sérico lipídico entre os

grupos estudados.

Genótipo CT Grupos

IAM Controle p*

Colesterol total (mg/dL) 214 (188-245) 179,5 (159-203) < 0,01

ApoB(mg/dL) 108(91-118) 87(78-99) <0,01

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *
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Tabela 21 - Efeito do genótipo TT do SNP -269CT C014 no perfil sérico lipídico entre os

grupos estudados.

Genótipo TI Grupos

IAM Controle p*

HDL (mg/dL) 39 (34-47) 52 (47-75) < 0,01

ApoA1 (mg/dL) 110 (95-132) 132 (126-178) < 0,01

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

6.5.3 Polimorfismo Asp299Gli (A+896G)

Dentre os marcadores estudados, as concentrações de HDL, LDL, VLDL,

triglicérides, ApoA1 e glicose tiveram diferença significante entre os IAM e controles,

p<0,0001, p=0,0025, p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001 e p=0,004, respectivamente.

Quando comparado entre os mesmos genótipos observou-se que IAM com o genótipo

AA tiveram menores concentrações de HDL (p<O,001) e ApoA1 (p<O,001) e maiores

concentrações de LDL (p<0,01), VLDL (p<0,001), triglicérides (p<O,0001) e glicose

(p<O,001) em relação ao mesmo genótipo do grupo controle, Tabela 22.
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Tabela 22 - Efeito do genótipo AA do SNP Asp299Gli (A+896G) no perfil sérico lipídico entre

os grupos estudados.

GenótipoAA Grupos

IAM Controle p*

HDL (mg/dL) 43 (35-50) 53 (51-65) < 0,001

LDL(mg/dL) 126,5(117-132) 106(95-114) <0,01

VLDL(mg/dL) 28(23-32) 16(15-18) <0,001

Triglicérides (mg/dL) 155,5 (126-175) 79 (74-93) < 0,0001

ApoA1 (mg/dL) 127 (107-134) 147 (142-160) < 0,001

Glicemia (mg/dL) 95 (93-109) 91 (86-95) < 0,001

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

6.5.4 Polimorfismo Thr39911e (C1197T)

As concentrações de colesterol total, HDL, LDL, VLDL, triglicérides, ApoA1,

ApoB e glicose tiveram diferença significante entre os IAM e controles, p=O,001,

p<O,0001, p=O,0015, p<O,0001, p<O,0001, p<O,0001 e p=O,003, respectivamente.

Quando comparado entre os mesmos genótipos observou-se que IAM com o genótipo

TI tiveram menores concentrações de HDL (p<0,001) e ApoA1 (p<0,001) e maiores

concentrações de colesterol total (p<0,001), LDL (p<O,001), VLDL (p<0,001), apoB

(p<O,001), triglicérides (p<0,001) e glicose (p<0,001) em relação ao mesmo genótipo do

grupo controle, Tabela 23.
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Tabela 23 - Efeito do genótipo TT do SNP Thr39911e (C1197T) no perfil sérico lipídico entre

os grupos estudados.

Genótipo TI Grupos

IAM Controle p*

Colesterol total (mg/dL) 202 (175-232) 177,0 (152-198) < 0,001

HDL (mg/dL) 43 (34-51) 53 (49-62) < 0,001

LDL(mg/dL) 129(115-132) 105(97-112) <0,001

VLDL (mg/dL) 27 (22-35) 16 (13-18) < 0,001

Triglicérides (mg/dL) 145 (123-172) 78 (72-90) < 0,001

ApoA1 (mg/dL) 127 (107-134) 146 (143-159) < 0,001

ApoB (mg/dL) 105 (90-115) 84 (78-95) < 0,001

Glicemia (mg/dL) 95 (90-106) 90 (85-94) < 0,001

Nota: Valores da mediana e intervalo de confiança: md (IC). Teste de comparação múltipla

de Dunn's *

7 - DISCUSSÃO

A escolha do grupo de estudo deste trabalho vem da argumentação que os

fatores clássicos de risco para as doenças cardiovasculares influenciam de forma mais

significantes na idade acima da escolhida, assim como do aumento de casos de

enfartados jovens que tem crescido de forma significante. Outro questionamento que

nos levou a esta escolha foi o fato de que provavelmente fatores genéticos poderiam

estar associados à ocorrência desta doença de forma mais precoce.

Houve uma maior proporção do sexo masculino (65,7%) no grupo IAM, sendo

esta proporção comum na maioria das publicações sobre IAM em jovens (SOITIA et aI.,

2007; EUDA et aI., 2007). Apesar da grande miscigenação racial existente em nosso

país houve uma maior prevalência de brancos (68%) no grupo IAM.
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7.1 Hábitos e fatores de riscos

Os hábitos dos indivíduos dos grupos estudados foram identificados através de

um questionário e os resultados observados foram os esperados, pois os hábitos estão

diretamente relacionados aos fatores de riscos clássicos do infarto do miocárdio

(FRASER et aL, 1992). Indivíduos que praticavam exercício físico foram mais

freqüentes no grupo controle do que no grupo IAM, já em relação ao consumo de

bebida alcoólica, pacientes do grupo IAM tiveram maior freqüência em relação ao

grupo CT. O mesmo não foi observado para as pessoas que se consideravam

estressadas, pois não houve diferença significante entre os grupos.

Alguns fatores de riscos clássicos para o infarto do miocárdio foram estudados e,

em relação ao tabagismo, houve uma freqüência de 83% no grupo IAM, sendo este

resultado similar à observada na maioria dos estudos, pois o tabagismo é um dos

principais fatores de riscos em adultos jovens (ADAMS et aL, 2007; HURLE et aL,

2007). Em relação à hipertensão arterial, foi observada uma freqüência de 52% de

pacientes hipertensos no grupo IAM. Conti et ai relataram resultados similares aos

encontrados neste trabalho, sugerindo que a hipertensão arterial possa ser fator de

risco relevante para a população jovem brasileira (CONTI et aL, 2002). Em relação ao

IMC, pacientes com sobrepeso e obesos foram mais freqüentes no grupo IAM, sendo

este resultado esperado, pois o IMC está relacionado com o infarto do miocárdio em

jovens (ISSER et aL, 2002).



51

7.2 Valores bioquímicas e hematológicos

Em relação ao perfil sérico inflamatório e hematológico, foi observado neste

estudo que o grupo IAM apresentou concentrações e valores mais elevados de PAI-1,

fibrinogênio, leucócitos, plaquetas e hemácias do que o grupo controle. O mesmo não foi

observado em relação a concentrações de PCRus.

PAI-1 elevado foi considerado em muitos trabalhos fator de risco para doença

coronária e para IAM, especialmente em pacientes jovens (SOEKI et aI., 2003; EL

MENYAR et aI., 2006).

O fibrinogênio, além de ser fator de risco para doença coronária, está associado

com os tradicionais fatores de risco cardiovascular, sugerindo que o aumento do mesmo

pode ser o mecanismo pelo quais tais fatores exerçam seu papel. Alguns estudos

correlacionaram o aumento do fibrinogênio com o tabagismo, pois cerca de 50% dos

tabagistas com doença arterial coronária apresentavam concentrações elevadas de

fibrinogênio plasmático (HUMPHRIES et aI., 1995; COLLEN et aI., 1999). A Quantidade

mais elevados de plaquetas no grupo IAM também foram observados por outros estudos

(BARRABES et aI., 2007; YILMAZ et aI., 2007). Estes resultados enfatizam que os

pacientes do grupo IAM estivessem sob risco trombótico aumentado, pois

apresentavam aumento das concentrações plasmáticas de PAI-1, fibrinogênio e

plaquetas favorecendo a ocorrência de trombose e/ou vasoespasmo coronário (TENG

et aI., 1994).

Quantidades mais elevadas de leucócitos no grupo IAM é um dado bastante

interessante, pois pode estar relacionado com positividade para alguns agentes

infecciosos. Vários trabalhos descrevem a importância de agentes infecciosos na

ruptura da placa de ateroma, dentre os agentes infecciosos os principais são
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Chlamydia pneumoniae e Mycoplasma penumoniae (OHASHI et ai, 2000; JITSUIKI et

ai., 2006; MUSSA ai., 2006). Concentrações de PCRus não foi significativa entre os

grupos, contrariando a maioria dos estudos com infarto do miocárdio. Este resultado

pode estar relacionado à presença de atletas no grupo controle, pois alguns trabalhos

identificam o aumento da quantidade de PCRus em atletas (KADOGLOU et ai, 2007).

Um resultado interessante e não encontrado em outros estudos é a quantidade elevada

de hemácias no grupo IAM em relação ao grupo CT (p=0,038). Este resultado pode

estar relacionado com a necessidade das células do coração em obter oxigênio, pois

ocorre uma diminuição do fluxo sanguíneo ao coração ocasionado pela obstrução do

lúmen da artéria e como resposta, o organismo deve produzir mais hemácias.

Em relação ao metabolismo de Iípides, os resultados deste estudo mostraram valores

mais elevados de Colesterol total, LDL-c, triglicérides, apo B e valores mais inferiores

de HDL-c e apo A no grupo IAM em relação ao grupo controle. O colesterol total é

considerado um fator de risco para infarto do miocárdio bastante importante

(SHEKELLE et aI., 1981). Sendo que o IMC, o consumo de bebida alcoólica e a

atividade física estão diretamente relacionados com concentração de colesterol. Alguns

estudos mostraram que a maioria dos pacientes jovens com IAM apresentava LDL-c

alto, correlacionando os valores com a gravidade da aterosderose (FALSETII et aI.,

1968; HEINLE et aI., 1969; SHEKELLE 1981; BARTER et aI., 2007. A apo B

plasmática, que reflete o número de partículas de VLDL e LDL no plasma, parece ser o

melhor preditor de extensão da DAC (LAMARCHE et aI., 2006). A ocorrência de

concentrações elevadas de triglicérides neste estudo está de acordo com vários

trabalhos da literatura (BENFANTI et aI., 1989; GAETA et aI., 2007). É possível que a

hipertrigliceridemia tenha papel importante na gênese do IAM em jovens. Triglicérides
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podem atuar diretamente na parede arterial, propiciando a formação de lesões

ateroscleróticas e influenciar o metabolismo e a composição das LDL (LDL densas e

pequenas estão freqüentemente associadas à hipertrigliceridemia).

Valores baixos de HDL-c constituem fator de risco preponderante no IAM em

jovens, principalmente quando associados a hipertrigliceridemia (BARTER et aI., 2007).

Valores baixos de HDL-c e de apoliproteína AI e Ali plasmáticos contribuem fortemente

para a discriminação entre jovens com e sem IAM, o que foi confirmado em nossa

casuística. Valores elevados de glicose foram encontrados em nosso estudo

contribuindo ainda mais para confirmar a importância desta variável no

desenvolvimento do infarto (VINOKUT et aI., 2007).

Quando se decidiu estudar pacientes jovens com IAM, a proposição inicial era

que constituíssem grupo com número reduzido de fatores de risco convencionais para

DAC, pois a maioria deles é tempo dependente. Entretanto, os dados deste trabalho e

os da literatura apontam para significativa presença de fatores de risco, sugerindo que

o IAM em jovens seja manifestação precoce de processo aterosclerótico. A presença

significante de fatores de risco clássicos no grupo IAM tais como hipertensão,

tabagismo, concentrações elevadas de glicemia, aliado a um perfil inflamatório,

hematológico e lipídico alterados sugere fortemente uma síndrome pluri metabólica.

7.3 Aspéctos Genéticos

Nenhuma trabalho anterior estudou a relação destes polimorfismos -260CT

CD14, Asp299GIi TLR4, Thr399Thrlle TLR, -174GC IL6 com o infarto do miocárdio em

jovens. Um grupo de adultos jovens com IAM foi utilizado para avaliar a influência de
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fatores genéticos, pois os fatores de risco clássicos tiveram menos tempo para atuar

nesse grupo tornando os estudos genéticos mais consistentes.

7.3.1 CD14

A distribuição genotípica observada do polimorfismo -260C/T CD14, no

grupo IAM e no grupo CT foi similar às observadas em alguns estudos

(ARROYO-ESPLlGUERO et aI., 2005; BERNARDO et aI., 2006), mas diferente de

outros (HUBACEK et aI., 1999; KONDO et aI., 2003; KRUGER et aI., 2005).

Hubacek et aI., 1999, relacionaram o genótipo TT com o infarto do miocárdio, no

entanto, outros trabalhos não encontraram o mesmo resultado, pois as

distribuições dos genótipos entre os grupos IAM e Controle não foram

significativos (ZEE et aI., 2001; KOENIG et aI., 2002; NAUCK et aI., 2002;

ARROYO-ESPLlGUERO et aI., 2005; BERNARDO et aI., 2006). Este estudo

também não observou diferença significante entre os grupos estudados,

mostrando que a freqüência dos genótipos em IAM jovens e a sua distribuição

em relação ao grupo controle é similar às observadas em pacientes com idade

mais avançada.

Em relação aos marcadores inflamatórios, Bernado et aI., 2006 encontroram

relação entre o genótipo TI dp polimorfismo -260CT CD14 com aumento de

concentrações de PCRus em pacientes com infarto do miocárdio, o mesmo não foi

observado neste estudo, provavelmente devido a inclusão de atletas no grupo controle

e/ou em pacientes jovens essa diferença se torna mais sensível (MARCELL et aI.,

2005; DE LEMOS et aI., 2007).
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Quantidade aumentada de leucócitos relacionou com o infarto do miocárdio e

quando o grupos IAM e controles com os mesmos genótipos do polimorfismo -260CT

CD14 foram comparados pôde-se observar que apenas para os IAM com o genótipo

CC houve diferença significatinte em relação a quantidade de leucócitos mostrando que

este genótipo parece exercer papel importante na resposta de ativação na síntese

destas células e/ou o genótipo CC pode estar relacionado com aumento de infecções

(KOENIG et aI., 2002). O aumento de concentrações de PAI-1 no grupo IAM em

relação ao grupo controle associando com o genótipo CC (p<0,001), porém parece que

os hábitos e os fatores de riscos, principalmente o tabagismo, está influenciando esta

diferença, pois além deste genótipo, os outros também influenciam nessas

concentrações (p<0,01). Quantidades de plaquetas também se associou com o

genótipo CC, mostrando que além dos fatores de riscos clássicos, este genótipo (CC 

260CT CD14) possui um papel importante na homeostase sanguínea.

Concentrações diminuídas de HDL-c e ApoA1 e aumentadas de ApoB foram

relacionadas com o polimorfismo -260CT CD14, porém dois genótipos apresentaram

associação com esta diferença, sendo os genótipo CC (p<0,001) e CT (p<0,01)

associados com HDLc e ApoA e os genótipos CC (p<0,001) e CT (p<0,01) com

concentrações de ApoB, identificando que outros fatores podem estar relacionados

com estas concentrações. Concentração elevada de glicose foram associadas com o

genótipo CC e outro polimorfismo -159CT do mesmo gene CD14 associou-se com

resistência a insulina mostrando que este gene pode estar envolvido com

predisposição a diabetes tipo 2 (FERNANDEZ-REAL et aI., 2002). Concentrações

elevadas de colesterol total foi relacionado com o genótipo CT enfatizando a
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importância deste polimorfismo no perfil lipídico. Outros trabalhos relacionaram

concentrações de triglicérides com este genótipo (SHIN et aI., 2005).

7.3.2 TLR

A distribuição genotípica do polimorfismo Asp299Gli (A+896G) TLR4 (IAM:

93,1 %; C: 98,2%) encontrada no presente estudo foi similar às observadas em suecos

(EDFELT et aI., 2004), alemães (NEBEL et aI., 2007), norte americanos (KOLEK et aI.,

2004) e em franceses (AMEZIANE et ai 2003) e para o polimorfismo Thr39911e

(C 1197T) TLR4 a distribuição genotípica foi similar às observadas em norte

americanos (KIECHL et aI., 2002), alemães (KOCH et aI., 2006) e em suecos

(EDFELDT et aI., 2004). Nenhuma estudo evidenciou a relação entre estes

polimorfismos com o infarto do miocárdio e no presente estudo também não evidenciou

tais associações, porém para se confirmar estes resultados é necessário um estudo

com um número maior de IAM e controles jovens devido a baixa frequencia destes

polimorfismos. Para o polimorfismo Arg753Gln (G2258A) do gene TLR2, o alelo raro

A não foi encontrado na população estudada, mostrando a baixa freqüência deste

polimorfismo, tais como apresentada por outros estudos (FOLWACZNY et aI., 2004;

SÁNCHEZ et aI., 2004; DÜZGÜN et aI., 2007). Não obstante, alguns estudos

encontraram freqüência do alelo A (HAMANN et aI., 2004; OGUS et aI., 2004).

HAMANN et aI., 2004, relacionaram o polimorfismo Arg753Gln com o risco de re

estenose da coronária.

AMEZIANE et ai, 2003, observou uma maior freqüência do genótipo Asp/Gli do

polimorfismo Asp299Gli em controles (13,35%) em relação a pacientes IAM (7,7%),

p=0,054. No presente estudo foi observado uma maior frequencia no grupo IAM
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(7,37%) do que no grupo controle (2,2%), porém não significante esta diferença,

p=0.17. Embora alguns trabalhos possam ter encontrados distribuições

diferentes, a maioria foi similar à encontrada neste estudo, logo, a freqüência

destes polimorfismos em enfartados e controles jovens é próximo à encontrada

em pacientes com idade avançada. No entanto, trabalhos com uma casuística

maior precisam ser realizados para se confirmar esta baixa freqüência de forma

mais precisa.

KIECHL et aI., 2002, relacionaram o polimorfismo Asp299Gli com diminuição

nas concentrações de alguns marcadores inflamatórios, tais como fibrinogênio e

proteína C reativa. No presente pode-se evidenciar relação entre os marcadores,

fibrinogênio, PAI1, plaquetas, leucócitos e o polimorfismo Asp299Gli TLR4 e para o

polimorfismo Thr39911e TLR4 apenas a quantidade de plaquetas não foi significativa. O

alelo G do polimorfismo Asp299Gli associou-se com diminuição de concentrações de

fibrinogênio, (p<0,001) e redução de eventos coronarianos agudos (AMEZIANE et ai

2003). Este resultado enfatiza a participação do gene TLR no processo inflamatório e

no processo de coagulação, porém para se confirmar a influência dos polimorfismos é

necessário trabalhos com casuística maior.

Pacientes com o alelo raro para o polimorfismo Asp299Gli tiveram

concentrações de PCRus menor que os não portadores deste alelo (KOLEK et aI.,

2004). No entanto, nenhuma relação foi encontrada no presente estudo,

provavelmente, devido critérios de seleção do grupo controle, pois atletas

possuem concentrações de PCRus mais elevada que o normal (MARCEL et aI.,

2005; de LEMOS et aI., 2007).



58

Os valores dos lipídios na maioria dos parâmetros estudados foram

relacionados com os polimorfismos Asp299GIi e Thr39911e TLR4. Porém, estes

resultados podem estar relacionados com a baixa freqüência encontrada,

sugerindo que novos estudos possam ser realizados com um número maior de

pacientes e controles para avaliar a verdadeira relação entre estes polimorfismos

e o perfil lipídico de pacientes jovens que tiveram infarto do miocárdio.

7.3.3 IL6

A freqüência do polimorfismo -174G/C IL-6, a distribuição genotípica

observada no grupo IAM e no grupo controle no presente estudo foi similar às

observadas em alguns estudos (NAUCK et aI., 2002; ORTLEPP et aI., 2005),

porém vários trabalhos encontraram resultados diferentes (GEORGES et aI.,

2001; HUMPHRIES et aI., 2001; FLEX et aI., 2002; ANTONICELLI et aI., 2005;

RAURAMAA et aI., 2007), relacionando o genótipo CC+CG com o infarto do

miocárdio. No presente estudo não foi observado diferença significante entre os

grupos estudados, mostrando que a freqüência dos genótipos em pacientes

jovens e a sua distribuição em relação ao grupo controle parece não ser similar

às observadas em pacientes com idade mais avançada.

Em relação ao perfil sérico inflamatório e hematológico de indivíduos jovens

com infarto do miocárdio, as concentrações de fibrinogênio e PAI-1 foram relacionadas

com os genótipos GG e CC, mostrando que este polimorfismo pode não estar

relacionado a esses marcadores. No entanto, quantidades elevadas de leucócitos que

foram relacionadas ao infarto do miocárdio em jovens foram influenciadas pelo

genótipo CC, além do presente estudo, ORTLEPP et aI., 2003 também observaram
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esta relação em fumantes saudáveis. A quantidade de hemácias foi significativamente

maior em IAM do que nos controles, sendo que esta diferença está relacionada com o

genótipo CT. De todos os polimorfismos estudados, apenas este genótipo CT -174 IL6

é que foi relacionado com aumento de hemácias em enfartados, mostrando a possível

relação deste polimorfismo do gene IL6.

O perfil lipídico sérico dos indivíduos jovens com infarto do miocárdio, o genótipo

GG do polimorfismo -174G/C IL-6 relacionou-se com concentrações elevadas de

glicose. Portadores deste genótipo GG associou-se com diminuição da sensibilidade a

insulina em diabéticos (CARDELLlNI et aI., 2005; BAMOULlD et aI., 2006).

O genótipo CC, neste estudo, associou-se com concentrações diminuídas de

apoA e HDL-c e aumentadas de LDL-c, colesterol total. Este resultado contribui para

comprovar a relação deste genótipo com valores elevados dos lipídios de alguns

marcadores, este genótipo também já tinha sido relacionado com obesidade e ganho

de peso (WERNSTEDT et aI., 2004; KLlPSTEIN-GROBUSCH ET AL., 2006).

7.4 Limitações

O número restrito de pacientes pode ter influenciado a ausência de associação

entre polimorfismos genéticos e IAM, principalmente em relação aos polimorfismos do

TLR4 devido a sua baixa freqüência. Outra limitação foi a diferença existente entre os

grupos IAM e controle do ponto de vista de hábitos de vida.
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8-CONCLUSÕES

Os polimorfismos Arg753Gln do TLR2, Asp299Gli, Thr39911e do TLR4, -260C/T

do CD14 e -174G/C do IL-6 não se associaram com ocorrência de infarto do miocárdio

em adultos jovens.

A distribuição das freqüências genotípicas dos polimorfismos nos indivíduos

jovens que tiveram infarto do miocárdio e indivíduos controles foram similares às

observadas em outros estudos.

Os polimorfismos -260CG CD14 e -174GC IL6 tiveram associação tanto em

relação aos perfis inflamatório e hematológico quanto ao perfil lipídico de pacientes

jovens que tiveram infarto do miocárdio.
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Prezado(a) Senhor(a),

Vimos informar que em face da delegação atribuída pelo Inciso VI.5 da
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