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Resumo

O Enfarte Agudo do Miocardio €, em mais de 90% dos casos, uma manifestacao
clinica resultante de um processo aterosclerotico, que culmina, por processos embédlicos
ou tromboticos, na oclusao das artérias coronarias.

As doencas cardiovasculares, incluindo o EAM, sao uma das principais causas de
mortalidade em Portugal e a nivel global; prevé-se que a sua incidéncia continue a
aumentar até ao ano 2025, especialmente nos paises em vias de desenvolvimento.

O controlo dos factores de risco (modificaveis) ndo se tem revelado totalmente
eficaz na profilaxia do EAM, o que sugere que a predisposicao genética pode ter um papel
importante na sua etiologia.

No presente estudo, recorreu-se a variantes genéticas causais putativas do EAM
(SNPs) e procedeu-se a um estudo de associacao directa. Seleccionaram-se cinco
polimorfismos, supostamente funcionais, em genes candidatos biologicamente relevantes
para a etiopatogenia do EAM, a saber: os genes que codificam a COX-2, a eNOS, o VEGF,
o RAGE e o NPY.

A COX-2 catalisa a conversdo oxidativa do acido araquidénico em prostaglandinas
e tromboxano A2. Estas moléculas possuem efeitos vasculares muito diversos, como
angiogénese, vasodilatacao ou vasoconstricdo, inducao da producao de metaloproteinases
da matriz ou da agregacao plaquetar. A sobre-expressdo de COX-2 em placas de ateroma
sintomaticas foi relacionada com a instabilidade das mesmas. O polimorfismo T8473C do
gene da COX-2 parece influenciar a estabilidade e degradacado do seu RNAm e, assim, os
niveis de expressao da enzima.

A eNOS, em situacées fisiologicas, converte L-arginina em Oxido Nitrico, um forte
vasodilatador, anti-trombético e anti-inflamatério. Na patologia aterosclerética, a enzima
produz sobretudo ido superéxido, que origina peroxinitrito por reaccdo com o Oxido
Nitrico. Este produto promove a oxidacdo de LDL e de lipidos, aumenta a proliferacao da
intima vascular, é trombogénico e pré-inflamatério. O polimorfismo G894T do gene da
eNOS parece alterar a conformacao da eNOS, aumentando a sua susceptibilidade a

clivagem proteolitica, alterando assim a sua biodisponibilidade e a sua actividade.

O VEGF e actua como citocina proé-inflamatéria, potenciando o crescimento das
lesdes ateromatosas e € angiogénico, por activacao do crescimento endotelial. Os neovasos
produzidos no local das lesdes possuem paredes frageis e sofrem frequentemente
hemorragia; nesta altura, o VEGF exerce uma accao trombogénica. Estudos demonstram
que niveis elevados de VEGF estdo relacionados com risco acrescido de EAM. O
polimorfismo 936CT do gene do VEGF parece ter influéncia nos niveis de transcricao e na
actividade do VEGF, uma vez que cria um local de ligacdo para a proteina activadora 4
(AP-4).

O RAGE é o receptor dos produtos finais de glicosilacdo avancada. Da sua

associacdo a estes produtos resulta quimiotaxia, acumulacao e activacao de células



inflamatérias, proliferacdo de células de musculo liso e consequente estenose vascular,
trombose e acumulacdo de LDL oxidadas. O aumento dos niveis de RAGE em placas de
ateroma esta associado a um maior desenvolvimento destas. O polimorfismo T-374A
demonstrou estar relacionado especificamente com o grau de estenose vascular, o que
podera dever-se ao facto de influenciar a ligacdo de uma série de factores de transcricao,

alterando a transcricao da proteina.

O NPY é vasoconstritor, regula o metabolismo do colesterol, promove a activacao
plaquetaria, a migracao e activacado de monocitos e &€ angiogénico. Pensa-se que niveis
elevados de NPY estdo associados a a progressdao acelerada de aterosclerose, a niveis
elevados de colesterol total e LDL e a isquémia do miocardio. O polimorfismo T1128C no
gene do NPY altera o péptido-sinal da proteina. Assim, este polimorfismo podera alterar a
expressdo, o armazenamento e a cinética da libertacao do NPY; de facto, parece
influenciar as concentracdes séricas de colesterol total e LDL e o grau de espessamento da

intima-média vascular.

No presente estudo, ndo se encontrou associacdo estatisticamente significativa

entre qualquer das variantes estudadas e a susceptibilidade a ocorréncia de EAM, quando
estudadas isoladamente. Encontrou-se, isso sim, uma associacdo estatisticamente
significativa entre a presenca simultanea do alelo C do polimorfismo T8473C da
COX-2 e do alelo T do polimorfismo T-374A do RAGE e o risco de ocorréncia de
EAM. A homozigotia simultanea CC para o polimorfismo T8473C e TT para o
polimorfismo T-374A esteve também significativamente associado a risco de

ocorréncia de EAM.

O alelo C do polimorfismo T1128C do gene que codifica o NPY néao foi encontrado
na amostra estudada, pelo que esta variante continua por identificar na populacao

portuguesa.
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I. Introducao

1.1 Enfarte Agudo do Miocardio

O Enfarte Agudo do Miocardio (EAM) é uma manifestacdo clinica resultante,
quase sempre, de um processo patologico aterosclerotico, que culmina ou com a ruptura
de placas de ateroma instaveis, que migram e embolizam as artérias coronarias, ou com
a formacao de trombos oclusivos nestas artérias. A oclusao impede a irrigacao distal do
miocardio, de forma brusca e prolongada e, como consequéncia, produz-se isquémia e
necrose do musculo cardiaco, que sofre distirbios nas suas fungdées mecanica,
bioquimica e eléctrica (Braunwald et al, 1997; Harrison et al, 2002).

O Enfarte Agudo do Miocardio pode ter outras etiologias, como endocardite
bacteriana, doenca dos pequenos vasos, arterites coronarias, hipotensdo ou habitos
narcéticos. Contudo, a quase totalidade dos casos é devida a patologia aterosclerotica

(Braunwald et al, 1997).

1.1.1 Epidemiologia

As Doencas Cardiovasculares, incluindo o Enfarte Agudo do Miocardio, sdo uma
das principais causas de mortalidade em Portugal e a principal causa de mortalidade na
generalidade dos paises desenvolvidos, estando a sua incidéncia a aumentar nos paises
que mais recentemente adoptaram o estilo de vida ocidental (Gouveia et al 2004). Na
Europa, ha cerca de quatro milhoes de mortes por Doencas Cardiovasculares por ano e a
OMS estima que, mundialmente, este numero seja de 16.6 milhoes (Estatistica AHA
2003).

O Enfarte Agudo do Miocardio pode ser incapacitante tendo, por isso, custos
sociais e economicos nao negligenciaveis, quer directos, quer indirectos (Giria et al
2004). No intuito de minimiza-los, tém vindo a ser adoptadas medidas preventivas, na
tentativa de fazer com que este episddio coronario agudo, a ocorrer, surja em faixas
etarias cada vez mais elevadas.

Durante os ultimos anos, a taxa de mortalidade ajustada a idade por Enfarte
Agudo do Miocardio diminuiu, nos paises ocidentais. Em Portugal, reduziu-se de 15
para 13% entre 1997 e 2001. No entanto, a incidéncia de Cardiopatia Isquémica tem
aumentado de forma significativa, (Giria et al 2004) o que significa que a diminuicao da

letalidade nao se deveu ao sucesso de medidas profilaticas, mas sim ao aumento da



sobrevida, gracas a evolucao das medidas terapéuticas. Prevé-se que a incidéncia de
Enfarte Agudo do Miocardio continue a aumentar, a nivel global, até cerca do ano 2025
(WHO, 2002).

Desta forma, torna-se essencial controlar os factores de risco conhecidos e
conhecer novos factores, no intuito de criar novas medidas profilaticas e terapéuticas,

mais eficazes e, idealmente, mais especificas para cada individuo.

1.1.2 Factores de risco

Sao diversos os factores de risco para o Enfarte Agudo do Miocardio e existe uma
profunda relacao e sinergia entre eles. Dividem-se, tradicionalmente, em modificaveis e
nao modificaveis. Os primeiros incluem niveis elevados de colesterol LDL e niveis
reduzidos de colesterol HDL (Marques da Silva et al, 2002), tabagismo, hipertensao
arterial, Diabetes Mellitus (Carneiro, 2004), obesidade, sedentarismo (Leal et al 20035) e
factores psico-sociais (Vaz Serra, 2002; Dias et al, 2004). Estes factores sao, pelo menos
em parte, dependentes do estilo de vida. Os factores nao modificaveis incluem idade,
sexo.

O controlo dos factores de risco modificaveis tem-se revelado insuficiente na
profilaxia do Enfarte Agudo do Miocardio, o que sugere que a predisposicao genética
pode ter um papel importante (Navarro-Lopéz et al, 2002; Sturm, 2004).

De facto, estudos em gémeos homozigoticos demonstram que existe uma
componente genética essencial no risco de doencas de etiologia aterosclerotica,
(Marenberg et al, 1994) como € o caso da Cardiopatia Isquémica, que € a condicao quase
sempre subjacente a ocorréncia de Enfarte Agudo do Miocardio.

Da mesma forma, estudos em individuos nao relacionados geneticamente
confirmaram a existéncia de genes de susceptibilidade, ou seja: genes que aumentam o
risco de os seus portadores virem a desenvolver uma determinada patologia. Este risco
parece ser uma consequéncia directa das interaccoes dos efeitos destes genes de
susceptibilidade com os diversos factores de risco ambientais (Casas et al, 2006). Serao
estas interaccdes que, por diversos mecanismos dindmicos, epigenéticos e reguladores

interactuantes, levarao ao fenotipo da doenca (Sing et al 2003; Sabatine et al, 2006).



1.2. Abordagem a Genética do Enfarte Agudo do Miocardio

A Cardiopatia Isquémica € a condicdo mais comummente subjacente ao Enfarte
Agudo do Miocardio e € uma doenca poligénica e multifactorial. Assim, ndo sera um
fenodtipo atribuivel a uma mutacao ou polimorfismo num s6 gene: a propensao para esta
patologia sera, em vez disso, determinada por multiplos polimorfismos em varios genes,
cuja expressao sera ainda influenciada por factores ambientais (Navarro-Lopez et al,
2002; Sturm, 2004). A epidemiologia genética tem como objectivo identifica-los e
quantificar o grau de associacdo entre estes polimorfismos e o risco da expressao
fenotipica da doenca.

Para uma analise deste tipo, recorre-se frequentemente a estudos de associacao,
que comparam a incidéncia de um marcador polimoérfico, num grupo de individuos com
fenétipo de uma doencga, com a incidéncia desse marcador num grupo controlo,
geneticamente nao relacionado com os casos. Se € encontrada uma diferenca
estatisticamente significativa nas prevaléncias do alelo selvagem e da variante entre
casos e controlos, considerar-se-a a existéncia de associacdo entre o gene analisado e a
patologia. Para isto, seleccionam-se polimorfismos ou mutacoes, que se julguem serem
funcionais, em genes biologicamente relevantes para a etiopatogenia da patologia em
estudo. Esta € a chamada estratégia do gene candidato (Sabatine et al, 2006).

Um gene candidato, no caso da Cardiopatia Isquémica e do Enfarte Agudo do
Miocardio, podera ser um gene que codifica uma proteina interveniente no metabolismo
lipidico, no stress oxidativo, na funcado endotelial, inflamacdo, trombose ou outros
mecanismos envolvidos na fisiopatologia do EAM. A actividade e/ou expressao desta
proteina pode ser alterada por variantes genéticas funcionais que interfiram na extensao
dos mecanismos fisiopatolégicos em que a proteina esta envolvida. Assim, estas
variantes poderao aumentar ou diminuir, em maior ou menor grau, a susceptibilidade
individual a patologia em causa (Sing et al, 2003; Casas et al, 2006).

A maioria das variantes genéticas ocorre geralmente sob a forma de uma Unica
alteracao nucleotidica e, portanto, pontual, constituindo polimorfismos da sequéncia
ancestral. Um polimorfismo &, assim, uma alteracdo da sequéncia de um gene normal ou
“selvagem”. O alelo que constitui a forma alternativa podera ter uma frequéncia
relativamente elevada numa populacao. As formas mais comuns de variantes do genoma
humano sdo constituidas por mutacoes pontuais designadas SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), tendo sido até a data, identificados cerca de 10 milhdes de

polimorfismos deste tipo (Sabatine et al., 2006).



Na populacdo humana, a construcdo um mapa de SNPs, em genes candidatos tem
sido essencial para esclarecer o papel das variantes genéticas comuns em doencas
comuns, como a Cardiopatia Isquémica de etiologia aterosclerotica. A genética das
doencas cardiovasculares tem, assim, permitido a identificacdo de individuos com um
risco acrescido de desenvolver este tipo de patologias, mesmo quando elas nao se
manifestam clinicamente.

O objectivo da avaliacdo genética da susceptibilidade a Enfarte Agudo do
Miocardio sera o de criar uma estratégia para a deteccdo e prevencao precoces da
doenca, bem como a criacao de uma terapéutica adaptada ao individuo (Sturm, 2004).
No caso da Cardiopatia Isquémica de etiologia aterosclerotica, a importancia dos estudos
genéticos € acrescida, ja que mais de 50% dos individuos cuja causa de morte € o Enfarte
Agudo do Miocardio nao tem sintomas ante-mortem, (Harrison et al, 2002) sendo

essencial a identificacao precoce de individuos de risco.



1.3. Etiopatogenia do Enfarte Agudo do Miocardio

1.3.1 Fisiopatologia da Aterosclerose

Embora tenham sido propostas varias teorias ou hipoteses para a aterogénese,
nenhuma consegue explicar globalmente a fisiopatologia deste processo, uma vez que
estdo envolvidas multiplas vias e factores de risco. Contudo, € comummente aceite que a
aterosclerose € uma manifestacao especifica de um processo inflamatério cronico, que
resulta de interaccoes de lipoproteinas plasmaticas, componentes celulares
(monocitos/macrofagos, linfocitos T, células de musculo liso e células endoteliais) e
matriz extracelular, na parede arterial (Braunwald et al, 1997; Ehara et al, 2000).

A aterosclerose faz parte do processo natural de senescéncia dos vasos, e
desenvolve-se, em geral, lenta e insidiosamente. Contudo, se ocorre uma agressao
vascular continuada ou intensa, ou o organismo produz uma resposta excessiva a
agressao endotelial, perpetua-se uma reaccao em cascata, que podera terminar nas
diversas manifestacoes clinicas de etiologia aterosclerdtica, como o Enfarte Agudo do
Miocardio (Harrison et al, 2002).

O processo da aterosclerose inicia-se na infancia, com deposicao de particulas
lipoproteicas na intima arterial intacta; estas particulas contribuem para a formacao de
estruturas denominadas estrias lipidicas. Estas estrias crescem, com a continuacao da
acumulacao de lipoproteinas (essencialmente LDL pequenas e densas, B-VLDL e
Lipoproteina a) e vao sofrendo alteracoes. Como tém um tempo de permanéncia longo na
parede vascular e como ai nao gozam da proteccao anti-oxidante do plasma, estas
moléculas tornam-se susceptiveis a modificacao oxidativa e sao, efectivamente, oxidadas
(Ehara et al, 2000).

As lipoproteinas oxidadas agridem o endotélio e afectam a sua integridade,
expondo a matriz extracelular da membrana basal da intima arterial. Esta agressao
activa uma resposta inflamatéria: um conjunto de mecanismos de defesa com o objectivo
de restaurar a integridade do endotélio. Neste contexto, as células endoteliais e as
células de musculo liso vasculares sao estimuladas pelas LDL oxidadas a sintetizar
moléculas de adesdo para linfécitos e monécitos. Simultaneamente, aumenta a
permeabilidade vascular, permitindo o afluxo e fixacdo destes leucécitos no local da
agressao endotelial. Aqui, os monocitos diferenciam-se em macréfagos, cuja funcédo € a
ingestdao das lipoproteinas oxidadas que se haviam acumulado no endotélio. Exercem

esta funcao até se tornarem disfuncionais, transformando-se em células espumosas. A



formacao destas células perpetua o recrutamento de monoécitos e linfécitos T e instala-se
um estado de inflamacao vascular créonica.

A lesao ateromatosa cresce, a medida que os monoécitos e linfécitos continuam a
penetrar na intima, através de microvasos que vao sendo formados na periferia da placa
e a formacao e acumulacao de células espumosas prossegue. Uma vez que o crescimento
da placa de ateroma € centrifugo, as regides mais centrais deixam, em determinado
momento, de ser irrigadas, e formam um nucleo necrotico (Carvalho e Silva, 2000).

Os macrofagos e linfocitos T também expressam ou induzem a expressao de
mediadores inflamatérios, como citocinas, quimocinas, factores de crescimento e
diversas outras moléculas bioactivas. Estas podem estimular a multiplicacao de células
de musculo liso, produzindo-se matriz extracelular. A matriz forma uma capa fibrosa sob
o endotélio, que ira envolver o nucleo lipidico da placa de ateroma, formado pelas células

espumosas, aprisionando-as (Moreno et al, 1994; Harrison et al, 2002).

A capa fibrosa é dinamica e a sua constituicdo e estabilidade variam de acordo
com os mediadores inflamatérios que vao sendo expressos durante a aterogénese.
Diferentes citocinas podem inibir ou induzir a proliferacao de matriz extracelular. Se
inibirem, a capa fibrosa torna-se menos celular, mais rica em lipidos e, assim, menos
estavel. Da mesma forma, as metaloproteinases da matriz, sintetizadas pelos
macrofagos, degradam as proteinas estruturais da capa fibrosa, destabilizando-a

(Moreno et al, 1994; Harrison et al, 2002).

Uma placa de ateroma instavel torna-se susceptivel a hemorragia e trombose. A
hemorragia resulta da ruptura das frageis paredes vasculares dos microvasos que
irrigam a lesado aterosclerdtica e € um factor critico para o seu crescimento, por
acumulacao de membranas de eritrocitos, aumento do colesterol livre e excessiva
infiltracdo com macréfagos (Moreno et al, 1994). Ao mesmo tempo, a hemorragia
aumenta o risco de ruptura e, assim, de formacao de trombos oclusivos. Se a capa
fibrosa fissura e rompe, o seu conteudo lipidico necrético e trombogénico € posto em
contacto com o sangue e € activada a cascata da coagulacdo, com acumulacdo e
agregacao plaquetares. Este mecanismo, associado a vasoconstricdo, resulta numa
reducao significativa do fluxo sanguineo, nomeadamente o coronario, e constitui o
principal mecanismo pelo qual ocorre Enfarte Agudo do Miocardio (Braunwald et al,

1997; Harrison et al, 2002). (Figura 1)
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Fig 1: Fisiopatologia do Enfarte Agudo do Miocardio. (Adaptado de Braunwald et al, 1997): A
placa de ateroma forma-se por deposicdo de lipoproteinas oxidadas no endotélio vascular. Estas
lipoproteinas activam uma resposta inflamatéria, da qual resulta a proliferacdo de uma capa fibrosa a
envolver o nucleo lipidico necrético, entretanto fagocitado por macréfagos. A capa fibrosa pode instabilizar-
se e romper, libertando o contetido trombogénico da placa e promovendo, assim, processos trombéticos ou

embodlicos.

O processo fisiopatolégico mais determinante no Enfarte Agudo do Miocardio €,
como foi anteriormente descrito, a ruptura de placas instaveis; o risco de ocorréncia
desta ruptura depende da taxa de influxo de LDL, dos niveis inflamatorios e da eficacia
da reparacao da capa fibrosa (Carvalho e Silva, 2000). Os factores que alteram estas
taxas ou aqueles que influenciem a aterogénese em qualquer das suas fases poderao
influenciar a formacao e ruptura de placas instaveis e, assim, a ocorréncia de Enfarte

Agudo do Miocardio.

No presente trabalho, serao abordadas as implicacoes de polimorfismos em genes
que codificam proteinas intervenientes nestes processos. Sao elas a Ciclooxigenase 2, a
Oxido Nitrico Sintase Endotelial, o Factor de Crescimento Endotelial Vascular, o

Receptor de Produtos Finais de Glicosilacao Avancada e o Neuropeptidio Y.



1.3.2 Accao biologica de proteinas codificadas por genes candidatos no Enfarte

Agudo do Miocardio

1.3.2.1 Ciclooxigenase-2

A Ciclooxigenase-2 (COX-2) é wuma enzima induzida por citocinas pro-
inflamatorias e produzida por mondcitos em tecidos vasculares activados e proliferativos,
como microvasos angiogénicos e lesoes aterosclerodticas (Sano et al, 1992 in Simmons,
2004). Nestes tecidos, a COX-2 catalisa a conversao oxidativa do acido araquidonico em
prostaglandina G e a peroxidacao desta em prostaglandina H, (Smith & Lands, 1972). A
prostaglandina H, € metabolizada por outras isomerases e oxi-redutases em varios
prostanodides, como prostaglandina E, e I, e tromboxano A, (Demasi et al, 2003). (Figura
2)
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Figura 2: Actividade da COX-2: a enzima catalisa a oxidacdo do acido araquidénico em
prostaglandina G, e a peroxidacdo desta em prostaglandina H,. A prostaglandina H, é metabolizada em
varios prostanodides, como prostaglandina E, e I, e tromboxano A,; estes exercem efeitos biologicos que

interferem na aterogénese. (Adaptado de Simmons, 2004)



A expressao de COX-2 por estimulos inflamatorios induz a sintese de
prostaglandinas e tromboxano A, em plaquetas, monocitos e macrofagos humanos. (Fels
et al, 1996 in Simmons, 2004) Estas células infiltram-se nas placas de ateroma, onde os
prostanodides exercem as suas funcoes biolégicas (Cipollone et al,2001).

A Prostaglandina I, (PGI,) € a principal prostaglandina produzida nas células
vasculares, exercendo efeitos vasodilatadores e de aumento da permeabilidade da parede
vascular, nomeadamente, a células inflamatorias. A sobre-expressao de COX-2, acoplada
a prostaglandina E sintase, em placas de ateroma sintomaticas, demonstrou conduzir a
instabilidade das placas de ateroma, por inducdo da producao de metaloproteinases da
matriz pela PGE, (Cipollone et al., 2001). A PGE, pode ainda induzir a vasoconstricao ou
a vasodilatacao, conforme o leito vascular, e induz a angiogénese, via sobre-regulacao do
VEGF (Ben Av et al, 1995 in Simmons et al., 2004). O tromboxano A, promove
essencialmente a agregacao plaquetar, sendo também vasoconstritor (Davidge, 2003) e
indutor da producao de citocinas pro-inflamatoérias (Demasi et al, 2003).

Verificou-se que os niveis de expressdo do mRNA da COX-2 sao diferentes entre
individuos, em resposta aos agentes ambientais. Esta variabilidade pode ser, pelo menos
em parte, geneticamente determinada por diversos factores moleculares, como SNPs nas
regides funcionais do gene que codifica esta proteina, que podem alterar a expressao, a
actividade da enzima ou o turnover dos seus substratos, (Malkovski et al., 2001 in Lin et
al., 2002; Zhang et al., 2005) influenciando o potencial de susceptibilidade a doencas de

etiologia inflamatoéria, como a Cardiopatia Isquémica.

O gene da COX-2 humana, localizado no cromossoma 1q25.2—q25.3, € constituido
por cerca de 8.3 pares de kb e contém 10 exdes e 9 intrées. O polimorfismo T8473C,
localizado numa regido funcional putativa no exao 10, na 3'UTR (untranslated region) do
gene da COX-2, downstream em relacao ao codao de finalizacao, (Fritsche et al., 2001) foi

implicado em diversas patologias associadas a elevada actividade inflamatéria.



1.3.2.2 Oxido Nitrico Sintase Endotelial

A eNOS, ou Oxido Nitrico Sintase Endotelial, é uma enzima expressa em células
do endotélio vascular e em cardiomiécitos, que intervém na homeostase cardiovascular.
E responsavel pela conversdo de L-arginina, um aminoacido semi-essencial, em Oxido
Nitrico (e L-citrulina) (Markus et al, 1998). O Oxido Nitrico (ON) assim produzido activa a
guanilato ciclase soluvel das células de musculo liso, aumentando o GMP e diminuindo
as concentracoes intracelulares de Ca?*. O GMP actua como mensageiro secundario,

mediando os efeitos biologicos do ON (Siasos et al., 2006). (Figura 3)
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Figura 3: Producdao de ON a partir de L-arginina e ac¢oes biologicas do ON: a L-citrulina e o ON sao os
produtos da oxidacédo da L-arginina pela eNOS. O ON activa a guanilato ciclase das células de musculo liso,
aumentando o GMP ciclico e diminuindo a concentracdo intracelular de Ca®*. O ON promove assim o
relaxamento das células de musculo liso. Esta molécula exerce ainda acgbdes anti-inflamatérias, anti-
oxidantes, anti-trombdticas, anti-oxidantes e anti-apoptéticas. (Adaptado de Siasos et al, 2006)

O Oxido Nitrico é um produto fundamental da homeostase das células endoteliais,
uma vez que inibe varios passos chave da aterogénese (Kawashima et al, 2004). E
sintetizado nas células endoteliais de artérias saudaveis, mas observou-se que as suas
concentracoes nas artérias aterosclerdticas se encontram abaixo dos niveis fisiologicos
(Oemar et al, 1998).

O Oxido Nitrico produzido pela eNOS nos cardiomi6citos é um forte vasodilatador,

intervindo na regulacdo da perfusdo miocardica (Landmesser et al., 2005). O Oxido
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Nitrico tem propriedades anti-trombéticas, inibindo a agregacao plaquetar e a sintese de
factor tecidular. E anti-inflamatério, jA que suprime a activacdo de quimocinas e
citocinas pro-inflamatorias e de moléculas de adesdo em monoécitos (Kinley, 2001 in
Ganz, 2003). O Oxido Nitrico tem ainda propriedades anti-oxidantes, que resultam na
inibicdo da oxidacao das LDL; tem accbdes anti-apoptoticas sobre as células endoteliais
(Siasos et al, 2006) e regula os niveis de homocisteina, cuja elevacdo € um importante
factor de risco para a doenca cardiovascular (Brown et al., 2003). O Oxido Nitrico
produzido pelas células endoteliais inibe a migracao e proliferacao de células de musculo
liso e, assim, a formacao de neointima e o crescimento da placa de ateroma (Sarkar et
al., 1996). Desta forma, o Oxido Nitrico sintetizado pela eNOS é um dos principais
mediadores da funcao endotelial normal (Kawashima et al., 2004).

Contudo, a actividade da enzima é alterada em situacdo de patologia
aterosclerotica, na qual ocorre uma diminuicdo da biodisponibilidade de L-arginina.
Desta forma, a expressao e/ou actividade da eNOS fica reduzida e diminui a producao
Oxido Nitrico, com diminuicdo concomitante dos seus efeitos ateroprotectores (Oemar et
al., 1998).

Nestas condicées, em vez de produzir apenas Oxido Nitrico, e eNOS passa a
produzir também e sobretudo ido superoxido (Kawashima et al., 2004). Os niveis de
Oxido Nitrico diminuem e o Oxido Nitrico produzido reage com o ido superéoxido
formando-se peroxinitrito. (Figura 4) Este € citotoxico e pro-inflamatorio. Promove a
oxidacao de LDL e de lipidos, induz a expressao de genes pro-inflamatoérios, aumenta a
proliferacao de células de musculo liso, a adesdo de monocitos e leucocitos no endotélio,
aumenta a agregacao plaquetar e a vasoconstricao e induz a apoptose (Seccia, 1996 in

Siasos et al, 2006).
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Figura 4: Mecanismo de accao da eNOS na parede vascular aterosclerética. Nestas condicoes, ha
menor biodisponibilidade de L-arginina, ficando reduzida a actividade da eNOS e, assim, a producédo do
Oxido Nitrico ateroprotector. A eNOS passa a produzir sobretudo ido superéxido, que reage com o Oxido

Nitrico, formando peroxinitrito, uma molécula citotoxica e pré-inflamatéria. (Adaptado de Siasos et al, 2006)

Pelas implicacoes que a eNOS possui nas vias fisiopatologicas da aterosclerose,
alteracoes na actividade ou expressao da enzima poderdo intervir na susceptibilidade a
patologias de etiologia aterosclerotica, como o Enfarte Agudo do Miocardio (Hingorani et
al., 1999).

Foram identificadas diversas variantes no gene da eNOS humana e varios estudos
in vivo e in vitro tém sugerido que algumas delas poderao alterar a expressao da enzima
(Ichihara et al., 1998; Casas, 2004). Assim, o gene da eNOS & um gene candidato na
etiopatogenia do Enfarte Agudo do Miocardio (Hingorani et al., 1999; Erbs et al., 2003;
Spence et al., 2004).

O gene que codifica a eNOS humana esta localizado no cromossoma 7q35-7q36,
tem 26 exdes e estende-se por 22 kb do genoma. Até a data, foram descritos cerca de 10
polimorfismos no gene da eNOS, entre eles, o G894T.

O polimorfismo G894T localiza-se no exdo 7 do gene da eNOS e provoca uma
substituicao aminoacidica conservativa de um glutamato por um residuo de aspartato
na posicao 298 (Loscalzo et al.,, 2003.) A guanina na posicdo 894 do codao codifica o
aminoacido Glutamato na posicao 298 e a enzima com o aminoacido Asparagina na
mesma posicdo, € codificada pelo alelo 894T (Erbs et al., 2003). Julga-se que esta

alteracao aminoacidica tem efeitos na actividade da proteina.
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1.3.2.3 Factor de Crescimento Endotelial Vascular

O Factor de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) é produzido em diversos
tipos celulares, essencialmente em megacariocitos e plaquetas activadas. A expressao do
seu RNAm é sobre-regulada por hipoxia ou isquémia do miocardio, em modelos animais
(Kimura et al., 2005). O VEGF exerce os seus efeitos biologicos em células que expressam
os seus receptores especificos: VEGFR1 e VEGFR2, como € o caso de células endoteliais,

células de musculo liso, linfocitos T e macrofagos.

O VEGF actua enquanto citocina pro-inflamatoéria, aumentando a permeabilidade
vascular, activando monocitos e estimulando a acumulacao e infiltracdo de macréfagos
nas lesoes aterosclerodticas (Inoue et al., 1998). Em placas ateroscleréticas desenvolvidas,
o VEGF comporta-se como factor de crescimento angiogénico, promovendo a migracao e
proliferacao de células endoteliais e a migracdo de células de musculo liso. Estas células
organizam-se em capilares e a proliferacdo angiomatéide (com consequente aporte de
oxigénio, nutrientes e de monocitos e linfécitos T) potencia o crescimento e a

destabilizacao da lesao ateromatosa (Khurana et al., 20035). (Figura 5)

Angiogénese

Meointina

; Placa de ateroma
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Figura 5: Angiogénese na parede vascular e espessamento da intima: pequenas arteriolas
penetram nas tunicas média e adventicia das artérias coronarias. Estes vasa vasorum irrigam a parede
vascular das coronarias. O VEGF promove o crescimento destes pequenos vasos (por inducdo do crescimento
de células endoteliais), favorecendo a criacdo de um meio inflamatério propicio a formacédo de placas de
ateroma (por promocao da permeabilidade vascular e da adesdo de macrofagos). (Adaptado de Virmani et al,
2005)

Estes neovasos, produzidos via VEGF, possuem paredes frageis e sao a fonte

primaria de hemorragia em locais de fragilidade microvascular. Quando a hemorragia
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ocorre, o VEGF promove a trombogénese, por activacao plaquetar e estimulacao da

expressao de factor tecidular e de factor de von Willebrand (Virmani et al., 2005).

O VEGF promove ainda a producdo de Oxido Nitrico, o qual fomenta, em meio
aterosclerotico, a migracao de células endoteliais e a angiogénese coronaria. O VEGF
estimula também a COX-2 a catalisar a formacao de prostaciclina (PGI,). Esta, actuando
sinergicamente com o Oxido Nitrico, promove o aumento da permeabilidade vascular.
Este efeito esta relacionado com a accao vasodilatadora desta prostaglandina (He et al.,

1999).

Assim, o VEGF potencia uma série de fenomenos bioquimicos que conduzem a
formacdo, crescimento e destabilizacdo das placas de ateroma, bem como a

trombogénese apods fissuracao e ruptura das lesoes ateroscleroticas.

Desta forma, o VEGF € considerado um marcador da inflamacao e a elevacao dos
seus niveis € frequentemente encontrada em doentes com um risco aumentado de
episodios cardiovasculares tromboembodlicos, nomeadamente de Enfarte Agudo do
Miocardio fatal e nao fatal. De facto, verificaram-se niveis elevados de VEGF no sangue
periférico de doentes com aterosclerose coronaria e estes niveis estiveram positivamente
relacionados com a extensdo do dano do miocardio. Da mesma forma, foram
identificados niveis elevados de VEGF nas placas de ateroma, especialmente nas mais
desenvolvidas. Assim, polimorfismos funcionais no gene do VEGF poderdo alterar a
susceptibilidade individual a ocorréncia de Enfarte Agudo do Miocardio (Heeschen et al.,
2003).

O gene que codifica o VEGF localiza-se no cromossoma 6p21.3. (Vincenti et al.,
1996) Foram identificados alguns polimorfismos na sua regido promotora e nas 5'UTR e
3'UTR.

Nomeadamente, o polimorfismo C936T, que esta localizado na 3'UTR e consiste na
substituicao de uma citosina por uma timina, na posicao 936 desta regido (Jacob et al.,
2006). Este polimorfismo parece ter influéncia nos niveis de transcricao e na actividade

do VEGF (Renner et al., 2000).
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1.3.2.4 Receptor para os Produtos Finais de Glicosilacao Avancada

O RAGE (Receptor para os Produtos Finais de Glicosilacao Avancada) foi
recentemente implicado na fisiopatologia geral da aterosclerose. E um receptor dos
produtos finais de glicosilacdo avancada (AGEs), de calgranulinas S100, péptido 3—
amiloide, fibrilhas de folha 3 e anfoterina (Kanauchi et al., 2001; Yan, 2003; Chavakis et
al., 2004; Yamagishi et al., 20006).

Os AGEs resultam de proteinas modificadas por glicosilacao ou glicoxidacao ou,
também, de lipidos modificados por glicoxidacdo ou lipoxidacdo. A producao destas
moléculas é estimulada por stress oxidativo nas placas de ateroma (Kilhovd et al., 2005).
As calgranulinas S100 encontram-se em locais de inflamacdo cronica, como as lesoes
ateroscleroticas. A anfoterina € uma proteina nuclear que, em meio extracelular, exerce
actividades pro-inflamatoérias durante a aterogénese (Chavakis et al., 2004).

O RAGE parece nao intervir directamente na aterosclerose, mas antes mediar e

amplificar as acg¢oes pro-inflamatorias dos seus ligandos. (Figura 6)

AGEs Qutros ligandos do
RAGE

Células de musculo liso

Aumento da permeabilidade vagcular
Proliferagio de células musculares lisas
- Proliferacio de células endoteliaiz
Efeitog pré-coagulantes

Células endoteliais

macrofagos

Figura 6: Modelo simplificado das accoes biologicas dos ligandos do RAGE. Estas acc¢des sao
mediadas pelo RAGE e consistem em inducao da migracao de células de musculo liso, macréfagos e células
endoteliais, bem como inducédo da expressdo vascular de moléculas pré-inflamatérias e pro-tromboéticas.

(Adaptado de Gugliucci et al, 2002)
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Nos vasos ateroscleroticos, os ligandos do RAGE sao transportados para a parede
vascular por células inflamatorias. A acumulacao destes ligandos nas placas de ateroma
induz a expressao de RAGE (Yamagishi et al., 2006). Os ligandos do RAGE associam-se,
entdo, ao seu receptor. Desta associacao resulta quimiotaxia, activacado de monocitos e
células T (que produzem moléculas de adesdao e quimocinas, citocinas e factores de
crescimento) e ainda depleccdo de Oxido Nitrico (Yan et al., 2003; Kanauchi et al., 2004).
Nesta situacdo, ocorre ainda um aumento da permeabilidade vascular e produzem-se
efeitos pro-coagulantes.

A acumulacdo de AGEs, que se verifica em situacoes de stress oxidativo, perpetua
as condicoes oxidantes, promovendo a peroxidacao lipidica e aumentando a acumulacéao
de LDL oxidadas (Palinski et al, 1995). Por outro lado, a acumulacao de AGEs interfere
com a integridade da matriz extracelular e da parede vascular, por entre-cruzamento de
moléculas da matriz, como colagénio ou vitronectina (Chavakis et al, 2004). Este
processo € acompanhado de proliferacao endotelial e conduz a estenose do vaso, ao
endurecimento das artérias e ao desenvolvimento de aterosclerose prematura (Zhou et

al., 2003; Kilhovd et al., 2005).

As accoes pro-ateroscleroticas do RAGE podem ainda ocorrer por interaccao com
outros mediadores da aterosclerose. De facto, o RAGE sobre-regula a expressao da COX-
2 em macrofagos das placas ateroscleréticas, em modelos animais e em humanos, o que
resulta na producdo de prostaglandinas proé-inflamatérias. Em particular, o RAGE
demonstrou regular a producao de metaloproteinases da matriz dependente de PGE,
(Cipollone et al., 2003). Em casos de rapido desenvolvimento da aterosclerose (como € o
caso da Diabetes Mellitus ou Hipercolesterolemia), o RAGE induz a expresséo de factores
vasoactivos e indutores do crescimento das placas de ateroma, como o VEGF. Este factor
medeia, por sua vez, os efeitos angiogénicos dos ligandos do RAGE (Okamoto et al.,

2002).

O aumento dos niveis de RAGE em placas de ateroma esta associada a um maior
desenvolvimento destas lesdes e o antagonismo farmacolégico do RAGE é eficaz na
prevencao e estabilizacao da disfuncao vascular inflamatoria (Yan et al., 2003). Assim, o

RAGE é considerado um mediador da disfuncao vascular e da aterosclerose.

A expressao de RAGE pode ser regulada por variantes genéticas e um aumento
dos seus niveis parece, por si s6, amplificar os mecanismos pro-aterogénicos. De facto,

polimorfismos no gene do RAGE demonstraram estar directamente envolvidos na
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susceptibilidade a doenca aterosclerética e seus adventos, como Enfarte Agudo do

Miocardio (Zee et al., 1995; Pettersson-Fernholm et al., 2003; Falcone et al., 2005).

O gene do RAGE esta localizado no cromossoma 6p21.3, proximo do locus do
HLA. Este gene € altamente polimorfico, tendo sido nele identificados cerca de 30
polimorfismos. O polimorfismo T-374A esta proximo do local de inicio da transcri¢cdo, na
regiao promotora do gene do RAGE, e parece ter efeitos funcionais. Trata-se de um SNP
comum, caracterizado por uma substituicdo de glicina por serina no aminoacido na

posicao 82 (Pettersson-Fernholm et al., 2003).
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1.3.2.5 Neuropeptideo Y

O Neuropeptideo Y (NPY) € o peptideo mais abundante no miocardio e existe em
grandes concentracoes nas fibras nervosas simpaticas perivasculares. Funciona
simultaneamente como uma hormona ubiqua (Zukowska et al, 1998) e como um
neurotransmissor simpatico, com actividade pleiotrépica na homeostase cardiovascular

(Zukowska et al., 2003). E induzido por isquémia nas placas de ateroma.

O NPY é um poderoso vasoconstritor e pode provocar uma significativa reducao do
fluxo coronario, podendo ter um papel essencial na isquémia do miocardio, em doentes
com miocardiopatia isquémica (Gullestad et al., 2000; Sobey et al., 2003). A
vasoconstricdo mediada pelo NPY é prolongada no tempo; esta accdo prolongada é
devida ao facto de este peptideo ser liberto durante fases de elevada estimulacao
simpatica e/ou a uma difusao lenta na circulacao sistémica, aliada a uma eliminacao
também lenta da circulacdo (Pernow et al., 1987 in Gullestad et al., 2000). Por estas
razdoes, niveis elevados de NPY tém sido apontados como um factor de risco de

mortalidade em casos de Enfarte Agudo do Miocardio.

O Neuropeptideo Y estimula a migracao de monodcitos e regula o metabolismo do
colesterol, influenciando os niveis séricos de colesterol LDL e a deposicao destas
particulas na parede arterial. Contribui, assim, para a formacao de células espumosas.
Este neuropeptideo promove também a activacao de plaquetas e a migracdo e activacao
de mondcitos, contribuindo assim para a aceleracao da progressdao do processo

aterosclerético (Kuo et al., 2007).

O NPY possui ainda actividade angiogénica, mediando a actividade trofica dos
nervos simpaticos sobre células de musculo liso e células endoteliais (que se diferenciam
em microvasos) (Zukowska-Grojec, 1998). Esta actividade € amplificada pela interaccao
do NPY com outras vias angiogénicas, como a do VEGF e eNOS: o VEGF e o NPY
estimulam a eNOS e, por conseguinte, a producéo de Oxido Nitrico derivado do endotélio
(Kuo et al., 2007). (Figura 7) Este demonstrou, in vitro, ser um mediador da actividade
angiogénica do NPY. Os efeitos angiogénicos do NPY promovem a neovascularizacao da
intima e a sintese de matriz extracelular. Como foi anteriormente referido, a
neovascularizacao permite o crescimento da placa de ateroma e a proliferacao da matriz

diminui progressivamente o limen das artérias coronarias (Sobey et al., 2003).
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Figura 7: Accoes biologicas do NPY durante a agressdo e stress vascular e isquémia: a activacao de
receptores do NPY em células de musculo liso, megacariécitos e mondcitos conduz a proliferacao e activacao
celulares, fomentando o crescimento de placas de ateroma. A activacdo dos receptores do NPY em células de
musculo liso vasculares resulta ainda em angiogénese, quer directamente, via activacao da eNOS, quer
indirectamente, via VEGF. (Adaptado de Kuo et al., 2007).

Verificou-se que niveis elevados de NPY estdo relacionados com miocardiopatia
isquémica (Gullestad et al., 2000). Desta forma, uma variante genética no gene que
codifica o NPY que promova o aumento da expressao ou actividade deste
neurotransmissor, podera aumentar a susceptibilidade individual a ocorréncia de

Enfarte Agudo do Miocardio.

O gene do NPY humano esta localizado no cromossoma 7pl15.1. A sequéncia de
transcricao estende-se por cerca de 8 pares de kilobases. O gene é constituido por
quatro exoes, separados por trés introes. O polimorfismo T1128C no gene que codifica o
NPY resulta de uma substituicdo de timina por citosina na posicao 1128 do gene, que
origina numa substituicdo de leucina por prolina na posicao 7 (Leu7Pro) no péptido-
sinal do NPY (Portolés et al., 2003; Jia et al., 2005). O péptido sinal conduz o precursor
do NPY ao reticulo endoplasmatico, onde ele é clivado e transformado no NPY maduro.
Assim, este polimorfismo podera alterar o armazenamento do NPY, bem como a cinética

da sua libertacao (Kallio et al., 2001).
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II. Objectivos

O Enfarte Agudo do Miocardio, como a maioria das doencas cardiovasculares
comuns, € uma doenca multifactorial. Demonstrou-se que a susceptibilidadea
ocorréncia de EAM ¢é influenciada por marcadores polimoérficos em genes que codificam
proteinas intervenientes na fisiopatologia da aterosclerose, que é o factor etiologico

responsavel pela grande maioria dos episédios isquémicos do musculo cardiaco.

Com recurso a estratégia do gene candidato, pretende-se investigar a possivel
associacao entre polimorfismos em cinco genes que codificam proteinas intervenientes
na fisiopatologia da aterosclerose e a susceptibilidade a ocorréncia de Enfarte Agudo do
Miocardio, numa amostra da populacdo portuguesa Foram analisados os seguintes

polimorfismos:

- T8473C, no gene que codifica a COX-2,
- G894T, no gene que codifica a eNOS,
- C936T, no gene que codifica o VEGF,
- T-374A, no gene que codifica o RAGE e

- T1128C, no gene que codifica o NPY.
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III Material e Métodos:

3.1. Seleccao e recolha de amostras

O presente estudo baseou-se na analise de amostras de sangue colhido post-
mortem, no decorrer de autopsias médico-legais efectuadas na Delegacao do Centro e do
Norte e nos Gabinetes Médico-Legais de Viseu, Aveiro, Figueira da Foz e Leiria, do
Instituto Nacional de Medicina Legal, durante 2006 e 2007.

Juntamente com as amostras de sangue, foram colhidas amostras de miocardio.
A catalogacao das amostras de sangue inicialmente colhidas, enquanto casos ou
controlos, foi feita apds confirmacao histologica de focos de necrose nas amostras de
musculo cardiaco. Esta analise histologica foi feita pelo Servico de Patologia Forense da
Delegacao do Centro do INML. Foram analisadas, na Unidade de Genética Clinica e
Molecular da Delegacdao do Centro do INML, 80 amostras, das quais 40 pertenciam a
individuos com necrose do miocardio compativel com EAM, confirmada por analise
histopatolégica, que constituiram os casos; as restantes 40 amostras pertenceram a
individuos que nao mostravam qualquer sinal de alteracao a este nivel, nem sinais de
doenca aterosclerética. Estes tiltimos foram considerados como controlos.

As amostras de sangue colhidas foram provenientes das cavidades cardiacas e
foram obtidas, sempre que possivel, num volume de cerca de 10 mL. O sangue foi
recolhido em tubos de vacuo (vacutainer) com anticoagulante (EDTA K3E, 15%, 0,12mL)
e processado com a maior brevidade possivel.

A recolha de amostras foi realizada apos consulta do Registo Nacional de Nao

Dadores de Orgaos (RENNDA).
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3.2. Extraccao de DNA genomico

O DNA genomico foi obtido a partir de leucocitos, pelo método de Miller (Miller et
al’ 1988) com algumas modificacoes. Este € um método “salting out” de proteinas, que
tem a vantagem de ser simples, rapido, pouco oneroso, sem recurso a solventes
agressivos. Possibilita, além disto, a obtencao quantidades consideraveis de DNA com
um elevado grau de pureza (Miller et al.,, 1988), que possibilitam a aplicacdo da técnica
de PCR.

Os procedimentos de extraccdo iniciaram-se com um processo de hemolise, por
adicao aos 10 mL de sangue, de 3 volumes de um tampao de lise de globulos vermelhos
(solucao de NH4Cl, KHCOj;, Na,EDTA, pH 7.4). Apos homogeneizacdao cuidadosa, o
tampao de lise actuou durante 15 minutos, a 4°C, apés o que se procedeu a
centrifugacdo das amostras a 2500 rpm, durante 15 minutos, a 4°C (Centrifuga Rotanta
460R, Hettich).

Ressuspendeu-se o pellet, enriquecido em leucocitos, em 20 mL de tampao de lise de
eritrocitos, apos o que se realizou uma segunda centrifugacao, desta vez a 2800 rpm,
durante 15 min, a 4°C.

Obteve-se um sedimento de leucoécitos, ao qual se adicionaram 3 mL de tampao
de lise de glébulos brancos (Tris-HCL, NaCl, Na,EDTA.2H,O, pH 7.4), 350pL de
dodecilsulfato de sodio (SDS) a 10% (Sigma-Aldrich) e 30pL de proteinase k, 20mg/mL
(Roche).

Foi feita uma incubacado durante a noite, num shaker a 42°C, com agitacao suave,
ao fim do qual se obteve o DNA isolado de histonas.

Apbs esta incubacdo, precipitaram-se as proteinas com 3 mL de uma solucao
saturada de NaCl 6M e centrifugou-se o preparado a 3750 rpm, durante 30 minutos, a
25°C.

Rejeitou-se entdo o pellet proteico e procedeu-se a precipitacado do DNA com 2
volumes de etanol absoluto a 4°C. O DNA precipitado foi recolhido e transferido para
etanol a 70%, para remover possiveis contaminantes ainda presentes.

Procedeu-se a dissolucdo do DNA em cerca de 350ul de uma solucao de Tris-
EDTA (composta por Tris-HCl e Na,EDTA.2H,O, com pH ajustado a 8), numa estufa a
37°C, com agitacdo suave e continua.

Apos dissolucao completa, o DNA obtido foi conservado a 4°C em TE (Tris-EDTA).
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3.3 Quantificacao do DNA

As bases heterociclicas puricas e pirimidicas que constituem o DNA, absorvem
preferencialmente radiacao de comprimento de onda de cerca de 260 nm. (Stryer, 1995)

O DNA obtido foi quantificado por um espectrofotémetro, (Smart Spec™ Plus, BioRad)
através da leitura da absorvancia a 260 nm.

Considerou-se que uma unidade de absorvancia a 260 nm corresponde a SOuL/mL

de DNA de dupla cadeia. A concentracao de DNA foi calculada segundo a formula:

[DNA] = D.O. a260nm X constante da dupla hélice (ng/mL)

3.3.1 Avaliacao do grau de pureza do DNA

Para verificar a presenca de contaminantes proteicos, foi medida a absorvancia a 280
nm, ja que varios residuos de aminoacidos absorvem preferencialmente radiacao neste
comprimento de onda.

O grau de pureza do DNA, dado pela razdao Absorvancia de radiacao de
260nm/Absorvancia de radiacao de 280nm, devera ter um valor de cerca de 1.8. Para
valores inferiores, podera suspeitar-se de contaminacdo proteica; para valores
superiores, podera haver uma contaminacao por RNA, (Sambrook, 1989) ja que este
acido nucleico, embora absorva radiacao preferencialmente de 260nm, pode absorver
radiacao de comprimento de onda superior.

A obtencao de DNA com um grau de pureza elevado é crucial, uma vez que desta
depende o processo de amplificacdo, nomeadamente o emparelhamento dos primers e a

eficacia da Taq DNA polimerase.
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3.4. Amplificacao do DNA pela Reaccao em Cadeia da Polimerase: PCR
3.4.1 Fundamentos da técnica de PCR

A reaccao em cadeia da polimerase, desenvolvida por Mullis e Faloona, permite a
amplificacao exponencial de um fragmento de DNA, possibilitando a obtencdo de mais de
10 milhdes de copias a partir de alguns nanogramas de acido desoxirribonucleico. E
uma técnica rapida, que se completa em 2 a 3 horas, e € dotada de grande sensibilidade

e especificidade.

A PCR inicia-se com a desnaturacdo das duplas cadeias de DNA, a uma
temperatura de cerca de 95 a 98°C. Apos a desnaturacdo, a temperatura é rapidamente
reduzida, permitindo o emparelhamento dos primers a cadeia molde. Os primers sdo
sequéncias curtas de DNA (cerca de 15-30 nucledtidos) que flanqueiam a regiao a
amplificar. A seguir a ligacdo dos primers, a temperatura é ligeiramente elevada,
permitindo a incorporacao especifica de desoxinucleétidos trifosfatados (dNTPs), segundo
a regra da complementaridade. Estes dNTPs vao constituindo a nova cadeia de DNA, na
fase de extensao. A extensao € catalisada pela Taq DNA polimerase, uma enzima termo-
resistente que possui um pH optimo de actuacao, que € criado pela adicao de um
tampao especifico. A accdo da Taq DNA polimerase é optimizada por ides Mg** e, em
certos casos, pode ser necessario recorrer a detergentes para obter este efeito. Os

inibidores da enzima podem ser inactivados com albumina sérica bovina (BSA).

A reaccdo em cadeia da polimerase da-se ao longo de varios ciclos, de
desnaturacao das cadeias de DNA, emparelhamento dos primers nas cadeias
desnaturadas, e extensdo das novas cadeias de DNA. Cada um destes passos ocorre a
temperaturas especificas e durante um intervalo de tempo determinado consoante a

constituicao nucleotidica do fragmento a amplificar.

Para a amplificacao de cada polimorfismo estudado no presente trabalho, todas as
condicoes da PCR foram previamente aferidas, no que diz respeito as concentracoes de
cada reagente, as temperaturas de emparelhamento dos primers, e a duracao e numero

dos ciclos de amplificacao.
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3.4.2. Condicoes de amplificacao:

A amplificacdo do DNA gendémico para estudo do polimorfismo T8473C no gene

que codifica a COX-2 foi baseada nas condicoes descritas por Hu et al, (2005).

Polimorfismo Volume DNA BSA MgCl, dNTPs Primers Taq DNA pol
final (cada) 1:10 (BioRad)
T8473C 20pL 75ng | 85ng/pL 3,5mM 160pM 0,625pM 0,06U/pL

Desnaturacao inicial do DNA: 96°C, 5’
PCR em 40 ciclos, 95°C, 307, 52°C, 407, 72°C, 45” cada e extensao final 72°C, 10’.

Os primers utilizados para amplificar este fragmento de DNA foram:

Forward: 5'-GTT TGA AAT TTT AAA GTA CTT TTG AT-3' e

Reverse: 5'-TTT CAA ATT ATT GTT TCA TTG C-3'.

A amplificacdo do DNA para estudo do polimorfismo G894T no gene que codifica a

eNOS baseou-se no protocolo publicado por Hingorani et al. (1999).

Polimorfismo Volume DNA MgCl, dNTPs Primers Taq DNA pol
final (cada) 1:10(BioRad)
G894T 25pL 50 ng 1,5mM 160puM 0,5pM 0,04U/pL

Desnaturacao inicial do DNA: 94°C, 5’
PCR em 35 ciclos: 94°C, 30”; 66°C, 30”; 72°C, 30” e extensao final 72°C, 8’.

Os primers utilizados para amplificar este fragmento de DNA foram:

Forward: 5'-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3'e

Reverse: 5'-AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC-3'
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O protocolo de amplificacdo da regiao contendo o polimorfismo C936T do gene que

codifica o VEGF foi baseado em Abe et al. (2002)

Polimorfismo Volume DNA MgCl, dNTPs Primers Taq DNA pol
final (cada) 1:10 (BioRad)
936 C/T 20pL 25 ng 1,8mM 200pM 1pM 0,05U/puL

Desnaturacao inicial: 95°C, 10’

PCR em 35 ciclos: 95°C, 207, 60°C, 1% 72°C, 1 e extensao final 72°C, 5’.

Os primers utilizados para amplificar este fragmento de DNA foram:
Forward: 5'-AAG GAA GAG GAG ACT CTG CGC AGA GC -3'e
Reverse: 5'-TAA ATG TAT GTA TGT GGG TGG GTG TGT CTA CAG G-3'

A amplificacao do polimorfismo T-374A do gene que codifica o RAGE foi feita com

base em Hudson et al. (2001), com alteracoes.

Polimorfismo | Volume DNA detergente MgCl, dNTPs Primers Taq DNA pol
final w-1 (cada) 1:10(BioRad)
T-374% 25uL 100ng 0,05% 2mM 200puM 1uM 0,03U/uL

Desnaturacao inicial: 95°C, 5’

PCR em 30 ciclos: 94°, 1’; 57°C, 1’; 72°, 1’ e extensao final 72°C, 5.

Os primers utilizados para amplificar este fragmento de DNA foram:

Forward: 5'- GGG GGC AGT TCT CTC CTC -3'
Reverse: 5'— CTT GAT TGC GCA AAG TTG CAT-3'
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A amplificacdo do DNA genomico para estudo do polimorfismo T1128C do gene

que codifica o NPY baseou-se em Jia et al. (2004).

Polimorfismo | Volume DNA MgCl, dNTPs Primers Taq DNA pol
final (cada) 1:10(BioRad)
T1128C 25pL 25 ng 1mM 100pM 0,3pM 0,03U/pL

Desnaturacao inicial: 94°C, 4’

PCR em 30 ciclos: 94°C, 30’; 64°C, 1’ 72°C, 1’ e extensao final 72°C, 4°.

Os primers utilizados para amplificar este fragmento de DNA foram:

Forward: 5'- CCC GTC CGT TGA GCC TTC TG -3'e
Reverse: 5' — CGG TCC CGC GGT CcCcC -3’
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3.5 Digestao dos fragmentos de DNA amplificados e visualizacao dos

fragmentos digeridos

3.5.1 Fundamentos da técnica utilizada

Nesta fase, os fragmentos de DNA amplificados foram digeridos por
endonucleases. Estas sdo enzimas que reconhecem determinadas sequéncias de bases
azotadas, normalmente constituidas por 4 a 8 pares de bases. As endonucleases
hidrolisam o DNA num local especifico desta pequena sucessdo de bases, formando
fragmentos de restricao.

E escolhida uma enzima que cliva uma sequéncia que existe numa das formas do
polimorfismo, mas ndo na outra. Assim, a sequéncia de um dos alelos € clivada e a do
outro ndao o é. Se o fragmento de DNA possuia a sequéncia reconhecida pela
endonuclease, € dividido em dois ou mais fragmentos, de menor tamanho que o inicial
(Sambrook et al., 1989).

Para distinguir estes produtos de digestdo, procedeu-se a sua separacdo, por
electroforese. Esta técnica baseia-se na aplicacao de um campo eléctrico a um meio,
como um gel de agarose, através do qual os fragmentos de DNA migram, do pélo
negativo para o positivo. A extensao da migracao através dos poros do gel € inversamente
proporcional ao logaritmo do numero de pares de bases do fragmento de DNA.

Na preparacao dos geles, foi utilizada agarose SeaKem® LE Agarose, Cambrex Bio
Science Rockland, Inc. Esta foi dissolvida numa concentracdo de 3% para a analise de
todos os polimorfismos, excepto para o do NPY. Neste caso, a sua concentracdo foi de
2%. A dissolucao foi feita numa solucao tampao, de TBE 1:10 (Tris Borato-EDTA, Tris-
base 89 mM, Acido bérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH=8)), que produz a conducéo eléctrica
essencial para a corrida electroforética, aumentando a forca iénica do meio. Por este
motivo, o TBE foi também usado como solucdo de imersdo do gel nas tinas de
electroforese.

Para aumentar a densidade dos fragmentos de interesse e observar a sua
migracao através do gel de agarose, adicionaram-se 5 pL de corante, composto de 0,05%
xileno cianol e 0,05% azul bromofenol e glicerol, a cada amostra.

As corridas electroforéticas foram feitas a uma diferenca de potencial de 100 volts,

excepto para o polimorfismo do gene NPY que foi sujeito a 120 volts.
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Para a visualizacdo dos fragmentos de DNA no gel de agarose, foi utilizado um
corante fluorescente, o Brometo de Etidio (EtBr). Este intercala-se nas bases azotadas do
DNA de dupla cadeia. Ao ser irradiado com luz UV, o EtBr emite radiacao do espectro
visivel, permitido observar a localizacdo dos fragmentos de DNA no gel.

Foi utilizado um marcador de peso molecular, (Gene Ruler™ 100 bp DNA ladder
MBI Fermentas) que constitui uma referéncia para a estimativa do numero de bases
azotadas que constituem os fragmentos de DNA obtidos. Os geles foram visualizados

num sistema de imagem Gel Doc (BioRad).

3.5.2 Polimorfismo T8473C do gene que codifica a COX-2:

A digestado dos fragmentos amplificados foi feita segundo o protocolo descrito por
Hu et al. 2005), com 3U da enzima de restricao Bcll (New England Biolabs). A enzima
actua a uma temperatura de 50°C, durante a noite. Esta endonuclease reconhece e cliva

a sequéncia:

5'...T|GATC A...3’
3'...A CTAG|T...5’,

3.5.3 Polimorfismo G894T do gene que codifica a eNOS

Os fragmentos amplificados por PCR foram digeridos segundo os procedimentos
descritos por Hingorani et al. (1999), por 3U de endonuclease Mbol (New England
Biolabs), a 37°C, durante a noite. Esta enzima de restricio reconhece e cliva a

sequéncia:

5°...|GATC...3’
3'...CTAG|...5’

3.5.4 Polimorfismo C936T do gene que codifica o VEGF

Foram utilizadas SU da enzima de restricdo Nla III (New England Biolabs), para

clivar os fragmentos de interesse. A endonuclease actuou, a 37°C, durante a noite, de
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acordo com o protocolo publicado por Abe et al. (2002). Esta enzima de restricao
reconhece e cliva a sequéncia:

5’...CATG|..3’

3...]GTAC...5’

3.5.5 Polimorfismo T-374A do gene que codifica o RAGE

Os fragmentos amplificados foram digeridos, segundo as condi¢des descritas por
Hudson et al. (2001), com SU da endonuclease Tsp 509 I (New England Biolabs), a uma
temperatura de 65°C, durante a noite. Esta enzima de restricao reconhece e cliva a
sequéncia:

5°...|AATT...3’
3'...TTAA|...5’

3.5.6 Polimorfismo T1128C do gene que codifica o NPY
Utilizaram-se 10U da enzima de restricao BsiEIl (New England Biolabs), para digerir
os produtos da amplificacdo, segundo as condicoes descritas por Jia et al. (2004). A

digestao ocorreu durante a noite, a 60°C. A endonuclease cliva a sequéncia:

5°...CGRY|CG...3’
3'...GC|YRGC...5’,

sendo Y citosina ou timina e R adenina ou guanina.
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IV Resultados

4.1 Polimorfismo T8473C no gene que codifica a COX-2

Para o estudo do polimorfismo T8473C, amplificaram-se os segmentos de interesse
das amostras de DNA. Estes foram constituidos por 147 pares de bases (pb), tal como se

observa na figura 8.

147 pb

Figura 8: Fotografia dos fragmentos amplificados contendo a regido do polimorfismo T8473C
Os numeros de 1 a 3 representam as bandas dos fragmentos amplificados de amostras de DNA estudadas.
O numero 4 indica o controlo negativo da reaccdo. O marcador de peso molecular (em 5) confirma que os

fragmentos amplificados sdo constituidos por 147 pares de bases.

Apods a digestdao com a enzima de restricao Bcll, segundo as condicoes descritas
em 3.5.2, estes fragmentos foram separados por electroforese em gel de agarose. O alelo
polimorfico 8473C produziu dois fragmentos, de 124 e 23 pares de bases e o alelo 8473T

correspondeu a um unico fragmento de 147 pares de bases. (Figura 9)
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147 pb
+— 124 pb

Figura 9: Fotografia da electroforese dos fragmentos de restricio, para analise do
polimorfismo T8473C no gene que codifica a COX-2, apéds clivagem pela endonuclease Bcl I. As amostras
nas bandas 1 e 2 correspondem a dois individuos CC. As bandas 3, 5, 6 e 7 correspondem a individuos TT.
A amostra que formou a banda 4 pertence a um individuo heterozigético CT. Em 8, encontra-se o marcador

de peso molecular.

Na amostra estudada, os genétipos obtidos para os casos e controlos

relativamente ao polimorfismo T8473C foram:

Tabela 1: Distribuicdo genotipica para o polimorfismo T8473C no gene que codifica a

COX-2, na amostra estudada.

Polimorfismo Genotipo Alelos
T8473C TT TC CcC T C
Casos 35 (87,5%) 1 (2,5%) 4 (10%) 88,75% 11,25%
Controlos 38 (95%) 1 (2,5%) 1 (2,5%) 96,25% 3,75%
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4.2. Polimorfismo G894T do gene que codifica a eNOS

Os fragmentos amplificados por PCR para o estudo do polimorfismo G894T foram

constituidos por 206pb, tal como se observa na figura 10.

206pb

Figura 10: Fotografia dos fragmentos amplificados contendo a regido do polimorfismo
G894T, apods electroforese. O marcador de peso molecular (em 5) confirma que os fragmentos
amplificados sao constituidos por 206 pares de bases. Os numeros de 1 a 3 representam as
bandas dos fragmentos amplificados de algumas amostras de DNA estudadas. Na pista 5 esta o

marcador de peso molecular.

Estes fragmentos de DNA foram digeridos com a enzima de restricao Mbol e,
posteriormente, separados por electroforese em gel de agarose (Fig 14), segundo as

condicoes descritas em 3.5.3.

Na presenca do alelo G, a sequéncia de 206 pares de bases nao € clivada pela
Mbol. Em contraste, na variante T, a endonuclease produz dois fragmentos de 119 e 87

pb (Figura 11).
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<«—— 206 pb

<+«—— 119pb
4—— 87pb

Figura 11: Fotografia da electroforese dos fragmentos de restricio para analise do
polimorfismo G894T apoés digestdo com a endonuclease Mbol As amostras nas bandas 1 e 6 correspondem
a dois individuos homozigéticos para o alelo G (genétipo GG). As bandas 2 e 4 correspondem a individuos
heterozigoticos GT. As amostras que formaram as bandas 3, 5 e 7 pertencem a individuos homozigéticos

para o alelo T (genotipo TT). A pista 8 contém o marcador de peso molecular.

Na amostra estudada, os genodtipos obtidos para os casos e controlos

relativamente ao polimorfismo G894T foram:

Tabela 2: Distribuicdo genotipica e alélica, na amostra estudada, para o polimorfismo

G894T no gene que codifica a eNOS.

Polimorfismo Genotipo Alelos
G894T GG GT TT T G
Casos 18 (45%) 20 (50%) 2 (5%) 70% 30%
Controlos 19 (47,5%) 15 (37,5%) 6 (15%) 66,25% | 33,75%
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4.3 Polimorfismo C936T do gene que codifica o VEGF

Os fragmentos amplificados para o estudo do polimorfismo C936T tiveram um

comprimento de 208pb, como se observa na figura 12.

208pb

Fig 12: Fotografia da electroforese dos fragmentos amplificados contendo a regido do
polimorfismo 936CT. O marcador de peso molecular (em 5) confirma que os fragmentos amplificados séo
constituidos por 208 pares de bases. Os numeros de 1 a 3 representam as bandas dos fragmentos

amplificados de algumas amostras de DNA estudadas.

Estes fragmentos foram digeridos com Nlalll e os produtos de restricao foram
separados em gel de agarose, segundo as condicoes descritas em 3.5.4.

A presenca de uma timina cria um local de restricio para a enzima Nlalll, que
produz entao dois fragmentos de 122 e 86 pb. Em contraste, quando ocorre o alelo C, o

fragmento de 208 pares de bases nao € clivado. (Figura 13)
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<«—— 2087pb

<«—— 122pb
<4—— 86 pb

Figura 13 - Fotografia da electroforese dos produtos de amplificacao para ando polimorfismo C936T
do gene do VEGF, apo6s digestdo com a endonuclease Nla III. As bandas 1, 5 e 9 correspondem a individuos
heterozigéticos CT. As pistas 2, 4, 6, 7, 8, 10 e 11 correspondem a individuos homozigéticos CC. A banda 3

representa um individuo homozigoético TT. A pista 12 contém o marcador de peso molecular.

Na amostra estudada, os genétipos obtidos para os casos e controlos

relativamente ao polimorfismo C936T foram:

Tabela 3: Distribuicao genotipica e alélica, na amostra estudada, para o polimorfismo C936T no

gene que codifica o VEGF.

Polimorfismo Genoétipo Alelos
C936T CC CT TT C T
Casos 36 (90%) 3 (7,5%) 1 (2,5%) 93,75% 0,25%

Controlos 31 (77,5%) 8 (20%) 1 (2,5%) 87,5% 12,5%
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4.4 Polimorfismo T-374A do gene que codifica o RAGE

A amplificacdo da sequéncia que contém o polimorfismo T-374A deu origem a

fragmentos de 240pb, como se observa na figura 14.

Fig 14: Fotografia dos fragmentos amplificados contendo a regidao do polimorfismo
T-374A, apos electroforese em gel de agarose. O marcador de peso molecular (em 5) confirma que
os fragmentos amplificados sdo constituidos por 240 pares de bases. Os numeros de 1 a 3

representam as bandas dos fragmentos amplificados de trés amostras de DNA estudadas

Estes fragmentos foram depois digeridos com a enzima de restricao Tsp 5091, de
acordo com as condicoes descritas em 3.5.5.

Na presenca do alelo T, obtém-se um unico fragmento de 240 pares de bases;
quando ocorre a variante A, a Tsp 509 I cliva o fragmento de 240 pares de bases em dois,

de 183 e 57 pares de bases. (Figura 15).
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240pb
183pb
57pb

Figura 15: Fotografia da electroforese dos fragmentos de restricio para analise do polimorfismo
T-374A apés digestdo com a endonuclease Tsp 509 I. As amostras nas bandas 1, 2, 3, 6 e 7
correspondem a individuos TA. As bandas 4 e 8 correspondem a individuos AA. A pista 5 corresponde a

um individuo TT.
Na amostra estudada, os genétipos obtidos para os casos e controlos

relativamente ao polimorfismo T-374A foram:

Tabela 4: Distribuicdo genotipica e alélica, na amostra estudada, para o polimorfismo T-

374A no gene que codifica o RAGE

Polimorfismo Genoétipo ALELOS
T-374A TT TA AA T A
Casos 16 (40%) 21 (52,5%) 3 (7,5%) 66,25% | 33,75%
Controlos 15 (37,5%) 20 (50%) 5 (12,5%) 62,5% 37,5%
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4.5. Polimorfismo T1128C do gene que codifica o NPY

Para o estudo do polimorfismo T1128C, amplificaram-se sequéncias de 238pb,

como se observa na figura 16.

<« 238pb

Figura 16: Fotografia dos fragmentos amplificados contendo a regido do polimorfismo
T1128C, apos electroforese. O marcador de peso molecular (em 5) confirma que os fragmentos
amplificados sdo constituidos por 238 pares de bases. Os numeros de 1 a 4 representam as

bandas dos fragmentos amplificados de algumas amostras de DNA estudadas

Os fragmentos foram digeridos com a enzima de restricdo BsiEl e os fragmentos

de restricao separados em gel de agarose, segundo as condicoes descritas em 3.5.6.
Na presenca do alelo T, a BsiEI produz um uUnico fragmento de 238 pares de

bases. Em contraste, quando ocorre a variante C, o fragmento de 238 pares de bases é

clivado em dois, de 190 e 48 pares de bases (figura 17).
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<«—— 238 pb

Figura 17: Fotografia da electroforese dos fragmentos de restricio para o estudo do
polimorfismo T1128C, apés digestdo com a endonuclease BsiElL As amostras nas bandas 1 a 5

correspondem a individuos homozig6ticos TT.

Observaram-se aprenas bandas de 238pb, o que indica homozigotia para o alelo
normal deste gene. A presenca da mutacao teria sido facilmente detectada porque criaria

um novo sitio de restricao que produziria bandas com 190 e 48 pares de bases.

Na amostra estudada, os genétipos obtidos para os casos e controlos

relativamente ao polimorfismo T1128C foram:

Tabela 5: Distribuicdo genotipica e alélica, na amostra estudada, para o polimorfismo

T1128C no gene que codifica o NPY.

Polimorfismo Genotipo Alelos
T1128C TT TC CcC T C
Casos 40 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 100% 0%
Controlos 40 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 100% 0%
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V. Tratamento estatistico dos resultados

5.1. Polimorfismo T8473C do gene que codifica a COX-2:

Entre os casos, a frequéncia do alelo T foi de 88,75% e foi de 96,25% entre os
controlos. A frequéncia do alelo C foi de 11,25% nos casos, enquanto que, nos controlos,
foi de 3,75%.

O gendtipo TT surgiu em 87,5% dos casos e em 95% dos controlos analisados. O
genotipo TC foi encontrado em 2,5% dos casos e 2,5% dos controlos. O genétipo CC

esteve presente em 10% dos casos e 2,5% dos controlos.

O teste de Qui-Quadrado demonstrou que as frequéncias alélicas da amostra em

estudo para este polimorfismo néo estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg ( ¥*=53,77)

Para testar possiveis diferencas entre os grupos de casos e controlos no que se
refere aos genoétipos e alelos utilizou-se o teste do Qui-Quadrado. O valor de (%2
encontrado foi de 1,923, df=2 e p=0,382 para os genotipos. Para os alelos, obteve-se um
y> de 3,243 e p=0,072 Assim, o teste de y* demonstrou ndo existir uma diferenca
estatisticamente significativa entre as frequéncias genotipicas ou alélicas dos dois

grupos analisados.

Para a determinacdao dos Odds Ratio e respectivos intervalos com 95% de
confianca, recorreu-se a regressoes logisticas. O OR (IC 95%) relativamente ao grupo dos
casos com genotipo TT foi de 3,63 (0,07-18,03) para os individuos (casos) de genotipo TC
e de 4,34 (0,46-40,75) para os individuos (casos) com genotipo CC.

Assim, conclui-se que nao existe uma associacado entre o polimorfismo T8473C do
gene que codifica a COX-2 e a susceptibilidade a ocorréncia de Enfarte Agudo do

Miocardio na amostra analisada.

41



5.2. Polimorfismo G894T do gene que codifica a eNOS:

No que diz respeito ao polimorfismo G894T no gene que codifica a eNOS, a
frequéncia alélica do alelo G foi de 66,25% nos casos e 70% nos controlos. A frequéncia

do alelo T foi de 33,75% nos casos € 30% nos controlos.

O genotipo GG surgiu em 45% dos casos e em 47,5% dos controlos. O genétipo
GT foi encontrado em 50% dos casos e 37,5% dos controlos. 5% dos casos € 15% dos

controlos foram homozigoéticos recessivos (TT).

O teste de Qui-Quadrado demonstrou que as frequéncias alélicas da amostra em
estudo para este polimorfismo estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg ( x*=0) .

Para testar possiveis diferencas entre os grupos de casos e controlos no que se
refere aos genotipos e alelos utilizou-se o teste do Qui-Quadrado. O teste de y2
(x2=2,741; df=2; p=0,256) revelou nao existir uma diferenca estatisticamente significativa
nas frequéncias genotipicas dos dois grupos analisados. O valor de y2 encontrado para
os alelos foi de 0,259, com p=0,661, revelando igualmente a auséncia de uma diferenca
estatisticamente significativa nas frequéncias alélicas em casos e controlos..

Para a determinacdo dos Odds Ratio e respectivos intervalos com 95% de
confianca estimaram-se regressoes logisticas. Relativamente aos casos com genétipo TT,
o OR para os casos com genotipo GT foi de 0,25 (0,04-1,42) e para os casos com
genotipo TT foi de 0,35 (0,06-1,98).

Assim, conclui-se que nao existe uma associacao entre o polimorfismo G894T do
gene que codifica a eNOS e o risco de Enfarte Agudo do Miocardio na amostra do

presente estudo.

5.3. Polimorfismo C936T do gene que codifica o VEGF:

Na amostra em estudo, a frequéncia alélica do alelo C foi de 96,25% nos casos e
87,5% nos controlos. A frequéncia do alelo T foi de 3,75% nos casos e 12,5% nos
controlos.

O genoétipo CC for encontrado em 90% dos casos e em 77,5% dos controlos. O
genotipo CT surgiu em 7,5% dos casos e 20% dos controlos. O genétipo TT foi
identificado em 2,5% dos casos e 2,5% dos controlos.

O teste de Qui-Quadrado demonstrou que as frequéncias alélicas da amostra em estudo

para este polimorfismo nao estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (%*=2,91) .
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Também para este polimorfismo, o teste de y2(x2=2,646; df=2; p=0,266) nao revelou
uma diferenca estatisticamente significativa entre os genotipos dos casos e dos controlos
analisados. Relativamente as frequéncias alélicas, obteve-se um %2 de 1,839, com
p=0,175, nao existindo, assim, igualmente, uma diferenca estatisticamente significativa
entre casos e controlos.

Para a determinacdo dos Odds Ratio e respectivos intervalos com 95% de
confianca recorreu-se a regressoes logisticas. Usou-se como grupo de referéncia os casos
com genotipo TT e o OR para os casos com genoétipo TC foi de 2,67 (0,12-57,62) e para os
casos com genotipo CC foi de 0,86 (0,05-14,35).

Conclui-se, assim, que nao existe uma associacdo entre o polimorfismo C936T do
gene que codifica a VEGF e a susceptibilidade a ocorréncia de Enfarte Agudo do

Miocardio nesta amostra.

5.4. Polimorfismo T-374A do gene que codifica o RAGE:

Na amostra estudada, a frequéncia do alelo T foi de 72,5% em casos e 68,75% em

controlos. A frequéncia da variante, A, foi de 27,5% nos casos e 31,25% nos controlos.

O genoétipo TT foi encontrado em 40% dos casos e em 37,5% dos controlos. 52,5%
dos casos e 50% dos controlos eram heterozigoticos (TA). O genétipo AA foi observado em

7,5% dos casos e 12,5% dos controlos.

O teste de Qui-Quadrado demonstrou que as frequéncias alélicas da amostra em

estudo para este polimorfismo nao estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg ( ¥°=1,1) .

O teste de y2(y =0,557; df=2; p=0,266) revelou a inexisténcia de uma diferenca
estatisticamente significativa entre os genoétipos de casos e controlos, no que diz respeito
ao polimorfismo T-374A do gene que codifica o RAGE. Da mesma forma, para os alelos,
o valor de y2 obtido foi de 0,245, com p=0,620, nao se verificando igualmente uma
diferenca significativa nas frequéncias alélicas dos casos e controlos.

Para a determinacdo dos OddsS Ratio e respectivos intervalos com 95% de
confianca estimaram-se regressoes logisticas. Relativamente aos casos TT, o OR dos
casos TA foi de 1,02 (0,40-2,58) e o OR dos casos AA foi de 1,78 (0,36-8,74).

Assim, conclui-se que nao existe uma associacdo entre o polimorfismo e o risco

de Enfarte Agudo do Miocardio na amostra em estudo.
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5.5. Polimorfismo T1128C do gene que codifica o NPY:

Na amostra estudada, a frequéncia alélica de T foi de 100% em casos e controlos.

O alelo C nao foi encontrado.

Nao foi, assim, encontrada diferenca entre os genétipos dos casos e os controlos
analisados no que diz respeito ao polimorfismo T1128C do gene que codifica o NPY, uma
vez que os 80 casos e controlos tinham genotipo TT. Assim, colcluiu-se que nao existe
associacao entre o polimorfismo e o risco de Enfarte Agudo do Miocardio na amostra do

presente estudo.

5.6. Efeitos combinados dos polimorfismos tomados dois a dois

5.6.1. T8473C da COX-2 e G894T da eNOS

Entre os casos, verificou-se que 80% dos individuos portadores do alelo C
(genotipo TC ou CC) do polimorfismo T8473C da COX-2, sao simultaneamente
portadores o alelo T (genétipo GT ou TT) do polimorfismo G894T da eNOS. Ambos os
alelos foram associados a um efeito potenciador da etiopatogenia do EAM.

Contudo, 87,5% dos casos sao simultaneamente portadores do alelo T (genotipo
TT ou TC) do polimorfismo T8473C da COX-2, e do alelo G (genétipo GG ou GT) do
polimorfismo G894T da eNOS.

Nao se verificou uma associacao significativa entre a presenca de um dos alelos de
um polimorfismo e a presenca de um dos alelos do outro polimorfismo, nos casos.
X°=3,368, df=1, p=0,66.

Entre os controlos, 87,2% dos individuos portadores do alelo T do polimorfismo
T8473C da COX-2 (genétipo TT ou TC) sao simultaneamente portadores do alelo G do
polimorfismo G894T da eNOS (genoétipo GG ou GT). Ambos os alelos foram associados a
um efeito protector da etiopatogenia do EAM.

85% dos controlos tém simultaneamente estes dois alelos.

Na amostra analisada, 1 individuo (1,25% da amostra) era simultaneamente
portador do alelo C do polimorfismo T8473C da COX-2 e do alelo T do polimorfismo
G894T da eNOS, ambos putativamente potenciadores da etiopatogenia do EAM. De
facto, este individuo pertencia ao grupo dos casos (constitui 2,5% dos casos). A razdo de

possibilidade de se ser vitima de EAM, relativamente a ndo o ser, quando se possui esta
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associacao de alelos, foi de OR=0,975 (0,928-1,025), pelo que a presenca desta
associacao de alelos nao representou, na amostra estudada, um risco acrescido

significativo de ocorréncia de EAM.

O individuo portador simultaneamente dos dois alelos de risco era homozigotico
CC para o polimorfismo T8473C e homozigotico TT para o polimorfismo G894T. Desta
forma, a razao de possibilidade de se ser vitima de EAM relativamente a nao o ser,
possuindo este genotipo, foi de OR=0,975 (0,928-1,025), pelo que a presenca deste
genotipo nao representou, na amostra estudada, um risco acrescido significativo de

ocorréncia de EAM.

5.6.2. T8473C da COX-2 e C936T do VEGF

Verificou-se que entre os casos, todos dos individuos portadores do alelo C
(genotipo TC ou CC) do polimorfismo T8473C da COX-2 sao portadores do alelo C
(genotipo CC ou CT) do polimorfismo C936T do VEGF. Ambos os alelos foram associados
a um efeito potenciador da etiopatogenia do EAM.

Contudo, 90% dos casos sao simultaneamente portadores do alelo T (genotipo TT
ou TC) do polimorfismo T8473C da COX-2, e do alelo C (genotipo CC ou CT) do
polimorfismo C936T do VEGF.

Nao se verificou uma associacao significativa entre a presenca de um dos alelos
num polimorfismo e a presenca de um dos alelos no outro polimorfismo, nos casos.
X°=0,125, df=1, p=0,724.

Entre os controlos, 23% dos individuos portadores do alelo T do polimorfismo
T8473C da COX-2 sao portadores do alelo T do polimorfismo C936T do VEGF. Ambos os
alelos foram associados a um efeito protector da etiopatogenia do EAM.

95% dos controlos tém simultaneamente o alelo T do polimorfismo T8473C da
COX-2 e o alelo C do polimorfismo C936T do VEGF.

Na amostra analisada, 5 individuos (6,25% da amostra) eram simultaneamente
portadores do alelo C do polimorfismo T8473C da COX-2 e do alelo C do polimorfismo
C936T do VEGF, ambos putativamente potenciadores da etiopatogenia do EAM. De
facto, 4 destes individuos pertenciam ao grupo dos casos (constituem 10% dos casos). A
razao de possibilidade de se ser vitima de EAM, relativamente a nado o ser, quando se
possui esta associacao de alelos, foi de OR=4, (0,476-34,238), pelo que a presenca desta
associacao de alelos ndo representou, na amostra estudada, um risco acrescido

significativo de ocorréncia de EAM.
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Os 5 individuos portadores simultaneamente dos dois alelos de risco eram
homozigoticos CC para o polimorfismo T8473C e homozigotico CC para o polimorfismo
C936T. Desta forma, a razdo de possibilidade de se ser vitima de EAM relativamente a
nao o ser, possuindo este genoétipo, foi de OR=4 (0,476-34,238), pelo que a presenca
deste genotipo nao representou, na amostra estudada, um risco acrescido significativo

de ocorréncia de EAM.

5.6.3. T8473C da COX-2 e T-374A do RAGE

Verificou-se que entre os casos, 80% dos individuos portadores do alelo C
(genotipo TC ou CC) do polimorfismo T8473C da COX-2 sao portadores do alelo T
(genotipo TT ou TA) do polimorfismo T-374A do RAGE. Ambos os alelos foram associados
a um efeito potenciador da etiopatogenia do EAM.

82,5% dos casos sao simultaneamente portadores do alelo T (genotipo TC ou CC)
do polimorfismo T8473C da COX-2, e do alelo T (genétipo TT ou TA) do polimorfismo T-
374A do RAGE.

Nao se verificou uma associacao significativa entre a presenca de um dos alelos
num polimorfismo e a presenca de um dos alelos no outro polimorfismo, nos casos.
X°=0,396, df=1, p=0,529.

Entre os controlos, 48,7% dos individuos portadores do alelo T do polimorfismo
T8473C da COX-2 sao portadores do alelo A do polimorfismo T-374A do RAGE. Ambos
os alelos foram associados a um efeito protector da etiopatogenia do EAM.

Contudo, 85% dos controlos tém simultaneamente o alelo T do polimorfismo
T8473C da COX-2 e o alelo T do polimorfismo T-374A do RAGE.

Na amostra analisada, 4 individuos (5% da amostra) eram simultaneamente
portadores do alelo C do polimorfismo T8473C da COX-2 e do alelo T do polimorfismo T-
374A do RAGE, ambos putativamente potenciadores da etiopatogenia do EAM. De facto,
estes 4 individuos pertenciam ao grupo dos casos (constituindo 10% dos casos). A razao
de possibilidade de se ser vitima de EAM, relativamente a nao o ser, quando se possui
esta associacao de alelos, foi de OR=0,900 IC(0,812-0,998), pelo que a presenca desta
associacao de alelos representou, na amostra estudada, um risco acrescido significativo

de ocorréncia de EAM.

Os 4 individuos portadores simultaneamente dos dois alelos de risco eram
homozigoticos CC para o polimorfismo T8473C e homozigotico TT para o polimorfismo T-

374A. Desta forma, a razdo de possibilidade de se ser vitima de EAM relativamente a nao
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o ser, possuindo este genotipo, foi de OR=0,900 (0,812-0,998), pelo que a presenca deste
genotipo representou, na amostra estudada, um risco acrescido significativo de

ocorréncia de EAM.

5.6.4. G894T da eNOS e C936T do VEGF

Verificou-se que entre os casos, todos os individuos portadores do alelo T
(genotipo GT ou TT) do polimorfismo G894T da eNOS sao portadores do alelo C (gendtipo
CC ou CT) do polimorfismo C936T do VEGF. Ambos os alelos foram associados a um
efeito potenciador da etiopatogenia do EAM.

Contudo, 95% dos casos sao simultaneamente portadores do alelo G (genotipo GG
ou GT) do polimorfismo G894T da eNOS, e do alelo C (genétipo CC ou CT) do
polimorfismo C936T do VEGF.

Nao se verificou uma associacao significativa entre a presenca de um dos alelos
num polimorfismo e a presenca de um dos alelos no outro polimorfismo, nos casos.
X°=0,147, df=1, p=0,702.

Entre os controlos, 20% dos individuos portadores do alelo G do polimorfismo
G894T da eNOS sao portadores do alelo T do polimorfismo C936T do VEGF. Ambos os
alelos foram associados a um efeito protector da etiopatogenia do EAM.

Contudo, 85% dos controlos tém simultaneamente o alelo G do polimorfismo
G894T da eNOS e o alelo C do polimorfismo C936T do VEGF.

Na amostra analisada, 7 individuos (8,75% da amostra) eram simultaneamente
portadores do alelo T do polimorfismo G894T da eNOS e do alelo C do polimorfismo
C936T do VEGF, ambos putativamente potenciadores da etiopatogenia do EAM. Destes 7
individuos, 5 pertenciam ao grupo dos casos (constituindo 12,5% dos casos). A razao de
possibilidade de se ser vitima de EAM, relativamente a nao o ser, quando se possui esta
associacao de alelos, foi de OR=2,5 (0,082-1,42), pelo que a presenca desta associacao
de alelos nao representou, na amostra estudada, um risco acrescido significativo de

ocorréncia de EAM.

Dos 7 individuos portadores simultaneamente dos dois alelos de risco, 5 eram
homozigoticos TT para o polimorfismo G894T e homozigotico CC para o polimorfismo
C936T. 3 deles eram casos e 2 controlos. Desta forma, a razao de possibilidade de se ser
vitima de EAM relativamente a nao o ser, possuindo este genoétipo, foi de OR=1,499
(0,118-3,778), pelo que a presenca deste genotipo nao representou, na amostra

estudada, um risco acrescido significativo de ocorréncia de EAM.
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5.6.5. G894T da eNOS e T-374A do RAGE

Verificou-se que entre os casos, 85,7% dos individuos portadores do alelo T
(genotipo GT ou TT) do polimorfismo G894T da eNOS sdo portadores do alelo T (genétipo
TT ou TA) do polimorfismo T-374A do RAGE. Ambos os alelos foram associados a um
efeito potenciador da etiopatogenia do EAM.

Contudo, 87,5% dos casos sdo simultaneamente portadores do alelo G (genédtipo
GG ou CG) do polimorfismo G894T da eNOS, e do alelo T (TT ou TA) do polimorfismo T-
374A do RAGE.

Nao se verificou uma associacao significativa entre a presenca de um dos alelos de
um polimorfismo e a presenca de um dos alelos no outro polimorfismo, nos casos.
X°=3,951, df=1, p=0,47.

Entre os controlos, 60% dos individuos portadores do alelo G do polimorfismo
G894T da eNOS sao portadores do alelo A do RAGE. Ambos os alelos foram associados a
um efeito protector da etiopatogenia do EAM.

Contudo, 80% dos controlos tém simultaneamente o alelo G do polimorfismo
G894T da eNOS e o alelo T do RAGE.

Na amostra analisada, 5 individuos (6,25% da amostra) eram simultaneamente
portadores do alelo T do polimorfismo G894T da eNOS e do alelo T do polimorfismo T-
374A do RAGE, ambos putativamente potenciadores da etiopatogenia do EAM. Destes 5
individuos, apenas 2 pertenciam ao grupo dos casos (constituindo 5% dos casos), sendo
que os restantes 3 individuos pertenciam ao grupo controlo (constituindo 7,5% deste
grupo). A razao de possibilidade de se ser vitima de EAM, relativamente a ndo o ser,
quando se possui esta associacao de alelos, foi de OR=0,667 (0,118-3,778), pelo que a
presenca desta associacdo de alelos nao representou, na amostra estudada, um risco

acrescido significativo de ocorréncia de EAM.

Dos 5 individuos portadores simultaneamente dos dois alelos de risco, 3 eram
homozigoticos TT para o polimorfismo G894T e homozigético TT para o polimorfismo T-
374A. 1 deles era um caso e 2 eram controlos. Desta forma, a razao de possibilidade de
se ser vitima de EAM relativamente a nao o ser, possuindo este genoétipo, foi de OR=0,5
(0,470-35,296), pelo que a presenca deste gendtipo nao representou, na amostra

estudada, um risco acrescido significativo de ocorréncia de EAM.
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5.6.6. C936T do VEGF e T-374A do RAGE

Verificou-se que entre os casos, 92,5% dos individuos portadores do alelo C
(genotipo CC ou CT) do polimorfismo C936T do VEGF sao portadores do alelo T (gendtipo
TT ou TA) do polimorfismo T-374A do RAGE. Ambos os alelos foram associados a um
efeito potenciador da etiopatogenia do EAM.

85% dos casos sdo simultaneamente portadores destes dois alelos.

Nao se verificou uma associacdo significativa entre a presenca de um dos alelos
num polimorfismo e a presenca de um dos alelos no outro polimorfismo, nos casos.
X°=0,171, df=1, p=0,679.

Entre os controlos, 66% dos individuos portadores do alelo T do polimorfismo
C936T do VEGF sao portadores do alelo A do polimorfismo T-374A do RAGE. Ambos os
alelos foram associados a um efeito protector da etiopatogenia do EAM.

85% dos controlos tém simultaneamente o alelo C do polimorfismo C936T do
VEGF e o alelo T do polimorfismo T-374A do RAGE.

Na amostra analisada, 71 individuos (88,75% da amostra) eram simultaneamente
portadores do alelo C do polimorfismo C936T do VEGF e do alelo T do polimorfismo T-
374A do RAGE, ambos putativamente potenciadores da etiopatogenia do EAM. Destes 71
individuos, 37 pertenciam ao grupo dos casos (constituindo 92,5% dos casos), sendo que
os restantes 34 individuos pertenciam ao grupo controlo (constituindo 85% deste grupo).
A razao de possibilidade de se ser vitima de EAM, relativamente a nao o ser, quando se
possui esta associacao de alelos, foi de OR=1,088 (0,930-1,174), pelo que a presenca desta
associacio de alelos nio representou, na amostra estudada, um risco acrescido significativo de

ocorréncia de EAM.

Dos 71 individuos portadores simultaneamente dos dois alelos de risco, 37 eram
homozigoticos CC para o polimorfismo C936T e homozigético TT para o polimorfismo T-
374A. 18 deles eram casos e 17 eram controlos. Desta forma, a razdo de possibilidade de
se ser vitima de EAM relativamente a nao o ser, possuindo este genotipo, foi de
OR=1,059 (0,644-1,741), pelo que a presenca deste genotipo nao representou, na

amostra estudada, um risco acrescido significativo de ocorréncia de EAM.
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VI. Discussao

6.1. Polimorfismo T8473C do gene que codifica a COX-2

O polimorfismo T8473C no gene que codifica a COX-2 é relativamente frequente na
populacao caucasiana (Campa et al.,, 2004). As frequéncias genotipicas encontradas no
presente trabalho foram significativamente diferentes das de outras investigacoes: 87,5%
para o genoétipo TT, 2,5% para o genotipo TC e 10% para o genotipo CC. Noutros
trabalhos, foram encontradas frequéncias genotipicas de 45% e 49,6% (para o genotipo
TT), 42% e 43,36% (para o gendtipo TC), 13% e 6% (para o genotipo CC) Estes dados
referem-se a amostras da populacdo holandesa e dinamarquesa, respectivamente

(Sorensen et al, 2005).

Embora as consequéncias funcionais do polimorfismo T8473C do gene da
Ciclooxigenase-2 sejam ainda desconhecidas, estudos sugerem que este polimorfismo
podera conduzir a uma alteracdo da expressao da proteina (Langsenlehner et al., 2006),
alteracao essa que podera influenciar a actividade inflamatoéria e a angiogénese.

A 3'-UTR do gene da Ciclooxigenase-2, onde se encontra o polimorfismo T8473C,
tem 22 copias da sequéncia de Shaw-Kamens (AUUUA). Estas sequéncias estao
envolvidas na regulacao da sintese de COX-2, controlando a estabilidade e a degradacao
do seu RNAm, instabilizando a mensagem e inibindo a traducao (Dixon et al, 2000 in
Park et al., 2006). Partindo desta observacao, foi colocada a hipétese de um dos alelos
deste polimorfismo poder estabilizar o RNAm da COX-2, por disrupcao das sequéncias de
Shaw-Kamens. Esta disrupcao podera resultar numa maior producao de COX-2 e
prostaglandinas pro-inflamatorias e, assim, num maior estimulo pro-inflamatorio (Sanak
et al, 2005).

E, assim, possivel que o polimorfismo tenha também interferéncia na progressao
da aterosclerose e na ocorréncia de Enfarte Agudo do Miocardio. Um estudo recente
demonstrou uma associacao entre este polimorfismo e, por um lado, os niveis séricos
lipidicos e, por outro a susceptibilidade a ocorréncia de episédios coronarios agudos em
homens, mas ndo em mulheres (Vogel et al, 2009). O polimorfismo T8473C foi associado
a varias outras doencas, cuja progressdo esta também directamente relacionada com

activacao inflamatoria elevada.

Os resultados obtidos nestes trabalhos foram dispares, tendo alguns proposto um

efeito protector para o alelo C (Hu et al., 2005), enquanto que outros encontraram uma
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associacao significativa entre este alelo e um risco acrescido de ocorréncia de patologia de

etiologia inflamatoéria (Langselehner et al., 2006).

Estas disparidades poderdao dever-se a varios factores. Nomeadamente, a
estimativas pouco fiaveis nas frequéncias alélicas ou genotipicas devido ao pequeno
tamanho das amostras de populacdo em estudo; podera dever-se também a
especificidades populacionais (o papel biologico desempenhado por este polimorfismo
poder ter diferencas populacionais, ou o gene pode estar em desequilibrio de linkage com
genes diferentes em diferentes populacoes). As discrepancias poderao ser ainda devidas a

diferentes métodos de genotipagem (Hu et al., 2005; Langselehner et al., 2006).

No presente trabalho, ndo foi encontrada uma diferenca estatisticamente
significativa entre os genétipos dos casos e dos controlos analisados para este
polimorfismo. Assim, ndo se demonstrou uma associacao entre o polimorfismo T8473C
do gene que codifica a COX-2 e a susceptibilidade a ocorréncia de Enfarte Agudo do

Miocardio.
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6.2. Polimorfismo G894T do gene que codifica a eNOS
O polimorfismo G894T do gene que codifica a eNOS ¢ relativamente frequente na

populacao caucasiana. Na amostra do presente trabalho, as frequéncias genotipicas
encontradas foram semelhantes as referidas noutras investigacoes, levadas a cabo em
caucasianos: 46,25%, 43,7% e 10% para os genotipos GG, GT, TT, respectivamente,
versus 46,1% (GG), 43,3% (GT) e 12,2% (TT) (Guzik et al, 2001); 39,7% (GG), 48,1% (GT)
e 12,2% (TT) (Spence et al, 2004).

A escassez de dados funcionais quantitativos nao permite ainda conhecer os
efeitos moleculares exactos do polimorfismo G894T na funcao e actividade da eNOS
(Erbs et al., 2003). Na realidade, desconhece-se se a variante G894T altera directamente
a actividade e regulacao da eNOS, ou se é um marcador genético de associacado com o
fenotipo de doenca cardiovascular nalgumas populacoes (Guzik et al., 2001).

Contudo, foi sugerido que o polimorfismo G894T do gene que codifica a eNOS
contribui para a disfuncdo vasomotora coronaria, devido a um aumento da resisténcia
microvascular (Naber et al., 2001). Este polimorfismo parece ter também um impacto
nos mecanismos envolvidos na formacédo de lesdes aterosclerdticas e trombose, como
agregacao plaquetar ou adesao de leucocitos a parede vascular (Shimasaki et al., 1998).

De facto, varios trabalhos revelaram uma associacdo entre este polimorfismo e
Coronariopatia precoce (Cam et al., 2004) e a ocorréncia de Enfarte Agudo do Miocardio
(Shimasaki et al.,, 1998; Hingorani et al., 1999; Erbs et al., 2003; Loscalzo et al., 2003;
Casas et al, 2004 ; Senthill et al., 2005).

De acordo com estes ultimos estudos, o polimorfismo G894T podera ter um efeito
funcional, uma vez que parece produzir uma alteracdo na estabilidade da proteina
(Senthil et al., 2005) e na sua conformacdo, que passa de hélice para tight turn, na
variante T, aumentando assim a sua susceptibilidade a clivagem proteolitica (Schultz et
al., 1974 in Shimasaki et al.,, 1998; Naber et al., 2001; Herbs et al, 2003; Tesauro et al,
2000 in Loscalzo et al., 2003).

Assim, o alelo T parece codificar produtos proteicos com um tempo de semi-vida
reduzido. Este processo podera ter implicacdées na biodisponibilidade e na actividade da
eNOS, o que, possivelmente, acarreta uma série de consequéncias biologicas (Park et al.,
2004; Senthil et al., 2005; Casas et al., 2004).

De acordo com esta hipotese obteve-se, no presente trabalho, uma frequéncia do

alelo T maior em casos que em controlos.
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Contudo, a diferenca encontrada nao foi significativa: no presente trabalho, nao
se encontrou uma associacdo entre o polimorfismo G894T e o risco de ocorréncia de

Enfarte Agudo do Miocardio.
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6.3. Polimorfismo C936T do gene que codifica o VEGF

Em termos de frequéncias genotipicas na amostra em estudo, os resultados
obtidos divergiram um pouco de outro estudo europeu (Krippl et al, 2003): 85% versus
76,5% de individuos com genétipo CC, 13,75% versus 21,6% de individuos CT e 1,25%

versus 1,9% de individuos TT.

Tanto quanto sabemos, nao existem trabalhos publicados acerca das implicacoes
deste polimorfismo na susceptibilidade a ocorréncia de Enfarte Agudo do Miocardio.
Contudo, foi estudado no ambito de algumas outras patologias de etiologia inflamatéria
ou potenciadas pela inflamacado e angiogénese, tendo os resultados sido discordantes

(Abe et al., 2002; Krippl et al., 2003; Jacobs et al., 2006).

O VEGF exerce accoes pro-inflamatorias (Inoue et al., 1998), angiogénicas,
promotoras do crescimento e destabilizacdo das placas de ateroma (Khurana et al.,
2005), observando-se niveis elevados de VEGF no sangue periférico de doentes com risco
aumentado de Enfarte de Miocardio fatal e nao fatal (Heeshen et al., 2003). Desta forma,
se o polimorfismo C936T alterar os niveis de expressdo da proteina, podera influenciar a

susceptibilidade individual a ocorréncia deste episodio cardiovascular.

Nao se conhece o mecanismo exacto pelo qual o polimorfismo C936T afecta os
niveis de VEGF. O alelo C codifica um local de ligacdo putativo para a proteina
activadora 4 (AP-4), local esse que parece ser abolido com o alelo T (Renner et al., 2000).
A AP-4 é um factor de transcricdo que aumenta a expressdo de varios genes celulares,
ligando-se a locais activadores especificos. A perda do local de ligacdo putativo para a
AP-4 parece ter influéncia nos niveis de transcricao e na actividade do VEGF, estando o
alelo T associado a niveis séricos significativamente mais baixos de expressdo da

proteina (Hu et al., 1990 in Renner et al., 2000; Krippl et al., 2003).

No presente trabalho, os casos tiveram uma frequéncia inferior do alelo T em
relacdo aos controlos, pelo que os resultados obtidos estdo de acordo com estes dados.

Contudo, as diferencas obtidas nao sao estatisticamente significativas.

De facto, no presente trabalho, nao foi encontrada uma diferenca estatisticamente
significativa entre as frequéncias alélicas dos casos e dos controlos analisados, pelo que
nao se demonstrou uma associacdo entre o polimorfismo C936T do gene que codifica a

VEGF e a susceptibilidade a ocorréncia de Enfarte Agudo do Miocardio.
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6.4. Polimorfismo T-374A no gene que codifica o RAGE

Na amostra em estudo, 40% dos casos tiveram genoétipo TT, 52,5% eram TA e
7,5% eram homozigoticos AA. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados nos
casos de Cardiopatia Isquémica de uma amostra da populacao italiana: 39,7%

homozigoticos TT, 51,3% heterozigoticos TA e 9% homozigoticos AA (Falcone et al, 2005).

Sabe-se que o RAGE promove o entrecruzamento de fibras de colagénio e
vitronectina (Chavakis et al, 2004), a migracao e proliferacao de células de musculo liso
e o aumento da sintese de tecido conjuntivo (Falcone et al, 2005). Embora esta reparacao
fibrotica seja essencial na manutencao da integridade vascular, ja que € um mecanismo
de reparacdo da parede nas fases precoces da aterosclerose, (ou na restenose apos
agressao endotelial) ele potencia significativaente o crescimento das placas de ateroma.
Assim, a reducdo da expressdo do RAGE podera produzir uma diminuicdo dos efeitos
vasculares adversos desta proteina, (Zhou et al, 2005) uma vez que podera conduzir a
uma organizacao fibrética menos extensa, a menor formacao de neointima apos agressao
vascular e, assim, a lesoes estendticas menos desenvolvidas (Falcone et al, 2005).

Demonstrou-se que o alelo A impede a ligacdo de uma série de factores de
transcricao, reprimindo a transcricdo do RAGE (Knuppel et al, 1994 in Hudson et al,
2004). Assim, os efeitos protectores putativos deste alelo poderdao dever-se a uma menor

expressao da proteina.

De facto, varios trabalhos sugerem um papel protector da variante A em relacao
ao desenvolvimento de ateromatose severa. Em individuos com Cardiopatia Isquémica,
foi encontrada uma associacao entre o genotipo AA e uma menor severidade de
aterosclerose coronaria e um numero menor de vasos afectados por aterosclerose
(Falcone et al, 2005). Da mesma forma, a homozigotia para o alelo A foi associada a
proteccdo contra o risco de ocorréncia de Enfarte Agudo do Miocardio (Zee et al, 2006) e
episodios coronarios em geral em individuos com doenca coronaria (Falcone et al., 2008).
De acordos com estes dados, no presente trabalho, 62,5% dos individuos homozigoticos
AA foram controlos, versus 37,5% de casos AA. Contudo, esta diferenca nao foi

significativa.

No presente trabalho, ndo foi encontrada uma diferenca estatisticamente
significativa nas frequéncias alélicas dos casos e dos controlos analisados no que diz

respeito ao polimorfismo T-374A do gene que codifica o RAGE. Assim, nao se

55



demonstrou uma associacao entre este polimorfismo e o risco de Enfarte Agudo do

Miocardio.
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6.5. Polimorfismo T1128C do gene que codifica o NPY

A maior frequéncia do alelo C (6.0%) jamais encontrada num estudo foi-o numa
amostra da populacao Finlandesa (Niskanen et al, 2000). Na Suécia, foram encontradas
frequéncias de 3,9 a 4,6% para o alelo C, em duas investigacoes diferentes (Zhou et al,
2001 in Ding et al., 2003). Numa amostra da populacdo do Sul de Espanha, a frequéncia
alélica de C encontrada foi de 0,1% (Portolés et al.,, 2003). Este polimorfismo genético
parece sofrer um gradiente de Norte para Sul, parecendo estar pouco representado nas

baixas latitudes. Na amostra do presente estudo, a variante nao foi identificada.

O polimorfismo T1128C no gene do NPY parece ser um dos polimorfismos que
mais fortemente afectam o colesterol sérico. O alelo C parece determinar uma sobre-
expressao do gene do NPY (Mitchell et al, 2008), estando associado a niveis plasmaticos
elevados do neuropeptideo (Kallio et al, 2001). Este alelo foi associado a concentracoes
séricas mais elevadas de colesterol total e LDL (Karvonen et al, 1998; Niskanen et al.,
2000) e parece ainda exacerbar a accdo proliferativa do NPY, aumentando o grau de
espessamento da intima-média. Este aumento eleva o risco de episodios
cardiovasculares agudos, mesmo antes de manifestacoes clinicas de doenca

cardiovascular (O’Leary et al., 1999 in Niskanen et al., 2000).

O polimorfismo T1128C foi associado a Enfarte Agudo do Miocardio em doentes
hipertensos (Wallerstedt et al., 2004), a progressao acelerada de aterosclerose, a
hipertensao e a niveis elevados de colesterol total e LDL, no Norte da Europa (Karvonen

et al., 2001; Erkkila et al., 2002).

Na amostra estudada no presente trabalho, nao se identificou a variante C.
Assim, nao foi encontrada uma diferenca estatisticamente significativa entre os
genotipos dos casos e os controlos analisados no que diz respeito ao polimorfismo
T1128C do gene que codifica o NPY, ndo se demonstrando, portanto, qualquer

associacao com o risco de Enfarte Agudo do Miocardio.
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6.6. Efeitos combinados dos polimorfismos no EAM

No presente trabalho, encontrou-se uma associacdo estatisticamente significativa
entre a presenca simultanea do alelo C do polimorfismo T8473C da COX-2 e do alelo T
do polimorfismo T-374A do RAGE e o risco de ocorréncia de EAM. A homozigotia
simultanea CC para o polimorfismo T8473C e TT para o polimorfismo T-374A esteve
também significativamente associado a risco de ocorréncia de EAM. A presenca
individual de cada um destes dois alelos foi associada a um risco acrescido de ocorréncia
de EAM noutros trabalhos, como referido anteriormente.

Nao se encontrou uma diferenca estatisticamente significativa entre os casos e os
controlos relativamente as restantes combinacdes de pares de alelos. Contudo, de
forma geral, os individuos portadores de qualquer combinacdo dos alelos de risco
pertenciam maioritaria ou mesmo integralmente ao grupo dos casos. A Unica excepcao
foi o facto de os alelos de risco da eNOS e do RAGE estarem presentes simultaneamente
em 2 casos e em 3 controlos, o que nao vai de encontro aos resultados esperados.

Especificamente, observou-se que:

- O Ginico portador simultaneamente do alelo de risco da COX-2 e do alelo de risco
da eNOS era um caso.

- Dos 5 individuos simultaneamente portadores do alelo de risco da COX-2 e do
alelo de risco do VEGF, quatro eram casos € um era um controlo.

- Os 4 individuos simultaneamente portadores do alelo de risco da COX-2 e do

alelo de risco do RAGE pertenciam ao grupo dos casos.

- Dos 7 individuos simultaneamente portadores do alelo de risco da eNOS e do
alelo de risco do VEGF, 5 pertenciam ao grupo dos casos e os restantes 2 ao dos

controlos.
- Dos 5 individuos simultaneamente portadores do alelo de risco da eNOS e do

alelo de risco do RAGE, apenas 2 pertenciam ao grupo dos casos, sendo os restantes do
grupo dos controlos.

- Dos 71 individuos portadores simultaneamente do alelo de risco do VEGF e do
alelo de risco do RAGE, 37 eram casos e 34 eram controlos.

Estas observacoes estao, em geral, de acordo com os resultados esperados, que
seriam a obtencao de maiores frequéncias de casos com combinacoes de pares de alelos
de risco, relativamente a controlos com a mesma combinacao de alelos. Contudo, esta
diferenca s6 foi significativa no caso ja referido. As observacoes relativamente aos

genotipos tiveram resultados sobreponiveis.
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A analise da presenca simultanea dos dois alelos supostamente potenciadores da
ocorréncia de EAM - nos casos - e dos dois alelos putativamente protectores - nos
controlos - demonstrou que:

- 80% dos casos portadores do alelo de risco do polimorfismo T8473C da COX-2
sdo simultaneamente portadores o alelo T de risco do polimorfismo G894T da eNOS.
87,2% dos controlos com o alelo protector do polimorfismo T8473C da COX-2 sao
simultaneamente portadores do alelo protector do polimorfismo G894T da eNOS.

- 100% dos casos portadores do de risco do polimorfismo T8473C da COX-2 sao
portadores do alelo de risco do polimorfismo C936T do VEGF. Quanto aos controlos,
23% dos individuos portadores do alelo protector do polimorfismo T8473C da COX-2 sédo
portadores do alelo protector do polimorfismo C936T do VEGF.

- 80% dos casos portadores do alelo de risco do polimorfismo T8473C da COX-2
sdo portadores do alelo de risco do polimorfismo T-374A do RAGE. Quanto aos
controlos, 48,7% dos individuos portadores do alelo protector do polimorfismo T8473C
da COX-2 sao portadores do alelo protector do polimorfismo T-374A do RAGE.

- 100% dos casos portadores do alelo de risco do polimorfismo G894T da eNOS
sdo simultaneamente portadores do alelo de risco do polimorfismo C936T do VEGF.
Entre os controlos, 20% dos portadores do alelo protector do polimorfismo G894T da
eNOS sao portadores do alelo protector do polimorfismo C936T do VEGF.

- 85,7% dos casos portadores do alelo de risco do polimorfismo G894T da eNOS
sdo portadores do alelo de risco do polimorfismo T-374A do RAGE. Entre os controlos,
60% dos portadores do alelo protector do polimorfismo G894T da eNOS sao portadores
do alelo protector do RAGE.

- 92,3% dos casos portadores do alelo de risco do polimorfismo C936T do VEGF
sdo portadores do alelo de risco do polimorfismo T-374A do RAGE. Entre os controlos,
66% dos portadores do alelo protector do polimorfismo C936T do VEGF sao portadores
do alelo A do polimorfismo T-374A do RAGE. Ambos os alelos foram associados a um
efeito protector da etiopatogenia do EAM.

Ou seja: os alelos supostamente potenciadores da etiopatogenia do EAM surgem
frequentemente associados dois a dois nos casos, o que poderia sugerir um efeito
sinérgico da presenca de mais do que um alelo de risco simultaneamente nos casos,
embora esta associacdo nao seja estatisticamente significativa. Os alelos putativamente
protectores surgem menos frequentemente associados nos controlos, o que poderia
sugerir que o seu efeito sinérgico nos controlos nao sera tdo forte como o dos alelos de

risco nos casos.
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Nao foi levado a cabo o estudo do efeito combinado dos varios polimorfismos com o

T1128C do NPY, uma vez que a variante nao foi encontrada na amostra em estudo



7. Limitacoes do Estudo:

Dadas as dimensoées reduzidas da amostra em estudo, constituida por 80 individuos
(40 casos e 40 controlos), os resultados obtidos nao possuem poder estatistico. Os falsos
negativos sdo um problema neste tipo de amostra, uma vez que o aumento ou
diminuicao da susceptibilidade a uma dada patologia devidos a um polimorfismo podem
ser subestimados em amostras de pequenas dimensbdes. Considera-se que a amostra
devera ser constituida pelo menos por 1000 individuos para que os resultados obtidos
sejam estatisticamente relevantes.

As frequéncias alélicas na amostra em estudo ndo estiveram em equilibrio de Hardy-
Weinberg, o que acontece frequentemente em amostras destas dimensoes e que constitui
uma fonte de enviesamento dos resultados.

Uma vez que nao estiveram disponiveis dados clinicos ou laboratoriais acerca dos
individuos que constituiram esta amostra, é possivel que algum dos casos de EAM tenha
sido causado por factores etiologicos independentes da aterosclerotico que, embora
raros, existem e incluem: endocardite bacteriana, doenca dos pequenos vasos, arterite
coronaria e hipotensdo. Da mesma forma, e possivel que, entre os individuos que
constituiram os controlos (vitimas de morte violenta), se pudesse encontrar algum
susceptivel a sofrer EAM de etiologia aterosclerética no futuro.

E importante notar que a associacdo estatistica entre genes candidatos na etiologia
do EAM e a ocorréncia deste episodio, ndo seria prova irrefutavel de causalidade, uma
vez que um polimorfismo associado a uma patologia podera ndo ser a variante causal,
mas estar em forte desequilibrio de linkage com esta. Nao foram, no presente trabalho,
feitas analises de linkage.

Os estudos genéticos epidemiolégicos do tipo do presente trabalho tem varias outras
limitacoes especificas, determinadas pela heterogeneidade genética, heterogeneidade
fenotipica, imprecisao genética e existéncia de fenocopias.

E ja possivel usar uma analise de marcadores genéticos seleccionados ao acaso, que
cubram todo o genoma, no sentido de minimizar os erros da abordagem aqui utilizada. A
catalogacao de cerca de 10 milhdes de SNPs, bem como progressos na genotipagem,
incluindo microarrays, tornam esta analise possivel. Espera-se conhecer a sequéncia de
todo o genoma humano, bem como um mapa de variantes genéticas comuns (SNPs),
dentro de poucos anos. Este conhecimento podera ser aplicado ao estudo de varias
doencas, nomeadamente as cardiovasculares (principal causa de morte a nivel global)

para as quais a genOmica possa dar resposta, com recurso as areas afins da
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bioinformatica, gendémica funcional e proteomica. Com o ritmo dos avancos na
compreensao da base molecular da aterotrombose e no cuidado de pacientes, a inclusao
da analise genética sera cada vez mais um instrumento para melhorar a previsdao e a

estratificacdo de risco individual e orientar a terapéutica.
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8. Conclusao

No presente trabalho, realizou-se um estudo de associacado numa amostra de 80
individuos, 40 dos quais com necrose do miocardio histologicamente confirmada, e
outros 40 individuos controlo, sem focos de necrose miocardica confirmada
histologicamente.

Nao se observou uma associacdo estatisticamente significativa entre os
polimorfismos T8473C do gene que codifica a COX-2, G894T do gene que codifica a
eNOS, C936T do gene que codifica o VEGF, T-374A do gene que codifica o RAGE e
T1128C do gene que codifica o NPY, quando analisados isoladamente, euma maior

susceptibilidade a ocorréncia de Enfarte Agudo do Miocardio.

E de referir que os erros estatisticos de tipo II (falsos negativos) sdo um problema
quando se recorre a amostras de pequeno tamanho, como a do presente trabalho. O
risco ou beneficio acrescido associados a um polimorfismo pode ser insignificante e,
assim, apenas detectavel com estudos extensivos, com pelo menos 1000 pares caso-
controlo, segundo alguns autores. A interpretacdo dos dados obtidos no presente

trabalho deve ter este aspecto em consideracao.

No presente trabalho, encontrou-se uma associacdo estatisticamente significativa
entre a presenca simultanea do alelo C do polimorfismo T8473C da COX-2 e do alelo T
do polimorfismo T-374A do RAGE e o risco de ocorréncia de EAM. A homozigotia
simultanea CC para o polimorfismo T8473C e TT para o polimorfismo T-374A esteve
também significativamente associado a risco de ocorréncia de EAM. A presenca
individual de cada um destes dois alelos ja tinha sido associada a um risco acrescido de

ocorréncia de EAM noutros trabalhos.
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