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RESUMO

Introdugao: A doencga arterial coronariana (DAC) aterosclerotica é a principal causa
de morte em todo o mundo e vem ocorrendo na ultima década em faixas etarias cada
vez mais jovens. Muitos destes individuos ndo possuem os fatores de risco
classicamente conhecidos a partir do Estudo de Framingham para o desenvolvimento
da doenga. Sendo a DAC uma doenga complexa, de etiologia multifatorial, entende-
se que na sua evolugcdo ha uma interacdo pouco conhecida de fatores ambientais
atuando em um individuo com caracteristicas genéticas predisponentes a ocorréncia
precoce da doenca. Como a anormalidade mais observada nesta populacdo sao os
baixos niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL-col), decidiu-se pelo estudo dos
seus moduladores genéticos, especificamente a Paraoxonase humana 1. Essa
enzima foi escolhida por estar presente em grande quantidade nas particulas de HDL-
col e a quem sao atribuidas as propriedades antiaterogénicas com consequente
impacto na redugéo do risco cardiovascular. Objetivos: avaliar as associagées dos
polimorfismos dos genes da Paraoxonase1 (PON1) C108T e L55M com os fatores de
risco classicos para doenca coronariana aterosclerética prematura. Metodologia:
estudo transversal, caso-controle, realizado de janeiro de 2016 a janeiro de 2019.
Foram avaliados 113 individuos, sendo 81 casos com diagndstico de DAC e 32
controles sadios, homens com idade menor que 45 anos e mulheres com idade menor
que 55 anos. Resultados: as variaveis bioquimicas mais frequentes nos casos foram
a dislipidemia, caracterizada por niveis elevados de colesterol total, LDL-col e HDL-
col, assim como da glicemia em jejum e a hemoglobina glicada. Quanto as
caracteristicas clinicas observou-se de modo significativo niveis elevados de CA e do
IMC. Na avaliagao genotipica, os portadores do alelo T do gene C108T apresentaram
associagao significativa com dislipidemia (p < 0,042) e os portadores do alelo M do
gene L55M apresentaram significativamente maiores valores de IMC (p< 0,011). O
desequilibrio de ligagdo dos haplétipos C108T e L55M esteve associado de modo
significante ao risco de doenga coronariana (p<0,013). O gendtipo MM esteve
associado significativamente ao acometimento do territério coronariano da artéria
circunflexa (Cx) (p< 0,038). O genotipo TT esteve associado a niveis mais elevados
de TSH nos casos de DAC (p < 0,021). Nao foram encontradas associagoes
significativas entre os genétipos e os demais fatores de risco para DAC em casos e

controles. Conclusdo: A presenca dos polimorfismos da PON1 C108T e L55M,



isoladamente, ndo produz aumento significativo na ocorréncia de doenga coronariana
aterosclerética em jovens, contudo a elevagdo dos niveis do colesterol total e os
baixos niveis de HDL produzem um risco maior que 3 (p <0,033) e 9 vezes (p <0,021)
respectivamente na chance de ocorrer DAC prematura, estando a prevaléncia destes

fatores de risco sob possivel modulagao genética.

Palavras-chave: Aterosclerose. Polimorfismos genéticos. Coronariopatia.



ABSTRACT

PRESENCE OF GENETIC POLYMORPHISMS OF HUMAN PARAOXONASE-1
AND METABOLIC ALTERATIONS IN YOUNG PEOPLE WITH ATHEROSCLEROTIC
CORONARY DISEASE

Introduction: Atherosclerotic coronary artery disease (CAD) is the leading cause of
death worldwide and has been occurring in the last decade in increasingly younger
age groups. Many of these individuals do not have the risk factors classically known
from the Framingham Study for the development of the disease. Since CAD is a
complex disease, with a multifactorial etiology, it is understood that in its evolution there
is a little-known interaction of environmental factors acting on an individual with genetic
characteristics predisposing to the early occurrence of the disease. As the most
common abnormality observed in this population is the low levels of high density
lipoprotein (HDL-col), it was decided to study its genetic modulators, specifically
human Paraoxonase 1. This enzyme was chosen because it is present in large
quantities in the particles of HDL-col and to whom the anti-atherogenic properties are
attributed with a consequent impact on the reduction of cardiovascular risk.
Objectives: to evaluate the associations of the polymorphisms of the Paraoxonase1
(PON1) genes C108T and L55M with the classic risk factors for premature
atherosclerotic coronary disease. Methodology: cross-sectional, case-control study,
carried out from January 2016 to January 2019. 113 individuals were evaluated, of
which 81 were diagnosed with CAD and 32 were healthy, men under 45 years old and
women under 55 years. Results: the most frequent biochemical variables in the cases
were dyslipidemia, characterized by high levels of total cholesterol, LDL-col and HDL-
col, as well as fasting blood glucose and glycated hemoglobin. Regarding the clinical
characteristics, high levels of AC and BMI were significantly observed. In the genotypic
evaluation, those with the T allele of the C108T gene had a significant association with
dyslipidemia (p <0.042) and those with the M allele of the L55M gene had significantly
higher BMI values (p <0.011). The linkage imbalance of the C108T and L55M
haplotypes was significantly associated with the risk of coronary disease (p <0.013).
The MM genotype was significantly associated with the involvement of the coronary

territory of the circumflex artery (Cx) (p <0.038). The TT genotype was associated with



higher levels of TSH in CAD cases (p <0.021). No significant associations were found
between genotypes and other risk factors for CAD in cases and controls. Conclusion:
The presence of PON 1 polymorphisms C108T and L55M, alone, does not produce a
significant increase in the occurrence of atherosclerotic coronary disease in young
people, however the elevation of total cholesterol levels and low HDL levels produce a
risk greater than 3 (p <0.033) and 9 times (p <0.021) respectively in the chance of
premature CAD, with the prevalence of these risk factors under possible genetic

modulation.

Keywords: Atherosclerosis. Coronary disease. Genetic polymorphisms.
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1 INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia da doenga cardiovascular no Brasil e no Mundo

A doenca isquémica coronariana constitui um importante problema de
saude publica, sendo a primeira causa de morbimortalidade no mundo ocidental desde
a primeira metade do século XX (HERRINGTON, 2016). Segundo dados da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2002, ocorreram 16,7 milhdes de obitos,
dos quais 7,2 milhdes foram por doencga arterial coronariana (DAC). Estima-se que
esse numero se eleve para 40 milhdes em 2020.

A doenga arterial coronariana (DAC) compreende um espectro de
condicdes clinicas sintomaticas e assintomaticas tipicamente relacionadas a redugao
do fluxo sanguineo para o musculo cardiaco. A causa mais comum é a doencga
aterosclerdtica das artérias coronarias, uma condicdo cronica de apresentagcao
variavel, que progride desde uma longa fase assintomatica até angina estavel (AE),
infarto do miocardio (IM) e angina instavel (Al). A DAC é uma causa comum de
insuficiéncia cardiaca, com fracdo de ejecao ventricular esquerda reduzida ou
preservada, arritmias ventriculares e parada cardiaca subita. A DAC foi também a
principal causa de morte no Brasil na ultima década, para homens e mulheres. Devido
ao seu amplo espectro de apresentagao clinica, suas prevaléncias, incidéncia e
mortalidade relatadas variam muito, dependendo da populagdo e do contexto da
atencao a saude estudadas (OLIVEIRA et al., 2020). No Brasil, segundo dados do
Ministério da Saude, em 2018, a doenga cardiovascular foi responsavel por mais de
250.000 mortes, correspondendo a 32% de todas as causas de 6bito em nosso pais;
estando em primeiro lugar a doenga isquémica do miocardio. De acordo com dados
do Global Burden Disease (GBD) 2017, homens apresentaram maior prevaléncia em
comparacado a mulheres, 2,33% e 1,19%, respectivamente. Para adultos de 15-49
anos, a prevaléncia estimada de DAC foi 0,53%; para aqueles de 50-69 anos, 4,34%;
e para aqueles >70 anos, 10,99%. A prevaléncia geral padronizada por idade de DAC
foi 1,63% (1.564 por 100 mil habitantes), sendo 2,35% (2.229 por 100 mil habitantes)
para homens e 1,05% (1.008 por 100 mil habitantes) para mulheres. Isso significa que
pelo menos 3,3 milhdes de pessoas viviam com DAC nas unidades federativas
brasileiras em 2017. Em um estudo ecolégico nacional incluindo individuos com 35-
64 anos, de 1999 a 2001, a taxa de morte relacionada a DAC foi 84 + 30 por 100 mil
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habitantes. Nesse estudo, a incidéncia de eventos relacionou-se diretamente a taxa

de pobreza e ao menor nivel educacional.

1.2 Definigao e fisiopatologia da Aterosclerose

Aterosclerose (AS) € uma doencga das artérias elasticas, de grande e médio
calibre e das artérias musculares, caracterizada sob o ponto de Vvista
anatomopatolégico por lesbes com aspecto de placas de ateromas. AS € uma doencga
sisttmica, porém o acometimento €& predominantemente focal e afeta
preferencialmente as margens externas das bifurcacbes e ramificagées arteriais,
locais onde € maior a turbuléncia do fluxo sanguineo e das forgas de tensdo. A leséo
aterosclerdtica é frequentemente encontrada nas artérias decorrente, inicialmente,
de dois processos basicos: acumulo de colesterol e a proliferacdo de células
musculares lisas na tunica intima, desenvolvendo-se, portanto, sob um substrato
formado dessas células, leucocitos derivados do sangue, e de uma quantidade
variavel de tecido conectivo, formando uma placa fibrosa que se projeta para dentro
do lumen, modificando a tunica média e levando a uma série de complicacbes
circulatérias (GOTTLIEB; BONARDI; MORIGUCHI, 2005). As manifestagdes clinicas
dessa doenca sdo as mais variadas, devido aos diferentes territérios vasculares os
quais ela pode acometer, como regiao cerebral, coronaria e artérias da regido
periférica. As maiores consequéncias trazidas pela doencga sdo: infarto do miocardio,
infarto cerebral, aneurisma adrtico e gangrena dos membros inferiores (CAMACHO;
MELICIO; SOARES, 2007). Apesar da aterosclerose coronariana comecar
precocemente na vida, a ocorréncia de IAM em adultos abaixo de 35 anos é
excepcional. No passado, varios mecanismos foram estudados, tais como ruptura de
placa vulneravel ou erosdo de uma camada endotelial, estados de
hipercoagulabilidade, espasmo coronariano e inflamagao, permanecendo, porém, a
aterosclerose como causa principal.

A doencga aterosclerdtica € a principal representante dos processos
patolégicos cardiovasculares ligados ao envelhecimento, uma vez que se manifesta
em individuos adultos, cuja incidéncia aumenta exponencialmente a partir dos 45 anos
de idade. No entanto, alguns estudos detectaram a prevaléncia de placas
ateroscleroticas superior a 40% nas autdpsias de adultos jovens, sugerindo que o

processo aterosclerético ocorra precocemente. Além disso, Palinski; Napoli (2002),
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postulam que a aterosclerose pode iniciar na fase fetal, intrauterina (podendo ser
potencializada por hipercolesterolemia materna), progredir lentamente na
adolescéncia e apresentar manifestagdes clinicas na idade adulta.

Berenson e cols (1992), no The Bogalusa Heart Study, observaram que
estrias gordurosas, precursoras das placas ateroscleréticas, aparecem na camada
intima da aorta aos trés anos de idade e nas coronarias durante a adolescéncia.
Neste estudo as lesdes foram mais prevalentes no sexo masculino, tanto em aortas
como em coronarias, e foram associadas com variaveis lipidicas, hipertensao arterial
e IMC. A aterosclerose passou entdo, gradualmente, de um modelo de doenga
cronico-degenerativa e, exclusivamente de pacientes de idade avangada, para um
modelo de doencga inflamatoria cronica subclinica, presente ja na infancia (SANTOS
et al., 2008). Em idades jovens, os fatores de risco mais investigados até o momento
sdo: LDL-c elevado, HDL-c baixo, hipertensédo arterial (HA), obesidade, diabetes
Mellitus, intolerancia a glicose, tabagismo, inatividade fisica, historia familiar para
alguns desses fatores e/ou para eventos cardiovasculares em idades mais jovens
(BRANDAO et al., 2004). O diagndstico precoce tem papel fundamental na resposta
positiva da doenca ao tratamento, que vai desde a adocdo de habitos de vida
saudaveis (alimentacdo balanceada, com reducao da ingestdo de sal e gordura, e
pratica de exercicios fisicos regularmente) até métodos invasivos como a intervengao
coronaria percutanea (ICP) ou a revascularizagdo miocardica cirurgica (RM). Quando
ha diagndstico de doengas cardiovasculares na familia, & necessario um
acompanhamento minucioso desde a adolescéncia, do contrario, € aconselhado fazer
avaliagdes periddicas a partir dos 35 anos (SCHOENHAGEN; TUZCU, 2008).

As razdes para esta rapida progresséo da aterosclerose permanecem sob
investigacdo. E uma doenca complexa, de etiologia multifatorial e progressiva,
resultante de uma série de respostas celulares e moleculares altamente especificas.

A resposta inflamatdria na aterogénese é mediada através de mudancgas
funcionais em células endoteliais, linfocitos T macrofagos derivados de mondcitos e
células do musculo liso. A ativagdo destas células desencandeia a elaboracédo e
interacdo de um extenso espectro de citocinas, moléculas de adesao, fatores de
crescimento, acumulo de lipides e proliferacdo de células do musculo liso.
Adicionalmente, a resposta inflamatéria pode ser induzida pelo estresse oxidativo,
principalmente a oxidagdo da LDL-col. Muitos individuos, porém, desenvolvem a

doenca coronariana aterosclerdtica na auséncia de anormalidades no perfil de
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lipoproteinas. Por isso, a viabilidade de efetivar terapias para a preveng¢ao de doencas
cardiovasculares e seus desfechos negativos e traduz-se em necessidade imperativa
de identificar individuos de baixo, médio e alto risco, dentro de uma determinada
populagdo para a aplicacdo de intervencdes eficazes, antes da manifestacdo dos
problemas. Esta nova ideia a respeito do entendimento da patogénese da
aterosclerose levanta questionamentos e abre oportunidades na prevencao e terapia

desta doenca.

1.3 Aterosclerose prematura

Antes da segunda Guerra Mundial, a doenca arterial coronariana em
homens abaixo de 30 anos de idade era considerada rara, e em homens entre 30 e
40 anos de idade, era incomum. Entretanto, o IAM tem sido reconhecido mais
frequentemente em grupos etarios mais jovens nos ultimos anos, principalmente na
Ameérica Latina, com quase dez anos de antecipa¢do nas manifestacdes clinicas da
doencga (PAGAN, 2017). A maioria das diretrizes define infarto agudo do miocardio
(IAM) precoce como evento que acomete homens com menos de 55 anos e mulheres
com menos de 65 anos (LANAS, 2007). A DAC é responsavel por um tergo das mortes
em individuos com idade maior que 35 anos e em jovens contribui com a ocorréncia
de 2 a 6% dos eventos coronarianos (AGGARWAL; SRIVASTAVA; VELMURUGAN,
2016). O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) mostrou dados de
prevaléncia de DAC no ano de 2010 de 1,2% no grupo etario de 18 a 44 anos, 7,1%
no grupo de 45 a 64 anos e de 19,8% naqueles com mais de 65 anos sendo a
aterosclerose das artérias coronarias a principal etiologia.

A média de idade do inicio da DAC em sul asiaticos parece ser de 53 anos
gquando comparados aos europeus que € de 63 anos. Sul-asiaticos, especialmente
indianos, tem maior risco de desenvolver DAC precocemente, em torno de 5 a 10%,
quando comparados a outros grupos étnicos, nestes a idade de acometimento
precoce € evento pouco frequente, acometendo em média entre 1 a 2% da populagao.

1.4 Fatores de risco para DAC

Os fatores de risco tradicionais ndo explicam completamente a

vulnerabilidade para a ocorréncia de aterosclerose precoce. A presenca de fatores de
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risco para DAC nos jovens, como niveis elevados de LDL-col e Lipoproteina A, habitos
dietéticos nocivos, sedentarismo e estilo de vida estressante, comuns com a rapida
modernizagdo, sdo frequentemente relatados na populagdo urbana mais jovem,
porém a presenca dos fatores de risco classicos para DAC parece ser menor que em
faixas etarias mais avangadas, sendo a obesidade e o tabagismo os fatores com maior
impacto na ocorréncia e severidade da doenca. Entretanto, a prevaléncia de DM e
HAS parecem ser mais altas em pacientes jovens com DAC quando comparados a
individuos sadios na mesma faixa etaria. A prevaléncia de hipertensao é de 25% em
jovens com DAC e de 13% naqueles sem manifestacao da doenga. Similarmente, a
incidéncia de DM e pré-diabetes é de 14,3% e 7,6% naqueles com DAC precoce
quando comparado a somente 5,4% e 4,3% em pacientes sem a doenga (KANG et
al., 2012). Naquelas pessoas com idade inferior a 50 anos, além dos fatores de risco
classicos como hipertenséao arterial sistémica (HAS), tabagismo e dislipidemia, alguns
estudos tém demonstrado a participagado de outros fatores como glicemia em jejum
alterada, dosagem elevada de lipoproteina A e hiper-homocisteinemia na ocorréncia
precoce e na progressao acelerada da aterosclerose (EMOTO et al., 2016). Infec¢des
cronicas bacterianas como por H. pylori; virais como na infecgdo por virus da
Hepatite C e alteragées da microbiota intestinal sdo alguns exemplos de situagdes
clinicas em que a inflamacdo vascular promove a aceleracdo do processo
aterosclerotico sendo considerados fatores de risco emergentes de aterosclerose
(HOFFMEISTER et al., 2001).

Acrescenta-se ainda a ocorréncia cada vez mais frequente de sindrome
metabdlica, que tem como substrato a resisténcia insulinica, a qual tem sido proposta
para explicar as anormalidades lipidicas e inflamatdrias que levam a predisposicao
dos individuos acometidos por doencga arterial coronariana prematura.

Enquanto as caracteristicas e o curso clinico das sindromes coronarianas
agudas (SCA) em faixas etarias acima de 55 anos séo intensamente abordados em
diferentes consensos da pratica clinica, a DAC que ocorre nos pacientes jovens é
raramente estudada. Isto pode decorrer da baixa incidéncia da doenga clinica em
pessoas mais jovens (ZIMMERMAN et al.,, 1995). Além disso, a variagdo nesta
incidéncia depende da populagao avaliada, dos pontos de corte de idade para cada
estudo e das particularidades étnicas e sociais.

Os pacientes com DAC precoce apresentam maior potencial de anos de

vida perdidos e a sua sobrevivéncia apds o primeiro evento determinara custos no



23

ambito dos recursos de saude e social. Ao adoecerem durante seus anos de maior
produtividade, os individuos jovens sofrem consequéncias psicossociais e
econdmicas ainda mais graves (LESSA, 2002). Além disso, é importante salientar que
embora as taxas de mortalidade por DAC estejam em declinio geral no mundo, elas
apresentam uma menor queda nos individuos jovens, talvez decorrentes no retardo
do reconhecimento por parte dos profissionais da saude da sindrome coronariana
aguda em faixa etaria n&o usual.

Pacientes muito jovens com |AM admitidos com dor toracica sao
provavelmente atribuidos a outros diagndsticos e procuram atendimento médico mais
tardiamente. Em adicao, os profissionais da saude também consideram a dor toracica
como menos provavel de origem cardiaca, resultando em falta, retardo ou tratamento

inadequado.

1.5 Importancia do LDL-col na formagao da placa de ateroma

Lesbes ateroscleroticas contém acumulo de macrofagos carregados com
ésteres de colesterol, conhecidas como “foam cells” ou células espumosas. Em 1979,
Goldstein et al. encontraram que a taxa de acumulo das células espumosas foi
significativamente aumentada pela captagéo de LDL acetilado, mais que pelo LDL néo
acetilado através dos receptores scavengers. Henriksen; Mahoney; Steinberg (1981)
mais tarde demonstraram que células endoteliais incubadas em uma solugao de iodo
podem oxidar as particulas de LDL-col, as quais foram capazes de interagir com
receptores scavengers levando a formacgao de células espumosas. O LDL oxidado foi
encontrado em lesdes aterosclerdticas in vivo e foi demonstrado que estas particulas
promovem a producao endotelial de uma proteina quimioatrativa de mondcitos e de
fator estimulante de colénia de mondécitos atuando desta forma como uma particula
pré- inflamatdria. A formagao de LDL-col oxidada in vivo provavelmente depende da

atividade da lipoxigenase, mieloperoxidase e via da NADPH oxidase.
1.6 Importancia do HDL-col como agente antioxidante e anti-inflamatério
Niveis plasmaticos de colesterol de alta densidade (HDL-c) estao

inversamente relacionados com o risco de doencga cardiovascular aterosclerética. De

fato, entre pacientes com DCV prematura, baixos niveis de HDL é a anormalidade
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lipidica mais comum. Nas Uultimas trés décadas, extensas evidéncias tém sido
publicadas as quais estabelecem claramente que niveis elevados de LDL colesterol
sao fatores de risco para doenca arterial coronariana e outras doengas vasculares.
Infelizmente, muitos individuos com LDL-col normal ou baixo permanecem ainda
com um risco residual significativo para ocorréncia de eventos cardiovasculares
adversos apesar do tratamento com estatinas. Foi proposto que parte desse risco
residual possa ser explicado pelos baixos niveis de HDL-colesterol. O Framingham
Heart Study originalmente identificou a correlacdo entre baixo HDL e risco
cardiovascular, e o Helsinki Heart Study levantou a hipétese de que medicagdes que
elevariam os niveis de HDL-col poderiam ser efetivas na preveng¢ao primaria da
doenga cardiovascular. Entretanto, varios trials usando varias estratégias para
aumentar os niveis de HDL-col, falharam em mostrar a reducdo esperada nos
eventos cardiovasculares. Por causa desses achados conflitantes, o HDL persiste
como um alvo potencial para modificar o risco cardiovascular. Muitas pesquisas
mostraram o papel do HDL na aterosclerose modificando muitos aspectos
envolvidos na patogénese da placa. Ja esta bem estabelecido o envolvimento do
HDL no transporte reverso do colesterol sendo agora amplificado o olhar para outras
funcdes do HDL na oxidacao, inflamacgao, adesao celular e vasodilatacao.

A mais importante fungao relatada do HDL é o seu papel no transporte
reverso do colesterol. O transporte reverso do colesterol envolve o transporte do
colesterol das células do tecido periférico de volta ao figado para reprocessamento
dentro de novas particulas ou para excregao através da bile. Deste modo, o HDL ajuda
a remover o colesterol dos macrofagos espumosos presentes nas placas
ateroscleroticas.

Na via classica do transporte reverso do colesterol a APO A-l, pobre em
lipides € primeiramente sintetizada no figado e intestino e circula como parte do HDL,
como forma monomolecular. Esta forma aceita colesterol e fosfolipides de células em
um processo mediado por uma proteina transportadora ligada ao ATP (ABCA1) a qual
€ up regulada em células ricas em colesterol via ativagdo do receptor hepatico X
(LXR). Durante sua interagcdo com a ABCA1, duas ou trés moléculas de APO A-l,
associados com o colesterol ndo esterificado e fosfolipides, combinam para formar
uma particula de HDL de forma discoidal ou pré-R-HDL. Estas particulas de HDL
discoidal interagem com a enzima lecitina colesterol acyltransferase (LCAT), a qual

esterifica o colesterol livre com as lipoproteinas para formar uma particula de HDL
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esférica, madura, que apresenta alfa-migragao através da carga eletroforética. Este
HDL “maduro”, uma vez criado, pode promover também diretamente o efluxo de
colesterol dos macrofagos via transportador ABCA1. A interagdo do HDL com ABCA-
1 também reverte a inibicdo da oxidonitrico-sintetase endotelial promovendo
vasodilatagao pela liberagcao de 6xidonitrico originado pelo aumento da atividade da
oxidonitrico sintetase. Em seguida, através da acao facilitadora da CETP (Cholesteryl
Ester Transfer Protein), ésteres de colesterol associados com HDL s&o transferidos a
LDL e em outras particulas contendo APOB, em troca por trigliceridios. In vitro, estas
mudancas levam ao remodelamento do HDL em pequenas particulas. Os ésteres de
colesterol associados a particulas contendo APO-B sdo depois transportadas aos
receptores de LDL no figado, via particulas de LDL, representando a maior via de
remocao do colesterol pelo transporte reverso do colesterol.

Em 1991, Navab et al. mostrou que a adicdo do HDL a culturas de LDL com
células endoteliais da aorta, resultavam em uma diminui¢do da transmigracédo de
mondcitos no espago subendotelial. Este processo pode ser explicado pela
capacidade do HDL em diminuir a adesao de moléculas tipo 1 em células vasculares
diminuindo assim a adesao de mondcitos. Foi vastamente demonstrado que o HDL e
a APO A1 podem prevenir a formacgao de LDL oxidada em células endoteliais e estas
particulas pequenas e densas de HDL-col sdo significativamente mais eficientes na
prevencao da oxidagado do LDL quando comparadas com as particulas maiores de
HDL. Foi entdo hipotetizado que o HDL remove hidroperoxidos do LDL e carreia essas
“‘moléculas ligadoras” oxidadas para a depuragao hepatica. No HDL também foi
encontrado muitas enzimas, as quais reduzem a oxidagao de lipideos diretamente,
incluindo a paraoxonase, fator ativador plaquetario, acetylhidrolase e LCAT. Outros
possiveis papéis que o HDL pode desempenhar na inflamacgao pode estar relacionado
a resposta imune e sua capacidade de carrear fatores do complemento e proteinas
de fase aguda. Pesquisas de Hamilton; Zhao; Sims (1993), demonstraram que o HDL
se liga preferencialmente a células endoteliais expostas ao complemento e que a
APO-A-1 e a APO-A-Il podem inibir a incorporagdo do complemento C9 dentro do
complexo de ataque a membrana. Estes autores sugerem que a limitagdo da
ativagdo do complemento pode diminuir a injuria da parede endotelial e prevenir a
ativagdo de vias pro-coagulantes. Através da prevencdo da coagulagdo, o HDL
funcional pode ser capaz de diminuir a formagéo de trombose aguda na DAC. Esses

mecanismos anti-inflamatdérios, antioxidantes e anticoagulantes do HDL podem
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integrar uma teoria relativa de como o HDL se relaciona ao risco cardiovascular.

1.7 Bases genéticas da DAC

Sabe-se que a DAC constitui uma desordem poligénica e de etiologia
multifatorial (MILLER et al., 2007). Reconhece-se a importante influéncia que o meio
ambiente exerce sobre um individuo com predisposicdo genética resultando muitas
vezes na precocidade e gravidade da apresentagdo clinica, particularmente
naqueles muito jovens e com histéria familiar de doenga coronariana prematura
(ROBERTS, 2014). Diversos estudos tém estabelecido a importancia da historia
familiar positiva como um fator de risco independente para DAC (KANG et al., 2012).
A historia familiar representa a integracao dos riscos dentro de uma familia, advindos
da suscetibilidade genética e do convivio familiar, expressos através da exposigao
neste ambiente a medidas comportamentais do estilo de vida. E importante discutir
que o risco cardiovascular relacionado a historia familiar em um parente de primeiro
grau € mais importante que uma historia semelhante em um parente de segundo
grau (avos, tios) ou terceiro grau (primos), além disso, o risco € proporcional ao
numero de membros da familia acometidos por DAC (PODREZ, 2010). O terceiro
fator é a idade na qual os membros da familia desenvolveram a doenga coronariana,
pois quanto menor a idade de inicio, maior sera o risco. Pessoas com historia familiar
positiva para DAC tendem a ter aterosclerose coronariana mais severas com forte
possibilidade de eventos coronarianos futuros (KHERA et al., 2016). O histérico
familiar de doenga cardiovascular antes dos 46 anos de idade pode apresentar
herdabilidade estimada de 92% (GRUNDY, 1986).

O reconhecimento da existéncia de fatores de risco genéticos que possam
estar envolvidos na patogénese da aterosclerose e do infarto do miocardio nos
motivou o estudo de fatores de risco genéticos que atuam por mecanismos ainda
desconhecidos e que sdo independentes dos fatores de risco classicos para DAC
(BRUNHAM; HAYDEN, 2015; KAYASHREE; ARINDAM; VIJAY, 2015; IZAR et al.,
2003; SAYOLS-BAIXERAS et al., 2014).

A progressiva descoberta de variantes de risco genético para DAC ira no
futuro, permitir uma prevencgéo primaria mais eficiente e espera-se uma redugao na
incidéncia e recorréncia de sindromes coronarianas agudas e suas sequelas
(GIBBONS et al., 2004).
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A elucidacdo das bases genéticas da DAC tem sido buscada
principalmente na ultima década, a qual mostrou um progresso sem precedentes na
medicina gendmica dirigida pelas altas tecnologias e do grande poder computacional
com a moderna bioinformatica. Tais avangos carregam promessas de
desenvolvimento em trés grandes areas da pratica médica: a) predi¢cao do risco de
DAC em nivel individua; b) abordagens terapéuticas baseadas no conhecimento de
novas fisiopatologias; c) melhor uso das terapias existentes através da
farmacogenética (TADA et al., 2015; THANASSOULIS; VASAN, 2010; TOMLINSON
et al., 2016; NIKPAY et al., 2015). E a bancada aproximando-se da beira do leito, no
mais simples conceito da medicina translacional em que a pesquisa basica esta
efetivamente e de forma rapida produzindo mudangas no manejo clinico e por sua
vez, as observacgdes clinicas fomentam a busca por respostas a nivel molecular de
manifestagcbes complexas ainda pouco compreendidas (RAHMAN et al., 2015). Até
meados de 2005 ouvia-se das autoridades no estudo das doencas ateroscleréticas
que a ‘genbmica nunca seria util nas doengas arteriais” (BEZERRA, 2017). Tal
ceticismo foi ultrapassado quando, em 2007, surgiu a abordagem do GWAS,
metodologia que busca os polimorfismos de nucleotideo unico utilizando-se de chips
capazes de analisar o genoma humano para detectar loci associados com
determinado fenétipo (VISSCHER et al., 2017). Alguns estudos tém explorado a
associagao de variantes genéticas com desfechos cardiovasculares.

A suscetibilidade genética para DAC é largamente derivada da somagéao
do efeito dos multiplos polimorfismos de nucleotideo unico (SNPS) cujo efeito isolado
€ muitas vezes pequeno. A identificagdo de multiplos polimorfismos que podem estar
envolvidos na fisiopatologia da aterosclerose pode permitir a construgdo de escores
de risco genético que ajudarao na predigao do risco de DAC futura apos o ajuste dos
fatores de risco classicos, principalmente, naqueles jovens com risco intermediario
de DAC, pelos métodos usualmente utilizados de estratificacdo clinica (ANSARI et
al., 2017). Deste modo, permite-se identificar aqueles individuos que terdo beneficio
da aplicacdo das abordagens preventivas precoces, como por exemplo, o uso de
estatinas de alta poténcia, com possivel reducdo da ocorréncia de eventos
coronarianos agudos e suas desastrosas sequelas (IRIBARREN et al., 2016).

A maioria dos estudos descreve a presenca de dislipidemia mista,
hipercolesterolemia isolada, reducdo de lipoproteina de alta densidade (HDL-

colesterol), hipertrigliceridemia isolada ou a coexisténcia de valores elevados de



28

triglicerideos e concentragdes reduzidas de HDL-colesterol nos individuos com DAC
precoce (NISSEN et al., 2005).

Apesar da importéncia genética da hipercolesterolemia familiar na DAC
precoce e de origem familiar, 80% dos pacientes que desenvolvem DAC prematura
tém concentracdes de colesterol comparaveis aos de individuos sem DAC. Além
disso, a forma mais classica de hipercolesterolemia na populagao geral é de carater
poligénico e agravado por uma variedade de fatores ambientais. Mesmo considerando
o incontestavel papel do colesterol na aterogénese, ha controvérsias sobre a
participacéo da lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol) na etiologia da DAC
precoce. Diferentemente do LDL-colesterol e dos triglicerideos, concentragcbes de
HDL-colesterol estdo inversamente relacionadas a DAC. Concentra¢gdes reduzidas de
HDL-colesterol foram demonstradas em cerca de 1/3 dos individuos com DAC
precoce na coorte de Framingham.

Estudos apontam que anormalidades do perfil lipidico caracterizadas tanto
por niveis elevados de LDL colesterol, quanto por baixos niveis de HDL
desempenham importante papel no desenvolvimento de placas ateroscleréticas e em
um perfil pro-trombdtico predisponente ao desenvolvimento de sindromes
coronarianas agudas (ANDERSON et al., 2016). A procura por variantes de risco
genético que estejam envolvidas na inadequada relagdo dos niveis de LDL e HDL
colesterol parece ser uma estratégia eficiente na busca de mecanismos restauradores
da normalidade lipidica (GEORGIADIS et al., 2006).

O Projeto Myocardial Infarction Genetics Consortium Exome Sequencing
realizou o sequenciamento genético de todo exoma em 11.000 individuos (LIU;
KRAJA; SMITH, 2016). As variantes codificadoras sdo limitadas a genes relevantes
no metabolismo das lipoproteinas incluindo LDL-r, APOC3, APOAS para os quais ja
se dispbe de grande quantidade de informacgdes. Apesar do sucesso destas
metodologias de sequenciamento, cerca de 80% da estimativa de hereditariedade
para DAC, por meio da pesquisa de polimorfismos, ainda € desconhecida
(MCPHERSON; TYBJAERG-HANSEN, 2016).

1.8 A Paraoxonase Humana-1

As paraoxonases foram originalmente descobertas como enzimas que tem

a capacidade da utilizacdo do substrato paraoxon e hidrolisam compostos toxicos
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organofosforados (MACKNESS et al., 1998; AVIRAN et al., 1998). E uma esterase
célcio dependente, sintetizada no figado e secretada na corrente sanguinea e
que circula no plasma associada exclusivamente a particulas de HDL-col.
(DANTOINE et al., 2003; DRAGANOV; LA DU, 2004). Existem trés membros da
familia das paraoxonases atualmente conhecidas (PON1, PON2 e PON3), as quais
sdo codificadas por trés genes separados no mesmo cromossomo 7q 21.3 humano.
Estudos de atividade enzimatica das paraoxonases revelaram atividade esterase e
lactonase em adigéo a atividade organofosfatase (LITHINOV; MAHINI; GARELNABI,
2012).

Assim, a paraoxonase humana 1 (PON1) foi primeiramente identificada
como barreira protetora contra envenenamento por organofosforados. E uma esterase
que catalisa a hidrolise do organofosforado paraoxon e que hidrolisa lipidios, os quais
estdo envolvidos na iniciagdo e progressao da aterosclerose (AVIRAM et al., 1998;
ZANONI et al., 2016; ABELLO et al., 2014; BOUNAFAA et al., 2015). Baseando-se em
parametros cinéticos em diregao a diferentes substratos, assume-se que as lactonas
sdo provavelmente seu substrato fisiologico. A hidrélise da thiolactona homocisteina
pela PON-1 é considerada como sendo protetora contra a doenga coronariana. A
atividade da PON1 é reconhecida como um fator de risco independente para doencas
vasculares ateroscleréticas (MACKNESS; MACKNESS, 2015). PON1 € uma esterase
associada ao HDL que parece contribuir para as atividades antioxidante e
antiaterosclerotica do HDL. Mais de 95% da PON1 esta associada com particulas de
HDL na circulagao (IKHLEF et al., 2017). Estudos imuno-histoquimicos tém indicado
a presencga da PON-1 em uma grande variedade de tecidos de mamiferos. Se a sua
presenca nesses tecidos é devido a sintese local ou se a PON-1 esta sendo
transportada a estes tecidos pelo HDL, isto € incerto.

Em resumo, a PON1 metaboliza perdxidos lipidicos protegendo do
acumulo de LDL e inibindo a formacéao de “foam cells” (Mackess et al., 1998) e
exerce atividades anti-inflamatérias pela hidrolizacdo de fosfolipides oxidados, os
quais sao moduladores da inflamagao e se acumulam nas lesdes aterosclerédticas
(LESNA et al., 2018).
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1.9 Paraoxonase como uma importante mediadora da fung¢ao antioxidante do
HDL-col.

A atividade antioxidante da lipoproteina de alta densidade (HDL) € em
grande parte devido ao seu teor PON1. Varios estudos mostraram que alteragdes na
concentracdo ou atividade da PON1 constituem um fator de risco para a doenca
arterial coronariana. Experimentos com paraoxonase transgénica em camundongos
knock-out indicam o potencial para esta enzima para proteger contra a aterogénese.
Provavelmente, isso € mediado por suas propriedades de antioxidagdo em LDL e/ou
em macrofagos (GUGLIUCCI; MENINI, 2015). Avancgos significativos foram feitos na
compreensao da funcado bioquimica basica do PON1 e na descoberta de possiveis
moduladores de sua atividade. Estudos de caso e controle sobre a atividade da PON1
e doenca cardiaca coronariana mostraram clara associacéo entre a DAC e sua baixa
atividade sérica. Essa relacao foi reforcada ainda mais pela publicagdo do primeiro
estudo prospectivo mostrando baixa atividade sérica da PON1 como um preditor
independente de novos eventos de DAC. A atividade PON1 pode ser um alvo para
intervengao farmacoldgica.

Existem mais de 200 polimorfismos de nucleotideo Uunico (SNP)
relacionados a PON1. Os polimorfismos mais estudados estéo localizados na regiao
codificadora do gene, o L55M e o Q192R, e s&o responsaveis pela alteracdo da
estabilidade da enzima e pela origem da aloenzima substrato-dependente,
respectivamente (COSTA et al., 2005). Outro importante polimorfismo esta localizado
na regiao promotora C108T e exerce efeito significativo sobre a atividade sérica e
expressao génica (Suehiro, 2000), pois atua em um local de transcricdo (DEAKIN et
al., 2003; SCHRODER; RIMBACH, 2011). A presenca do alelo C resulta em
concentragdo da PON 1 até duas vezes superior aquela observada na presencga do
alelo T (BROPHY et al., 2001; DEAKIN et al., 2003; SANTOS et al., 2016).

A atividade da PON sofre influéncia de diversos fatores e estes podem
atuar estimulando sua agao ou expressao. Foi observada uma variabilidade de 10 a
40 vezes quando comparados individuos de diferentes etnias (CATANO et al., 2006;
ELKIRAN et al., 2007; EOM et al., 2011). Na literatura ha relatos de que a atividade
da PON1 sofre alteragcbes em decorréncia de doengas que envolvam estresse
oxidativo, como doenga cardiovascular (Gupta et al., 2011), diabetes Mellitus (Flekac
et al., 2008;) e cancer (STEVENS et al., 2006; ELKIRAN et al., 2007).
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Mesmo em individuos saudaveis a enzima pode estar alterada (Ferreira,
2007, Parra et al., 2010, Singh et al., 2011) podendo estar relacionada ao tabagismo,
menopausa e dietas aterogénicas (FAGGIONI, 2003; HOLLAND et al., 2006;
PRAKASH et al., 2007; TSAKARS et al., 2009).

Polimorfismos genéticos que afetam a PON1 podem ser fatores de risco
predisponentes tanto na toxicologia ambiental quanto nas doencgas cardiovasculares
(MEDINA-DIAZ et al., 2017).

Individuos apresentando polimorfismos da PON1 L55M com genétipos MM
sao considerados como menos protegidos contra a oxidagaéo da LDL, enquanto LL
sdo mais resistentes ao estresse oxidativo. LL tem maior atividade hidrolitica
paraoxon, enquanto MM tem menor atividade paraoxonase (SEN-BANERJEE; SILES;
CAMPOS, 2000). Segundo trabalhos de Durrington e Mackness, a capacidade de
protecao efetuada pela enzima em relacdo a oxidacdo das LDL é oposta a sua
atividade hidrolitica em relagado ao paraoxon. Assim, a enzima pode ser mais ativa ao
hidrolisar o paraoxon € menos ativa na protecao da oxidacdo das LDL. N&o existe
muita informacg&o na literatura relacionando polimorfismos da regido promotora,
atividade da PON1 e risco de DAC. Gupta et al. (2011), encontraram que a atividade
da PON foi significativamente maior em individuos com o polimorfismo C108T com
gendtipo CC. Observaram que o aumento da atividade da enzima foi crescente de
acordo com o padrdao genotipico, apresentando os homozigotos selvagens (CC)
maior atividade paraoxonase quando comparados aos hetezigotos e os homozigotos
mutados (TT), estes ultimos apresentando a mais baixa atividade paraoxonase.

Polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) da PON1 tém mostrado ligagao
com um numero de outras doencas incluindo complicagdes diabéticas, varios tipos de
cancer, como o de mama, infeccdo por HIV, doencas renais e hepaticas e
degeneragao macular. Infelizmente, a vasta maioria destes estudos inclui somente
um pequeno numero de sujeitos e sdo muito propensos a erros estatisticos. Existe
uma necessidade urgente de grandes estudos clinico-epidemioldgicos para
confirmar as relagdes de polimorfismos da PON1 e doengas diversas (HUSSEIN et
al., 2011).

A distribuicdo de polimorfismos da PON1 varia com a etnia. O alelo 55M da
PON1 é menos frequente em populagbes orientais e em negros americanos
(MALLINCKRODT et al., 1983). Estas diferencas étnicas na distribuicdo dos SNP’s

podem levar a uma grande diferenga de atividade da PON entre as populagdes e como
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consequéncia produzindo ampla variagao de fendtipos caracterizados por diferencas

na probabilidade de acometimento por doencgas cardiovasculares.

1.10 Justificativa

A observagao do aumento progressivo de casos de doenga coronariana no
ambulatorio de cardiologia de um hospital publico terciario, em individuos cada vez
mais jovens nos ultimos anos, motivou a procura por fatores de risco que possam ser
precocemente identificados e controlados, e assim, retardar a manifestacdo da
doencga. O acometimento por DAC nesta faixa etaria pode trazer sequelas graves e
perda de valiosos anos produtivos com impacto social, econémico e na qualidade de
vida destes individuos. Nem sempre encontramos neste subgrupo etario os fatores de
risco classicos para DAC, porém em muitos deles é observado o relato de uma histéria
familiar em parentes de primeiro grau, indicando que ha um componente genético
talvez modulado por fatores ambientais. Além disso, a observacédo de que a maioria
destes jovens, apresentaram alteragéo do perfil lipidico caracterizado por niveis muito
baixos de HDL colesterol, gerou interrogacées sobre os possiveis moduladores da
funcao dessa lipoproteina a qual se atribui um importante papel protetor na ocorréncia
de aterosclerose. Procuramos entdo conhecer a estrutura do HDL e encontramos que
a PON1 atuava como enzima responsavel pelos grandes beneficios atribuidos ao HDL
na prevencao da doencga aterosclerética. Encontramos informagdes na literatura que
esta enzima apresentava grande variabilidade na sua concentracéo e atividade de
acordo com o grupo populacional estudado e fomos apresentados a um vasto numero
de trabalhos com resultados conflitantes e contraditérios. Atribui-se a isso a
variabilidade genética causada pela grande quantidade de SNPs a ela associadas.

Dados de distribuicdo de frequéncia de gendtipos PON1 e o risco de
doencas cardiovasculares (DCV) tém sido relatados em varias populagdes ao redor
do mundo. Entretanto, ndo encontramos estudos que tenham investigado sua
prevaléncia na populagao brasileira, nordestina e em faixas etarias mais jovens, onde

a DAC esta se tornando uma causa significativa de morbimortalidade prematuras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a prevaléncia de polimorfismos genéticos da Paraoxonase
Humana 1 (PON1) e de anormalidades metabdlicas em individuos jovens

com doencga coronariana ateroscleratica.

2.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar a associacdo de polimorfismos da Paraoxonase Humana 1 com
os fatores de risco classicos para DAC em jovens com doenca
coronariana aterosclerética.

¢ Avaliar a associacao de polimorfismos da Paraoxonase Humana1 com o
perfil laboratorial dos individuos com doencga coronariana e comparar
com controles normais.

¢ Associar os polimorfismos C108T e L 55 M da Paraoxonase Humana 1
com a extensao da aterosclerose e o territério coronariano acometido em
jovens com doenca aterosclerotica.

e Sugerir genes de referéncia para investigagdo em pacientes jovens e

seus familiares.
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3 METODOLOGIA
3.1 Hipotese do estudo

Os polimorfismos genéticos C108T e L 55 M da Paraoxonase Humana1
PON1 estariam relacionados com a ocorréncia prematura de DAC em individuos
jovens independente da influéncia dos fatores de risco classicos para o

desenvolvimento de DAC.

3.2 Desenho do estudo

janeiro de 2019

230 pacientes com DAC prematura atendidos no
ambulatério de DAC do HM de janeiro de 2014 a
AN

113 pacientes aceitaram o retorno para consulta

12 visita: Assinatura do TCLE, anamnese, exame
fisico

22 visita: coleta de exames laboratoriais

32 visita: coleta da amostra de sangue para
analise do DNA

3.3 Natureza do estudo

Trata-se de um estudo tipo transversal, caso-controle, que avalia o perfil
clinico, metabdlico e a presenga de polimorfismos genéticos da PON-1, C108T e
L55M em 113 individuos jovens (homens com idade menor que 45 anos e mulheres
com idade menor que 55 anos) com diagnostico de doenga coronariana
aterosclerética. O grupo de comparacgado foi formado por 32 individuos jovens,

pareados por sexo e idade, assintomaticos, sem histéria familiar de DAC precoce.
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3.4 Local do estudo

Os individuos envolvidos na pesquisa foram avaliados no ambulatério de
cardiologia do Hospital do Coragao de Messejana Dr. Carlos Alberto Studart Gomes,
situado na cidade de Fortaleza, Ceara, que é uma unidade terciaria especializada no
diagndstico e tratamento de doencgas cardiacas e pulmonares. A instituicdo assiste
pacientes de 184 municipios do Ceara e das regides Norte e Nordeste do Brasil.
Caracteriza-se pelo atendimento prioritario de procedimentos de alta complexidade,
incluindo cirurgia cardiovascular, transplantes cardiacos e angioplastia transluminal
percutanea. Possui 303 leitos, sendo 47 destes de UTI. A instituicdo atua ainda
como Centro de Ensino e Pesquisa.

A analise genotipica foi realizada no Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimentos de Medicamentos (NPDM) que é uma estrutura multidisciplinar de
estudos cientificos, prestacédo de servigos, desenvolvimento tecnolégico, inovagao e
capacitagcao de recursos humanos para o desenvolvimento de novos medicamentos
na industria. O NPDM ¢ vinculado a Faculdade de Medicina da Universidade Federal
do Ceara (UFC) por meio do Departamento de Fisiologia e Farmacologia. O Nucleo
foi inaugurado no dia 2 de fevereiro de 2015 e é coordenado pelo Prof. Dr. Odorico

Moraes.

3.5 Critérios de inclusao

Foram incluidos no grupo caso, individuos de ambos os sexos, homens
com idade menor que 45 anos e mulheres com idade menor que 55 anos com
diagnostico de doenga coronariana aterosclerética, acompanhados no Ambulatério
do Hospital de Messejana, no periodo de janeiro de 2016 a janeiro de 2019.

Em virtude da baixa prevaléncia da doenga coronariana em jovens, nao
foi realizado calculo amostral, sendo determinado que os pacientes objetos do
estudo fossem provenientes de encaminhamentos feitos por profissionais médicos
que os atendiam em outros departamentos deste hospital e recrutados ativamente
por obtencdo de dados no setor de hemodindmico e posterior contato por telefone,
solicitando seu comparecimento no ambulatorio de doenga coronariana.

O grupo controle é representado por 32 individuos, homens com idade

inferior a 45 anos e mulheres com idade inferior a 55 anos, pareados por sexo e idade,
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sem histoérico familiar de DAC precoce, sendo recrutados a partir de voluntarios sadios
que constavam no banco de dados do Departamento de Analises Clinicas da

Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Ceara.
3.6 Critérios de exclusao

Foram excluidos individuos portadores de doencas tireoidianas, doencas
do colageno, insuficiéncia cardiaca congestiva em grau avangado (classe funcional
grau lll e IV), gravidez, neoplasias, doencgas renais, disturbios do calcio, hipertenséo
descontrolada, alergia a contraste iodado, usuarios de drogas ilicitas, pacientes com
suspeita de hipercolesterolemia familiar I, individuos com anomalia de coronarias ou
portadores de doenga coronariana ndo aterosclerotica a cineangiocoronariografia.
3.7 Avaliagao clinica

Os seguintes parametros foram avaliados:
3.7.1 Historia familiar de DAC precoce

Foi considerado antecedente familiar de DAC precoce parente de primeiro
grau homem com manifestagcdo de doenga coronaria com menos de 55 anos ou
mulher com menos de 65 anos.

3.7.2 Tabagismo

Consideramos tabagista, individuo que fumou um ou mais cigarros nos

ultimos 180 dias, e ex-tabagista os individuos que fumaram ha mais de 180 dias.

3.7.3 Peso, altura e indice de massa corpoérea (IMC)

Peso e altura foram aferidos em balangca antropométrica; o IMC foi

calculado pela férmula: peso dividido por altura elevada ao quadrado.
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3.7.4 Aferigao de circunferéncia abdominal e quadril

Com o uso de fita métrica inelastica, foram medidas as circunferéncias:
abdominal. na altura do ponto médio da distancia entre a crista iliaca antero-superior
e o rebordo inferior do arco costal (cintura) e do quadril, na crista iliaca antero-superior

(quadril), com o individuo em posic¢ao ereta e o abdome relaxado.

3.7.5 Pressao arterial

A pressao arterial sistélica (PAS) e a pressao arterial diastolica (PAD)
braquial foram medidas com um esfigmomandmetro aneroide, apos 15 minutos de
descanso, na posicado sentada, consideradas fases | e V de sons de Korotkoff como
PAS e PAD em mmHg, respectivamente, e usada média de duas medidas com até
cinco minutos de intervalo.

a) Hipertensdo Arterial Sistémica: foram considerados hipertensos,

pacientes em uso de anti-hipertensivo e aqueles com PAS acima de 140
mmHg e/ou PAD acima de 90 mmHg.

b) Diabetes Mellitus: foram considerados diabéticos aqueles que fazem
uso prévio de antidiabético oral e ou insulina, ou com duas dosagens de
glicemia de jejum = 126 mg/dL.

c) Dislipidemia: o diagnostico de dislipidemia foi estabelecido segundo

critérios da V Diretriz Brasileira de Dislipidemias.

3.8 Avaliagao angiografica

A analise da coronariografia foi realizada por médicos hemodinamicistas
certificados pela Sociedade Brasileira de Hemodinamica. A classificacdo cineangio-
coronariografica foi de acordo com o percentual de obstrugcdo da luz da artéria
coronaria. As lesbes obstrutivas foram classificadas em n&o criticas, se
apresentarem obstru¢ao < 50% da luz arterial; criticas, se apresentarem obstrugcao de
50% ou mais da luz arterial e oclusivas; com obstrucao total, sem fluxo através da
artéria definido como TIMI (Thrombolysis in Myocardial Infarction) zero. Os individuos
com apenas uma lesao > 50% foram classificados como uniarteriais e diante de mais

de uma lesdo > 50%, como multiarteriais.
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3.9 Genotipagem
3.9.1 Extracao de DNA

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos com EDTA, em
seguida foram extraidas usando o kit PureLink® Genomic DNA (Thermo Fisher
Scientific) de acordo com instrugdes do fabricante.

Apos o isolamento do material genémico, as amostras foram armazenadas
em freezer -20° até a etapa de analise dos polimorfismos pela técnica realizada por

PCR em tempo real.
3.9.2 Desenho de primers e detec¢ao

As sequéncias de polimorfismos do gene PON1: rs705379 e rs854563, e
do gene da B-actina que foram usadas como controle endégeno, (Tabela 1) foram
enviados a empresa Thermo Fisher Scientific (S0 Paulo, Brasil) para desenho e
sintese de primers com sondas. O método de deteccao foi o sistema TagMan® SNP

Genotyping assays (Applied Biosystems).

Tabela 1 — Identificagdo de primers

Gene TagMan® Assay ID

PON1-rs 705379 C 11708905_10
PONT1-rs 854563 C 8952841_10
B-actina NM_001101.2

3.9.3 Sistema Tagman® de discriminagao alélica reagao por PCR em tempo real

A detecgdo dos polimorfismos genéticos (SNPs) do gene PON1 citados
acima foi realizada por PCR em tempo real utilizando o aparelho QuantStudio® 5
(Applied Biosystems®) e kit comercial TagMan® Genotyping Master Mix
(ThermoFisher Scientific).

A genotipagem de SNPs por PCR em tempo real é uma técnica

extremamente sensivel que permite a discriminacao alélica mesmo quando pequenas
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quantidades de DNA sao disponiveis. Esta técnica utiliza sondas Tagman® que
diferem em relacdo ao nucleotideo a ser pesquisado com emissao de fluorescéncias
distintas, de acordo com a clivagem da sonda do alelo amplificado.

A identificacdo dos diferentes gendtipos é feita pela disposicdo dos
mesmos em um software presente no equipamento, que faz a discriminacao alélica e
pela localizagdo em grafico, classifica as amostras como homozigotas para o alelo
normal, homozigotas para o alelo mutado ou heterozigotas (ThermoFisher Scientific).
O protocolo da reagao utiliza as quantidades de reagentes descritas na Tabela 2,
totalizando uma reacao de 25uL. O protocolo de amplificacdo da reagao constituiu-se
da seguinte ciclagem: 50°C/2 min, 95°C/10 min e 50 ciclos de 95°C/15 segundos e
60°C/ 1 min.

Tabela 2 — Reagentes utilizados para técnica de genotipagem por PCR em tempo real.

Reagentes ML
Agua deionizada 9,25
Tampéao (TagMan® gene expression master Mix) 12,5
TagMan® genotyping assay 1,25
cDNA 2
25uL

3.10 Coleta de dados laboratoriais

Todos os pacientes realizaram os seguintes exames: glicemia jejum,
hemoglobina glicada, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triglicerideos,
TSH, creatinina.

Todas as amostras de sangue, devidamente identificadas, foram colhidas
apos jejum de 12 horas, seguindo-se a centrifugagéo a 3000 rpm por 10 minutos para
separacgao do soro do plasma. Todas as amostras foram processadas no laboratorio

do Hospital de Messejana.

3.10.1 Métodos laboratoriais

As determinagbes sanguineas de colesterol total e HDL-colesterol foram
realizadas pelo método enzimatico colorimétrico (aparelho HITACHI 917 — Roche®).
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A dosagem de triglicerideos foi realizada pelo método GPO-PAP (aparelho HITACHI
917- Roche®). A dosagem de glicose foi realizada pelo método PAP colorimétrico
(aparelho HITACHI 917 — Roche®). O LDL-colesterol foi calculado pela férmula de
Friedewald para valores < 400 mg/dl de triglicerideos.

O TSH foi determinado por meio de imunoensaio de microparticulas por
quimioluminescéncia. Este ensaio de terceira geracédo foi realizado no aparelho
modular Analytics E170- Roche®

3.10.2 Coleta de dados clinicos

Todos os dados clinicos foram coletados exclusivamente pelo autor da
pesquisa. As informagdes foram registradas em prontuario especifico para o estudo e
consta de anamnese classica e exame fisico completo com afericdo da pressao
arterial, medida da circunferéncia abdominal e calculo do indice de massa corporea.

O questionario utilizado nesse estudo encontra-se no Apéndice.

3.11 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceara — CEP/UFC/PROPESQ, sob numero 2.206.472 e pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital de Messejana Dr. Carlos Alberto Studart Gomes sob o
numero 2.217.472, instituicdo coparticipante, estando os pesquisadores cientes da
obediéncia aos preceitos éticos de pesquisa, pautados na Resolugdao 466/12 do
Conselho Nacional de Saude.

Os individuos do grupo caso foram informados de maneira clara, sobre os
objetivos e importancia da pesquisa desenvolvida neste trabalho. Todos os envolvidos
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme a resolugao

numero 196, de 13 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude.
3.12 Analise Estatistica
Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de

Kolmogorov-Smirnov, expressos em forma de média e desvio padrao e comparados

por meio dos testes t de Student e ANOVA/Bonferroni. Os dados categéricos foram
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expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual e comparados por meio do
teste qui-quadrado de Pearson (dados clinicos) ou teste de McNemar (analise entre
as sondas). Todas as analises foram realizadas no software Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS), versao 20,0 para Windows, adotando uma confianga de
95%.
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4 RESULTADOS
4.1 Dados clinicos da amostra

Na tabela 3, apresentamos as caracteristicas epidemioldgicas e clinicas
dos casos. Participaram 55 homens (48,7%) e 24 mulheres (30,4%). A média de idade
do diagnéstico da doenga coronariana foi de 39,7 + 5,0 nos homens e de 43,4 £ 5,2
nas mulheres.

Aproximadamente 43% dos casos eram fumantes e 46,0% eram
sedentarios. A presenca de historia familiar positiva para DAC foi encontrada em
46,8% dos casos. Em 59,5% dos individuos do grupo caso observou-se
acometimento aterosclerdético em apenas um territério coronariano. Quanto a
presenca de comorbidades, 68,4% eram diabéticos, 54,4% eram hipertensos e
46,2% eram portadores de alteragdes no perfil lipidico. A maioria apresentava um
baixo nivel de escolaridade (56,4%) caracterizado pela ndo conclusao do ensino
fundamental e/ou médio. Ao exame fisico, observamos que em ambos 0s sexos
todos apresentavam tanto um IMC elevado (média de 27,8 + 2,8) quanto a presenga
de obesidade abdominal, constatada pela média da circunferéncia abdominal de

97,0 £9,3 cm nos homens e 93,7 + 7,1 cm nas mulheres.

Tabela 3 — Caracteristicas gerais da populagéo estudada.

SEXO

Feminino 24 (30,4%)
Masculino 55 (48,7%)
IDADE

Homens e mulheres 40,8 +54
Homens 39,7+5,0
Mulheres 43,4 +52
N° DE ARTERIAS ACOMETIDAS

Uniarterial 47 (59,5%)
Multiarterial 32 (40,5%)
TABAGISMO

Nao 45 (57,0%)
Sim 34 (43,0%)
SEDENTARISMO

Sim 52 (46,0%)

Nao 27 (23,9%)




HISTORIA FAMILIAR

Sim 37 (46,8%)
Nao 42 (53,2%)
Diabetes Mellitus

Sim 54 (68,4%)
Nao 25 (31,6%)
Dislipidemia

Sim 36 (46,2%)
Nao 42 (53,8%)

Hipertensao arterial

Sim

43 (54,4%)

43

Nao 36 (45,6%)
IMC
Homens e mulheres 27,8+28
Homens 28,1 + 3,1
Mulheres 27,3+1,7
CA
Homens e mulheres 96,0+ 8,8
Homens 97,0+ 9,3
Mulheres 93,7+ 7,1
Escolaridade
- Analfabetos e ensino fundamental incompleto 17 (21,8%)
- Ensino fundamental completo até ensino médio 27 (34,6%)
incompleto
- Ensino médio completo 24 (30,8%)
- Ensino superior completo 10 (12,8%)

n, %. IMC (indice de massa corporal); CA (circunferéncia abdominal)

4.2 Avaliagao Bioquimica

O resultado dos exames laboratoriais € da analise bioquimica comparativa
entre os grupos esta descrita na tabela 4. N&o se observou diferengas significativas
entre os grupos em relagao aos valores meédios de trigliceridios, creatinina e TSH.

Os valores de colesterol total, HDL, LDL-col eram mais baixos de forma
significativa nos casos (p < 0,001). Nestes, os valores de glicemia em jejum e
hemoglobina glicada eram significativamente mais elevados (p <0, 014), observando-
se valores médios de 106.01 + 40.10 e 5.85 + 1.30, respectivamente. Os valores
médios de LDL-col foram mais baixos no grupo caso (89,98 mg/dl) em relagédo ao
grupo controle (120.26 + 30.63), devendo-se informar que todos os casos estavam

sob uso de estatinas.
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Tabela 4 - Comparagao de medidas e valores laboratoriais médios observados
em jovens com DAC e controles sadios.

Controle Caso p-Valor
CT 198.35 + 34.07 164.81 + 40.21 <0,001
HDL 47.39 £ 9.98 35.14 + 6.96 <0,001
LDL 120.26 £ 30.63 89.98 + 32.47 <0,001
TG 144.94 + 65.52 153.42 + 86.53 0,623
GJ 87.77 £ 7.26 106.01 £ 40.10 0,014
HBA1C 5.26 + 0.33 5.85+1.30 0,014
TSH 261+1.11 2.54 +1.20 0,767
Cr 0.86 + 0.17 0.92 +0.17 0,086

*p<0,05, teste t de Student (média + DP).

CT: colesterol total; HDL: High density lipoprotein; LDL: Low density lipoprotein;
TG: Trigliceridios; GJ: Glicemia em jejum; HBA1C: Hemoglobina glicosilada;
TSH : hormdnio estimulante da tireoide; Cr: creatinina

4.3 Caracterizagao genotipica e frequéncia alélica em pacientes e controles

Os gendtipos e a frequéncia relativa dos alelos do polimorfismo C108T e
L55M nos individuos da amostra estudada estdo apresentados na tabela 5, onde
observamos, em relacdo ao polimorfismo da PON1 L55M, que a prevaléncia do
gendtipo LL foi observado em 61,6% dos casos sendo esta diferencga significativa em
relagédo aos controles (p < 0,032, IC 95% = 0,17 — 0,93). O gendtipo MM foi encontrado
em 6,7% da amostra. Em relagdo ao polimorfismo da PON1 C108T nao houve
diferenca significativa nos grupos, sendo o genétipo TT observado em 27,7% dos
casos.

Em relagédo aos alelos L e M, observou-se uma diferenga significativa na
prevaléncia do alelo M nos controles em relagao aos casos (p < 0,032, IC 95% = 0,17-
0,93). Em relagdo a frequéncia dos alelos T e C nao foi observada diferenca

significativa entre casos e controles.
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Tabela 5 — Analise da distribuicao genotipica e da frequéncia alélica entre casos e controles.

Total Controle Caso p-Valor OR (IC95%)
C108T
TT 23 (24,5%) 5 (17,2%) 18 (27,7%) 0,355 1.44 (0.42 - 4.94)
CT 36 (38,3%) 14 (48,3%) 22 (33,8%) 0.63 (0.24 - 1.70)
CcC 35(37,2%) 10 (34,5%) 25 (38,5%) 1
C108T
CcC 35(37,2%) 10 (34,5%) 25 (38,5%) 0,712 0,84 (0,34 - 2,10)
TT/CT* 59 (62,8%) 19 (65,5%) 40 (61,5%) 1
Frequéncia alélica T
T 59 (62,8%) 19 (65,5%) 40 (61,5%) 0,712 0,84 (0,33 - 2,10)
C 71(75,5%) 24 (82,8%) 47 (72,3%) 0,313 0,54 (0,18 - 1,64)
L55M
MM 7 (6,7%) 3(9,7%) 4 (5,5%) 0,098 0,36 (0,07 - 1,81)
LM 40 (38,5%) 16 (51,6%) 24 (32,9%) 0,40 (0,16 - 0,98)
LL 57 (54,8%) 12 (38,7%) 45 (61,6%) 1
L55M
LL 57 (54,8%) 12 (38,7%) 45 (61,6%)* 0,032 0,39 (0,17-0,93)
MM/LM 47 (45,2%) 19 (61,3%)* 28 (38,4%) 1
Frequéncia alélicaM
M 47 (45,2%) 19 (61,3%)* 28 (38,4%) 0,032 0,39 (0,17-0,93)
L 97 (93,3%) 28 (90,3%) 69 (94,5%) 0,423 1,84 (0,39-8,80)

*p<0,05, teste qui-quadrado de Pearson (n, %)

De acordo com a tabela 6, nos casos ocorre um desbalanceio nos
haplétipos que parece estar associado de forma importante ao risco de doenga (p <
0,013). Ou seja, individuos homozigotos para o polimorfismo C108T nao seréo
obrigatoriamente homozigotos para o polimorfismo L55M. No grupo controle, porém,
existe uma associagao entre os haplétipos, ou seja, o individuo que é heterozigoto

para o polimorfismo C108T é também heterozigoto para o polimorfismo L55M.

Tabela 6 — Avaliagao dos haplétipos de C108T e L55M da PON1 em
jovens com e sem doenca coronariana aterosclerética

Genétipo

CcC TTICT* p-Valor
Controle
LL 7 (70,0%) 5 (26,3%) 0,727
MM/LM 3 (30,0%) 14 (73,7%)
Casos
LL 18 (72,0%) 21 (52,5%) 0,013
MM/LM 7 (28,0%) 19 (47,5%)

*p<0,05, teste de McNemar (n, %).
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Na tabela 7, observamos que os portadores do alelo T apresentam de

forma significativa o diagndstico de dislipidemia (p < 0,042), enquanto os individuos

portadores do alelo M apresentam significativamente valores maiores de IMC (p<

0,011). Nao foi observada diferencga significativa na associagdo dos demais fatores de

risco com os genotipos de casos e controles.

Tabela 7 — Associagao dos fatores de risco com as caracteristicas genotipicas de casos e controles

C108T

CC TT/CT
Sexo
Feminino 7 (28,0%) 12 (30,0%)
Masculino 18 (72,0%) 28 (70,0%)
Idade
Homens e mulheres 39,2+6,0 40,6 £4,7
Homens 37653 40,2+48
Mulheres 436+56 416+4,38
Tabagismo
Nao 16 (64,0%) 18 (45,0%)
Sim 9 (36,0%) 22 (55,0%)
Sedentarismo
Sim 15 (60,0%) 27 (67,5%)
Nao 10 (40,0%) 13 (32,5%)
Historia familiar
Sim 11 (44,0%) 20 (50,0%)
Nao 14 (56,0%) 20 (50,0%)
DM2
Sim 19 (76,0%) 27 (67,5%)
Nao 6 (24,0%) 13 (32,5%)
DLP
Sim 7 (28,0%) 21(53,8%)*
Nao 18(72,0%)* 18 (46,2%)
HAS
Sim 14 (56,0%) 24 (60,0%)
Néao 11 (44,0%) 16 (40,0%)
IMC

Homens e mulheres
Homens

Mulheres

CA

Homens e mulheres
Homens

Mulheres

27,7+20
278+24
274 +05

94,8 £6,3
96,2+6,8
91,0 £ 2,1

27,9+32
28,1+35
275+22

97,1 +£9,7
98,5+104
93,6 +7,0

p-Valor

0,863

0,296
0,082
0,418

0,136

0,538

0,638

0,464

0,042

0,750

0,732
0,745
0,947

0,299
0,409
0,256

L55M

LL

MM/LM

10 (22,2%)
35 (77,8%)

40,3 +5,0
39,6 +4,9
42,7 +438

25 (55,6%)
20 (44,4%)

29 (64,4%)
16 (35,6%)

19 (42,2%)
26 (57,8%)

30 (66,7%)
15 (33,3%)

20 (44,4%)
25 (55,6%)

26 (57,8%)
19 (42,2%)

27,3+£27
274+30
269+14

95,6 £8,8
96,7 +9,1
91,4+£6,7

12 (42,9%)
16 (57,1%)

41,2+6,0
39,6 +5,8
43,459

16 (57,1%)
12 (42,9%)

19 (67,9%)
9 (32,1%)

14 (50,0%)
14 (50,0%)

21 (75,0%)
7 (25,0%)

12 (44,4%)
15 (55,6%)

16 (57,1%)
12 (42,9%)

29,0+27
29.8+29
279+19

97,6 £8,9
99,8 +9,5
94,7 +£7,6

p-Valor

0,062

0,473
0,998
0,761

0,894

0,765

0,516

0,451

1,000

0,957

0,011
0,009
0,206

0,346
0,280
0,302
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4.4 Territério coronariano acometido por doenga aterosclerética de acordo com

a distribuicdo genotipica

Observamos na tabela 8 que 100% dos jovens com gendtipo MM
apresentaram acometimento aterosclerético no territorio da artéria Circunflexa (Cx).
Nao houve diferenga significativa entre outros padrées genotipicos e o acometimento

dos demais territorios coronarianos.

Tabela 8 — Distribuigdo genotipica de acordo com o padrdo de acometimento arterial observado na
coronariografia em individuos com doenca coronariana aterosclerética

C108T rs (705379) L55M (rs 854563)

Total T CT cc p-Valor Total MM LM LL p-Valor
Lesao DA
Sim 48 14 17 17 55 3 21 31

(73.8%)  (77.8%) (77.3%) (68.0%) 0698 (7530  (750%) (s75%) (68.9%)  0.907
Ndo 17 4 5 8 18 1 3 14

(26.2%)  (222%) (22.7%)  (32.0%) (247%)  (250%) (125%) (31.1%)
Lesdo CD
sim 29 ) 10 13 31 2 7 22

(446%)  (33.3%) (455%) (52.0%) 0470 (4o5%) (500%) (292%) (48.0%) 0.274
Ndo 36 12 12 12 42 2 17 23

(554%)  (66.7%) (54.5%) (48.0%) (575%)  (50.0%) (70.8%) (51.1%)
Lesao CX
sim 23 8 8 7 29 4 8 17

(35.4%)  (44.4%) (36.4%) (28.0%) 0935 (397%) (100.0%) (33.3%) (37.8%)  0.038
N&o 42 10 14 18 44 0 16 28

(64.6%)  (55.6%) (63.6%) (72.0%) (60.3%)  (0.0%)  (66.7%) (62.2%)
Lesdao TCE
Sim 4 1 0 3 2 Q 3 2

(6.2%) (56%)  (0.0%) (120%) 0231 (g8%)  (00%) (125%) (44%)  0.386
Ndo 61 17 22 22 66 4 21 43

(03.8%)  (94.4%) (100.0%) (88.0%) (032%) (100.0%) (875%) (95.6%)

*p=0,05, teste qui-quadrado de Pearson (n, %)
DA Artéria Descendente anterior; CD: Artéria Coronaria direita; Cx: Artéria Circunflexa, TCE : Tronco da coronaria esquerda

4.5 Perfil bioquimico e sua relagdo com a distribuicao genotipica e frequéncia

alélica

Na tabela 9, podemos observar uma diferenga significativa nos valores de
TSH (p < 0,021) com médias mais baixas de TSH nos casos que apresentavam
gendtipo CC para o polimorfismo C108T da PON1. Nao foi observada diferenga
significativa nos valores dos demais parametros laboratoriais em relagdo as

caracteristicas genotipicas avaliadas.
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Tabela 9 — Andlise da distribuicdo genotipica dos Polimorfismos da PON-1 com os parametros
laboratoriais em individuos com e sem doenga coronariana aterosclerdtica

IT IC cc p-Valor MM LM LL p-Valor
Controle
cT 106.60+£44.21 198.07+37.32 19620+2387 0091 200.33:+5450 20260+3413 180.83£2007 0,532
HDL 4800£872  47.36+11.390 45.00 £ 8.43 0,809  51.33£503 46.25+10.57  47.92+1040 0715
LDL 12064£39.21 123.89+3552 11474+17.82 0780 12240:37.12 12474+3136 11375£2084 0,653
6 186.80+75.25 1375746188 147.20£6408 0361 12833+5258 158190:72.20 131.42:5058 0,523
GJ 94.00+9.30 86.43+4.45 86.20 + 8.04 0,088  9167+6.51 87.25+7.85 87.50 £ 6.87 0,633
HBA1C 5441027 5.2410.39 5.17+0.30 0,360 5.40+0.26 5.3310.36 513+0.29 0,203
TSH 278£1.25 273£0.96 2.41£1.26 0748 2.42£127 205£1.02 220£114 0,204
cr 0.9310.13 0.8310.15 0.89+0.20 0,457 0.8310.16 0.89+0.14 0.82+0.20 0,561
Caso
cT 1584414325 168.36+4112 17206+4107 0534 1507544112 166.71£37.45 167.71£43.00 0,733
HDL 34.80+ 6.69 33.68+6.79 37.08+6.12 0,201 36.25+7.68 36.88+512 34.64£7.84 0,449
LDL 72.33£4077 07.37+3370 06.76+28.07 0156 7150+4879  0031+32.33  01.07+3467 0738
Ke) 130.06£56.64 171.32+87.30 15052+10525 0320 15500:66.19 17154+£102.81 1498418286 0,633
G 1141745271 11450+£5351 06.40+1574 0263 12475:5366 104.83:4447 106.36+3016 0672
HBAIC  6.08:155 6.06£1.70 55654058 0,318 6.80£2.44 5.80+1.09 585+1.35 0,372
ISH 273:1.00 2031074 2091153 0,021 3.0111.01 2531142 2504114 0,738
cr 0.92£0.19 0.96+£0.17 0.90£0.15 0,446 0.77 £0.07 0.91£0.20 0.94£017 0,137

*p<0,05versus demais genadtipos, teste ANOVA/Bonferroni (média £ DP).

E, finalmente, na tabela 10, através da analise por regressao logistica

multinomial, observamos que a presenca de elevagao dos niveis de colesterol

total e a reducao dos niveis de HDL colesterol produzem um aumento superior a

trés (p < 0,033) e nove vezes (p < 0,001) no risco de doenga aterosclerotica

coronariana, respectivamente. A presenca isoladamente dos polimorfismos da

PON n&o produz aumento significativo no risco de DAC prematura.

Tabela 10 — Avaliagao do risco de apresentar DAC prematura

Casos
CT (+)
HDL (-)
TG (+)
C108T
L55M

OR ajustada

*3,93
*9,37
1,76
0,71
0,42

1,12
3,21
0,50
0,23
0,14

1IC95%

13,83
27,30
6,26
2,21
1,32

p-Valor

0,033
<0,001
0,381
0,553
0,137

*p<0,05, regressao logistica multinomial; OR = odd ratio; IC95% = intervalo de

confianga 95% da OR ajustada. CT: Colesterol Total; HDL: High Density Lipoprotein;

TG: Trigliceridios.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi observado um acometimento por doenca
coronariana aterosclerotica em homens jovens de 48,7%, com a média de idade das
manifestacdes clinicas de 39,7 anos. Observou-se que a maioria eram individuos
sedentarios, com sobrepeso e obesidade visceral, sem histéria familiar de DAC
prematura e com niveis elevados de glicemia em jejum, hemoglobina glicada e baixos
niveis de HDL-colesterol. Na coronariografia realizada nao foram observadas
diferencas na extensdo do acometimento da doenca coronariana, sendo semelhante
0 numero de uniarteriais e multiarteriais. Da mesma forma, ndo houve acometimento
predominante de nenhum territério coronariano.

A predominancia de casos do sexo masculino esta de acordo com diversos
estudos que confirmam que os homens sdo mais acometidos por DAC precoce
(MALLINCKRODT et al., 1983). Esse fato esta relacionado a protegdo hormonal que
as mulheres apresentam enquanto n&o entram no climatério, sendo o estrogénio um
potente ateroprotetor (BARRETT-CONNOR, 1991). N&o foi encontrada a classica
associagao do fumo, ja que 57% dos pacientes analisados nao eram tabagistas. Esta
bem estabelecido que o tabagismo favorece a ocorréncia de doenga coronariana por
promover o desenvolvimento de um perfil inflamatério e trombogénico, produzindo
reducdo dos niveis de prostaciclinas e Oxido nitrico e aumentando niveis de
tromboxano, favorecendo a ocorréncia de disfuncdo endotelial, vasoespasmo e
trombose (STALLONES, 2015). Foi também observado que 53% dos pacientes nao
relataram historia familiar de DAC prematura em parentes do 1° grau. Isto esta em
desacordo com o trabalho de Zarich et al. (2006), que avaliaram 165 pacientes norte-
americanos com IAM em idade inferior a 45 anos onde foi observado que 70% eram
tabagistas e 70% apresentavam historia familiar de DAC precoce.

No que se refere ao perfil lipidico, os pacientes apresentaram similaridade
ao que se observa na maioria dos estudos que descrevem os baixos niveis de HDL-
col como a alteragao lipidica mais encontrada em individuos com DAC precoce
(SALEHEEN et al., 2015).

Estes estudos ressaltam que niveis de HDL-col abaixo de 35 mg/dI, temos
aumento do risco de ocorréncia de DAC em pelo menos 4 vezes, e inversamente,
aumento de 2mg/dl de HDL-col confere uma redug&o do risco de novos eventos e

menor incidéncia de intervengdes coronarianas percutaneas (STONE et al., 2014).
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Apesar da existéncia de evidéncias epidemiolégicas consistentes que
atribuem a diminuigdo do HDL-col um importante fator de risco aterosclerdtico, seu
papel exato na patogénese da DAC nao esta claro. No entanto, varios estudos
mostraram que n&o somente a gravidade de lesbes angiograficas, mas também o
risco de eventos cardiovasculares relacionados a baixas concentragdes de HDL-col
sao decorrentes de uma ineficaz mobilizagcdo do colesterol das artérias e tecidos
periféricos caracterizando um transporte reverso de colesterol ineficaz (FERENCE et
al., 2015). Acredita-se que neste contexto, a presenca de alteragées genéticas,
caracterizadas por polimorfismos de nucleotideo unico (SNP’s), reforcam esse papel
ineficaz e podem favorecer isoladamente, ou ainda ser enaltecidos pela presencga de
fatores de risco como o sobrepeso e a obesidade abdominal que atuariam como
fatores epigenéticos (RANKINEN et al., 2015).

Também foi observada uma diferenga significativa entre os grupos em
relagdo aos niveis de hemoglobina glicada. A literatura mostra que um perfil glicémico
alterado, previamente ao diagndstico de diabetes, gera um ambiente propicio ao
desenvolvimento de dano cardiovascular (CLEMMONS, 2015). E importante ressaltar
que a maioria dos casos desconhecia qualquer alteracdo do perfil glicémico
previamente ao diagndstico da sua doencga.

Quanto a extensdo do acometimento coronariano, diversos autores
discutem como sendo incomum a doenga coronariana multiarterial em individuos com
DAC precoce (BIBBINS-DOMINGO et al., 2007). Embora estudos prévios relatem que
0 acometimento coronariano em jovens seja principalmente uniarterial e de menor
extensdo, este estudo ndo demonstrou uma predominancia significativa quanto ao
padrao de envolvimento coronariano uni ou multiarterial. Até o presente momento nao
identificamos estudos que correlacionem a presenca de alteragdes genotipicas com o
predominio do acometimento de territérios coronarianos especificos. Alguns estudos
apontam a possibilidade de que pacientes com caracteristicas genotipicas
especificas poderiam apresentar uma maior severidade na extensdo do territério
coronariano.

Uma das hipoteses levantadas nesse estudo foi de que a presencga de
polimorfismos genéticos da PON-1, principal enzima constituinte das particulas de
HDL e a ela atribuida as propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e atuante no
transporte reverso do colesterol, promoveria alteracbes na sua concentracdo e ou

atividade, propiciando por conseguinte, um ambiente favoravel a ocorréncia de
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aterosclerose de forma independente da presenga de outros fatores de risco,
classicamente conhecidos na génese da doencga. Essas alteragdes genéticas tornariam
o individuo predisponente a desenvolver aterosclerose precocemente mesmo na
auséncia de niveis elevados de LDL colesterol e poderiam intensificar o papel de
outros fatores de risco como os baixos niveis de HDL colesterol, disglicemia,
sobrepeso e obesidade abdominal. Poucos estudos foram realizados para analisar a
associacdo do polimorfismo L55M com doenga coronariana e desses, muitos
apresentaram resultados inconsistentes. Blatter et al. (1993); Mackness; Durrington;
Mackness (2004), encontraram que o polimorfismo da PON-1 L55M tem um efeito
significativo na sua atividade de modo independente e Schmidt et al. (1998) também
observou uma associacdo independente de DAC com este polimorfismo em
individuos austriacos. Garin; Moren; James (2006), investigaram o polimorfismo da
regiao promotora da PON1 C108T em pacientes com cardiopatia isquémica e seus
resultados mostraram que os individuos com gendtipo CC tinham niveis
significativamente mais elevados de HDL colesterol que os heterozigotos. Em
contraste, ndo foi observada diferenga significativa nos niveis de LDL e HDL para os
polimorfismos da PON1 L55M (GARIN; MOREN; JAMES, 2006). No presente
estudo, foi encontrada uma prevaléncia do genétipo LL para o polimorfismo L55M da
PON1 2.54 vezes maior nos casos que nos controles. Observou-se uma maior
frequéncia alélica de M nos jovens saudaveis. Este achado esta em desacordo com
o trabalho de Bounafaa et al. (2015), que mostrou em uma amostra de 305
individuos norte-africanos que aqueles portadores de gendtipo PON1 55MM
apresentaram um risco mais elevado de doenga coronariana que os portadores de
genotipo 55LL. Entretanto, observamos diversas contradicdes nos estudos
disponiveis. Em uma reviséo feita por Litvinov et al, em 2012 este relatou que a
atividade antioxidante da PON1 diminui de forma sequencial nos genétipos MM > LM
> LL, apresentando os homozigotos selvagens (LL) cerca da metade da atividade da
enzima paraoxonase em relacdo aos homozigotos mutados (MM). E enorme a
frequéncia da variacao alélica entre as populacgdes. A frequéncia do alelo mutado M &
maior em brancos que em pretos. Uma menor frequéncia do alelo M tem sido relatada
na populacao chinesa (IMAI et al., 2000).

Quanto ao polimorfismo C108T, n&o foi encontrada diferenga significativa
na presenga entre casos e controles, observando-se um equilibrio na frequéncia

alélica. O gendtipo CC é o responsavel pela maior atividade da PON1, ja o gendtipo
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TT se relaciona com a baixa expressao génica e a uma reduzida atividade sérica da
enzima (KIM et al., 2012).

Najafi et al. (2009) demonstrou uma associagdo entre o polimorfismo
C108T e DAC. Leviev; James (2000) observaram que portadores de gendtipo 108
CC foram protegidos do acometimento por DAC em idade inferior a 60 anos, mas
nao em individuos mais velhos. No estudo de Gupta et al. (2011), n&o foi observada
associagao do polimorfismo C108T com DAC apds ajuste com os fatores de risco
tradicionais (GUPTA et al., 2011).

Quando foram analisado os gendtipos de casos e controles de forma
conjunta, ou seja, como andlise de haplétipos, observou-se que nos casos
ocorreram desbalanceio nos haplétipos ou desequilibrio de ligagdo que parece estar
associado de forma importante ao risco de doenca. Esta observacao € corroborada
por Gupta et al. (2011), que salienta que a determinagdo de hapldtipos esta
ganhando cada vez mais atengdo pela constatacdo de que multiplos SNP’s
associados apresentam um maior potencial para promover doenga do que quando
sao analisados isoladamente. Falta muita informacado em relagdo aos haplétipos da
PON1 e o risco de DAC. Leviev; James (2000) também mostraram um forte
desequilibrio de ligagao entre os polimorfismos C108T e L55M entre os portadores
de DAC.

Uma observagao interessante no presente estudo € que foi encontrada
uma diferenga significativa nos valores de TSH nos casos com gend6tipo CT ou TT
para o polimorfismo C108T, apesar de os valores de TSH estarem dentro do valor de
referéncia do método. Deve-se salientar que até este momento ndo € do nosso
conhecimento a existéncia de estudos que avaliaram a relacdo da atividade ou
concentragdo da paraoxonase humana 1 com a fungdo tireoidiana e suas
consequéncias no desenvolvimento da DAC precoce. Diversos estudos reconhecem
a relacdo entre valores de TSH mais elevados, mesmo dentro de um valor de
referéncia normal e o risco cardiovascular, mas em geral correlacionam este achado
ao fato destes valores de TSH estarem associados com diagnéstico de SM (LEE et
al., 2011). E possivel que esta observacdo esteja em acordo com as acdes dos
hormonios tireoidianos no sistema cardiovascular. Sabe-se que o miocardio e o tecido
vascular endotelial ttm receptores para tais horménios e sdo sensiveis a mudancgas
nas concentragbes séricas dos mesmos, ainda que em minimas variagoes

(MOUROUZIS, 2012). Essas observagdes levam a discussao se os valores séricos
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de TSH na presencga de polimorfismos da PON1 contribuem para um ambiente de
maior risco cardiovascular.

E, finalmente, neste estudo observamos através da analise multinomial por
regressao logistica que independente da presenca dos polimorfismos da PON1 aqui
avaliados, a intensidade do risco de ocorrer doenga coronariana sintomatica em idade
precoce é trés vezes maior naqueles individuos portadores de colesterol total elevado
e cerca de 9 vezes se apresentarem baixos niveis de HDL colesterol. A presenca da
mutacgédo alélica vai interferir indiretamente no risco de desenvolvimento de doenga ao
promover um ambiente propicio como sobrepeso e obesidade visceral que concorrem
para a ocorréncia de alteragées metabdlicas principalmente no perfil glicidico e lipidico
e de carater aterogénico.

Quem apresenta gendtipo TT ou CT para o polimorfismo PON1 C108T
devera acompanhar agressivamente os niveis de LDL e HDL colesterol, e naqueles
com gendtipo MM ou LM da PON1 L55M deverao ter um controle agressivo do seu
IMC.
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6 CONCLUSAO

Os principais achados deste estudo foram:

Elevada prevaléncia de fatores de risco classicos para doenca
coronariana como o sedentarismo, a obesidade visceral, alteracdes da
glicemia em jejum e hemoglobina glicada em jovens com doenca
aterosclerotica.

Presenca de niveis elevados de LDL colesterol e reduzidos de HDL
colesterol nos jovens com doenga coronariana aterosclerotica
prematura.

A presencga de desequilibrio de ligacdo nos polimorfismos estudados
esta associada de forma importante ao risco de doenca.

Uma maior associagéo do genotipo TT com dislipidemia.

Uma maior associagao do alelo M com o diagnéstico de sobrepeso.

A caracteristica genotipica associada a presenga de um ambiente
metabolico desfavoravel pode facilitar o desenvolvimento precoce da

aterosclerose.
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7 LIMITAGCOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A procura por marcadores de risco genético tem trazido amplo
conhecimento sobre novas vias fisiopatolégicas e suas interacbes na ocorréncia e
gravidade da DAC. Esses novos fendmenos tém motivado a identificagdo do maior
numero possivel de SNP’s associados principalmente a alteragcdo do perfil lipidico e
promotores de um perfil aterotrombotico. Estes marcadores genéticos seriam capazes
de estratificar de maneira precoce, individuos sob risco de eventos coronarianos e
talvez até predizer a resposta farmacoldgica ao uso de antiagregantes plaquetarios e
estatinas. A identificagcdo destes individuos sob risco ocorreria a partir daqueles que
apresentam uma historia familiar precoce de DAC, apresentam um perfil lipidico
anormal e mesmo assim persistem considerados pelos métodos clinicos de
estratificacdo tradicionais como no maximo, sendo de risco intermediario. Esses
individuos, de acordo com as diretrizes clinicas em vigéncia ndo sao selecionados
para intervengdes farmacologicas precoces e potentes.

Grandes foram os obstaculos enfrentados durante a elaboragdo deste
estudo. Nao existia prontuario eletrénico no Hospital de Messejana, dificultando em
demasia a obtencéo de dados referentes aos exames laboratoriais e coronariografia
realizados nos jovens pacientes. Além disso, os registros do senso do servigo de
hemodinamica trazem informagdes incompletas, o que, por sua vez traz prejuizo a
busca ativa dos pacientes. Portanto, provavelmente deixamos de avaliar muitos
pacientes com doenca coronariana precoce neste periodo. Houve interrupgao do
acompanhamento ambulatorial dos pacientes entre margo de 2018 e janeiro de 2019,
com perda de seguimento de muitos deles por adoecimento por cardiopatia grave da
pesquisadora. Ao retornar ao acompanhamento foi necessario recomecar nova busca
de pacientes. Acrescentou-se a ocorréncia sem precedentes da pandemia por COVID-
19, iniciada em margo de 2019, que dificultou durante 5 meses o prosseguimento
dos estudos tanto pela necessidade de isolamento social, como pelo impacto
psicoldgico causado pelas perdas pessoais ocorridas. Houve falta de insumos
laboratoriais, de modo imprevisivel para as analises bioquimicas no laboratério do
Hospital de Messejana, o que ndo permitiu a obtengdo de 100% dos dados
bioquimicos, bem como a analise de outros marcadores de risco para DAC precoce
e que foram inicialmente propostos como a dosagem da Lipoproteina-A,

Apolipoproteina B, PCR-US e homocisteina. Houve ainda, uma enorme dificuldade
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na selegao dos pacientes do grupo-controle, pois a condigao da participacéo destes
seria além da auséncia de manifestacdes clinicas de DAC e a normalidade dos
parametros laboratoriais para o perfil lipidico e glicidico, pois ndo dispunhamos da
possibilidade de avaliacdo de aterosclerose subclinica por meio de obtencdo do
escore de calcio na tomografia de térax. Apos atendimento de 80 pacientes e analise
laboratorial de quase 1000 pacientes selecionados em um banco de dados existente
no Departamento de analises clinicas da faculdade de farmacia, sendo estes
voluntarios sadios para pesquisas clinicas, somente 32 controles apresentaram
critérios de inclusdo compativeis com os critérios do presente estudo, respeitando o
pareamento por sexo e idade. Apesar destas limitacbes, consideramos que este
primeiro estudo envolvendo pesquisa de polimorfismo genéticos na génese da
doenca cardiovascular no nosso estado, apresentou resultados relevantes no que
consiste na associacado do perfil lipidico anormal, especificamente baixos niveis de
HDL-colesterol e a observagado da ocorréncia do desequilibrio de ligagado entre os
haplétipos dos polimorfismos da PON-1 C108T e L55M, como importantes na génese
da doencga coronariana prematura. E o inicio da pesquisa genética na génese das
doencas cardiovasculares.

Este estudo nos faz vislumbrar a existéncia de outras vias patogénicas
diferentes das ja reconhecidas e promovidas pelos fatores de risco classicos
envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose, além do importante papel dos

fatores ambientais como moduladores do perfil genético.
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ANEXOS

ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estd sendo convidado a ser participante da pesquisa intitulada
“Associagcdo de Polimorfismos genéticos da Paraoxonase 1 (PON 1) com sindrome
coronariana aguda em jovens". Vocé nao deve participar contra a sua vontade. Leia
atentamente as informagdes abaixo e faga qualquer pergunta que desejar, para que
todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Vocé foi selecionado porque vocé apresentou um infarto do coracdo em idade
muito jovem. Sabemos que o infarto € uma doenga de pessoas de mais idade, por
isso, preocupados com este diagnostico iniciamos esta pesquisa para estudar
fatores de risco relacionados com a ocorréncia doengas do coragdo em pessoas
mais jovens. Esta pesquisa € muito importante, pois vocé sera consultado por um
médico cardiologista que o examinara e fara uma avaliagdo do seu estado de saude
e |lhe orientara sobre medidas de prevengdo ou tratamento sobre as doengas do
coragao.

Nao havera qualquer tipo de envio de material ao exterior ou armazenamento
de seu sangue para outros estudos. Tudo o que for estudado no seu sangue sera
trabalhado com sigilo e vocé tera acesso a todos os resultados, com a opgéo de
tomar ou ndo conhecimento destas informacgdes.

Todo o acompanhamento clinico ndo implicara em custos financeiros para
vocé, sendo ofertado por mim.

Nao sera testada nenhuma medicagdo em vocé. Serao realizados exames de
sangue para analisar o estado de gordura no sangue (colesterol), agucar e
inflamacgao e também a analise de alteragdes genéticas de uma substancia, chamada
Paraoxonase humana -1, que é responsavel pela formagéo do bom colesterol (HDL)
no nosso organismo. Todos estes exames n&o implicam em risco para vocé, pois
sao de natureza nao invasiva. Vocé podera apresentar uma discreta mancha roxa no
local da coleta de sangue ou pequena dor, como uma picada. Sera também
realizado um exame de ultrassom das cardtidas, que s&o vasos sanguineos
localizados na regido do pescogo, exame totalmente indolor e que ndo traz nenhum

desconforto.
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Entretanto, a sua participagdo nao € obrigatéria e a qualquer momento vocé
pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum
prejuizo em sua relagdo com o pesquisador, no caso eu, Dra Rochelle Pinheiro ou
com o Hospital de Messejana, ou seja, mesmo que vocé desista de participar da
pesquisa o seu acompanhamento no ambulatério sera mantido, todos os retornos e
todos os exames que vocé necessite realizar serdo realizados normalmente
independentemente de vocé estar participando ou ndo desta pesquisa.

Se vocé tiver duvidas, pode me perguntar e eu Ihe explicarei com detalhes
tudo o que vocé quiser saber sobre este estudo.

As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdao confidenciais e
asseguramos o sigilo sobre sua participagao. Vocé recebera uma copia desse termo
onde consta o meu telefone e o endereco do meu local de trabalho, assim como do
Comité de Etica em Pesquisa, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua

participagao, agora ou a qualquer momento.

INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS:

Pesquisador Responsavel: Dra. Rochelle Pinheiro Ribeiro

Celular (85) 999829750

E-mail: rochellepinheiroribeiro@yahoo.com.br

Endereco do Hospital de Messejana: Av. Frei Cirilo, 3480 Cidade: Fortaleza — Ceara
CEP 60.864-190
Telefones: (85) 3101.4161 ou 3101.4075

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida, sobre a sua participacéo
na pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
UFC/PROPESQ — Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-
8344. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel
pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas

envolvendo seres humanos.
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O abaixo assinado ,_anos, RG: , declara

que é de livre e espontanea vontade que esta como participante de uma pesquisa. Eu
declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e
que, apos sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteudo,
como também sobre a pesquisa, e recebi explicagdes que responderam por completo
minhas duvidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /

Nome do participante da pesquisa Data Assinatura

Nome do pesquisador Data Assinatura



© N o o bk~ D

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

68

ANEXO B - QUESTIONARIO

Numero do questionario / Prontuario:

1.1) Data da Consulta

1.2) Data de nascimento

Nome

Classificagao do paciente: 1 - caso 2 - controle
Extensao da doenga coronariana 1 — uniarterial 2 — multiarterial
Sexo: 1 — feminino 2 — masculino

Peso

Altura

IMC

CA

. Tabagismo: 1- nunca 2 - atual 3 - ex-fumante
11.
12.
13.
14.

Etilismo: 1- sim 2- ndo

Sedentarismo: 1- sim 2- ndo

Histéria familiar de DAC prematura 1- sim 2- ndo

Se Histdria familiar positiva, qual o parentesco e qual a idade de
acometimento do familiar?

Uso de drogas ilicitas: 1- sim 2- ndo

DM2:1-n&o 2-sim 3 -pre- DM

DLP: 1- sim 2- ndo

HAS: 1-néo 2- sim

AVC: 1-ndo 2-sim

Trombose venosa ou arterial: 1- ndo 2- sim

Classificagao eletrocardiografica do Infarto: 1- CSST 2-SSST
Revascularizagdo miocardica: 1- Percutédnea 2- Cirurgica 3- Tratamento Clinico
Coronariografia: Artérias acometidas

Lesdo DA 1-sim 2- ndo

Lesdo CD 1-sim 2- ndo

Lesdo CX 1- sim 2- ndo

Lesdo TCE 1- sim 2- ndo

CT:



29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.

HDL:

LDL:

TG:

PCR-us

TGP

GJ

HbA1c:

TSH

Acido urico
25-Hidroxi-vitamina D
Creatinina

Estatina 1- sim 2- ndo
BB 1-sim 2- ndo
AAS 1-sim 2 — Néo

I[IECA/BRA 1- sim 2- ndo
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Classificagao IMC kg/m? Risco de comorbidades
Baixo peso <185 Baixo
Peso normal 18,5-24,9 Médio
Sobrepeso 25-29,9 Aumentado
Obeso | 30-34,9 Moderado
Obeso Il 35-39,9 Grave
Obeso Il =40,0 Muito grave
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