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RESUMO

Ferri LAF. Polimorfismos no gene paraoxonase 1 como preditores de
eventos cardiovasculares em pacientes com doenca coronaria estavel [tese].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009.

Os polimorfismos do gene da paraoxonase 1 (PON1) estédo relacionados ao
metabolismo lipidico conferindo efeito marginal e modesto nas concentracdes
séricas das lipropoteinas e sobre o risco de desenvolvimento de doenca
arterial coronaria (DAC). O objetivo priméario deste estudo é avaliar se ha
associacdo entre os polimorfismos da PON1: R192Q- rs662, R160G:
rs13306698, Leu55Met: rs854560, Promoter_161: rs705381 e rs3917464 e
eventos cardiovasculares em 5 anos numa sub-populacdo com DAC estavel
do estudo MASS Il (Medical, Angioplasty or Surgery Study II). Como objetivos
secundérios, investigamos a influéncia destes polimorfismos nas
concentracfes lipidicas iniciais e ap6s 5 anos de acompanhamento, e
também a sua relacdo com os desfechos cardiovasculares combinados no
grupo randomizado para tratamento clinico exclusivo. Foram randomizados
611 pacientes para o MASS Il. A populacdo alvo deste estudo foi constituida
por 518 pacientes que tiveram material genético coletado (MASS Il Genético).
Os polimorfismos avaliados, apesar de estarem associados ao metabolismo
do HDL-c, apresentaram baixa associacdo com os niveis lipidicos e com o
seu comportamento ao longo de 5 anos. Houve diferenca nas concentragdes
médias de HDL-c entre os genoétipos do Promoter_161, o alelo T associado a
concentracfes mais baixas de HDL-c (p=0,0369). Andlise univariada mostrou
gue houve associacdo entre o raro alelo G do polimorfismo R160G (5
pacientes) e aumento da mortalidade, porém quando incluido no modelo
ajustado por regressao logistica multivariada ndo se mostrou preditor
independente de o6bito nesta populacdo. Na andlise do grupo randomizado
para o tratamento médico, o polimorfismo R192Q esta associado de forma
independente ao novo infarto agudo do miocérdio, Obito, e eventos
combinados. Gendtipo GG aumentou o risco de 6bito em 7,69 vezes (IC: 1.65-
35.76) e de IAM em 6,58 vezes (IC: 1.39- 30.46) quando comparado ao
gendtipo AA. Alelo A estava independentemente associado a ocorréncia de
eventos cardiovasculares combinados com um OR de 3,03 (IC: 1.29- 7.07).
Em conclusdo, o nosso estudo mostrou associagcéo do alelo G na posicéo
R160G com risco aumentado de 6bito em pacientes com DAC estavel. Em
pacientes mantidos no tratamento clinico a posicdo R192Q esta associada ao
maior risco de 6bito, IAM e eventos cardiovasculares combinados.

Descritores: Polimorfismo  genético. Marcadores genéticos. Doencas

cardiovasculares. Lipideos. Doencas das coronarias. Prognéstico.



SUMMARY

Ferri LAF. Paraoxonasel gene polymorphisms as predictors of
cardiovascular events in stable coronary artery disease [thesis]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009.

Paraoxonase 1 (PON1) gene polymorphisms have a known relation with lipid
metabolism, conferring a marginal and modest effect on serum lipoprotein
concentrations and also on development of coronary artery disease (CAD).
The primary objective of this study is to investigate the association between
PON1 polymorphisms: R192Q- rs662, R160G: rs13306698, Leu55Met:
rs854560, Promoter_161: rs705381, and rs3917464 and 5-year follow-up
cardiovascular events in a subpopulation with stable CAD from MASS II
(Medical, Angioplasty or Surgery Study Il). Secondary objectives will be to
evaluate the influence of these polymorphisms on baseline and 5-year follow-
up lipid concentrations and also its association with combined cardiovascular
events in the MASS Il group randomized for medical treatment.  MASS I
had 611 patients randomized. Target population comprises 518 patients who
had genetic material sampled. Even though the polymorphisms were linked
to HDL-c metabolism, there was a low association with lipid levels and
changes over the 5-year follow-up. HDL-c mean concentrations were
different in the Promoter_161 genotypes, T-allele was associated with lower
levels (p=0.0369). Univariate analysis showed association between the rare
G-allele of polymorphism R160G (5 patients) and increased mortality, but
when adjusted in the multivariate logistic regression model this variable was
not independent predictor of mortality in this population. In the medical
treatment group, r192Q is associated with new myocardium infarction (Ml),
combined events and death. When compared to AA genotype, GG genotype
increased the risk of death by 7.69 (Cl: 1.65- 35.76) and of MI by 6.58 (CI:
1.39- 30.46). A-allele is independently associated with combined
cardiovascular events with a OR of 3.03 (Cl: 1.29- 7.07). In conclusion, this
study showed association between G-allele on R160G position with
increased mortality in patients with stable CAD. R192Q polymorphism is
associated with higher risk of death, MI and combined cardiovascular events
in patients treated medically.

Descriptors: Genetic polymorphism. Genetic markers. Cardiovascular
disease. Lipids. Coronary disease. Prognosis



1 INTRODUCAO



1.1 Doenca Arterial Coronaria: Panorama Atual e Fatores de Risco

A doenga arterial coronaria (DAC) é uma doenga complexa com
predisposi¢cao genética clara e participacdo importante de fatores ambientais
relacionados a aterosclerose (Wang, 2005).

O relatério da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) “The Global
Burden of Disease” ordenou as principais causas de morte em todas as
idades. A DAC foi considerada a causa mais freqiente de morte;
correspondendo a 12,2% do total de mortes (7,2 milhdes). A segunda causa
de morte foi o acidente vascular encefalico (AVE) (9,7% - 5,7 milh&es). Este
posicionamento de primeiro e segundo lugar € intercambiavel dependendo
do indice de desenvolvimento do pais. A DAC ocupa a primeira posicao nos
paises desenvolvidos e o0 segundo lugar nos paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos. As implicacbes econdmicas mundiais da DAC sao
catastroficas. As previsdes indicam que a DAC ocupara o segundo lugar em

2030, perdendo apenas para o cancer (WHO, 2008) (Figura 1).



Cancars

—m—  |schaemic heart diseass
5 Cerebrovascular diseass
£ i —#—  Acute respiratory infections
E Perinatal conditions
fﬁ § HIVAIDS
= = Road traffic accidents
— = Tuberaulcsis
4 S ———— Malaria
7 Pl -
———— L o e e _
0
2000 2005 2000 mnis 2020 2025 2030

Year

Figura 1 - Gréfico das projecdes globais de morte, 2004-2030 [Fonte: WHO, 2008]

Apesar do grande numero de mortes, o numero de pacientes
acometidos por DAC cronica cresce progressivamente em todo o mundo, em
razdo de maior sobrevida apés o tratamento dos quadros isquémicos
agudos, ao maior numero de diagndsticos realizados, bem como em razao
da grande prevaléncia de fatores de risco associada a mudanca no estilo de
vida (Wilson et al.1998; Unal et al., 2004).

Visto o impacto econdmico da DAC na sociedade e suas projecoes de
crescimento, € imprescindivel que os fatores genéticos e ambientais sejam
estudados, com o intuito de estabelecer o peso de cada um destes
componentes no desenvolvimento e na evolucdo da DAC; para que as acoes

de prevencao possam ser efetivas.



1.2 Fatores de Risco para a DAC

Os fatores de risco classicos para a DAC sao: dislipidemia,
hipertensdo, tabagismo, obesidade, diabetes, sedentarismo e historia
familiar precoce para DAC (Unal et al.,, 2004; Lloyd-Jones et al., 2004a;
Smith et al.,, 2006). O impacto destes fatores de risco para o
desenvolvimento da DAC e seus eventos adversos foi estimado entre 55% a
75% (Beaglehole e Magnus, 2002). Este percentual sem a identificacdo dos
fatores determinantes da doenca, permite inserir a DAC em um modelo de
doenca multifatorial (Naghavi et al., 2003a e 2003b).

Além dos fatores dos fatores de risco classicos supracitados,
recentemente os fatores genéticos tem sido mais estudados e cogitados
como fator de risco para DAC. Entretanto, poucos marcadores genéticos sédo
atualmente conhecidos (Beaglehole e Magnus, 2002; Lloyd-Jones et al.,
2004b; Ganesh e Nabel, 2005; Morgan et al., 2007). Consequentemente,
diversas iniciativas em todo o mundo tém objetivado identificar os
determinantes genéticos da doenca, visando a elucidacdo de aspectos
desconhecidos da aterogénese, novas formas de estratificacdo de risco,
prevencgao e tratamento (Naghavi et al., 2003a e 2003b; Ganesh et al., 2004;

Ridker et al., 2007).



1.3 Estratificagdo do Risco Associado a Eventos Cardiovasculares em

Doenca Coronaria Estéavel

A DAC crbnica geralmente tem uma evolucdo favoravel, com uma taxa
anual de mortalidade que varia em torno de 1% a 3 %, dependendo das
caracteristicas clinicas do paciente. Dentre os fatores prognoésticos da DAC
crbnica, destacam-se parametros clinicos, eletrocardiograficos, angiogréficos,
demogréficos e a fungéo do ventriculo esquerdo (Gibbons, 2008).

O progndstico da doenca coronaria crbnica € imprevisivel, visto que
pacientes com perfil clinico parecido, ou seja, portadores dos mesmos fatores
de risco classicos podem ter evolucdes diferentes. Portanto, € primordial o
conhecimento de marcadores de risco discriminatérios, para agir de forma
efetiva e individualizada na prevencgéo e no tratamento da DAC estabelecida.

Neste contexto inserem-se 0s marcadores de risco genéticos. Nao so
para a determinacao individual do prognostico da DAC, mas também na
modulacdo dos fatores de risco classicos (dislipidemia, diabetes e
hipertensdo arterial) na ocorréncia de eventos cardiovasculares nesta
populacdo. Apenas recentemente, evidéncias tém demonstrado que estes
fatores de risco classicos apresentam forte relacdo com os marcadores
genéticos. Portanto, os fatores de risco genéticos poderiam definir o risco de
DAC, aumentando o desenvolvimento de condi¢cdes clinicas associadas a
ela, como diabetes e dislipidemia, por exemplo.

Estudos demonstraram e quantificaram o papel de marcadores
genéticos na variabilidade individual dos diversos fatores de risco classicos
associados a DAC. O “Northern Manhattan Family Study” avaliou 803

pacientes de 89 familias hispanico-caribenhas e determinou a herdabilidade



de varios fatores de risco cardiovascular: circunferéncia abdominal (46%),
glicemia de jejum (24%), triglicérides (47%), lipoproteina de alta densidade
colesterol (HDL-c) (60%), pressédo arterial sistélica (16%), pressao arterial
diastélica (21%) e hipertensdo arterial (30%) (Lin et al., 2005). No “San
Antonio Family Heart Study”, foram estudados 1.250 individuos de 40
familias mexicanas residentes no Texas. Para a maioria dos fenotipos
relacionados aos lipideos e lipoproteinas, a proporcédo da variancia atribuida
aos genes foi no minimo trés vezes superior a atribuida aos fatores
ambientais mensuraveis. Os efeitos genéticos e ambientais, analisados
conjuntamente, foram responsaveis por 50 a 60% do total da variabilidade
fenotipica para lipideos/lipoproteinas, pressdo arterial, e medidas
antropomeétricas; e 30 a 50% das mensuracdes relacionadas a glicemia. Os
valores de herdabilidade obtidos foram todos significativos: colesterol total
(39,2%), lipoproteina de alta densidade-colesterol (HDL-c) (45,5%),
lipoproteina de baixa densidade-colesterol (LDL-c) (40,1%), triglicérides
(39,6%), apoAl (43,1%), apoA2 (34,1%), apoB (30,8%), apoE (33,3%), LpAl
(36,0%), Lp[a] (39,0%), atividade de LCAT (20,6%), glicemia de jejum e 2h
apos sobrecarga de glicose (18,3% e 15,9%, respectivamente), insulina de
jejum e duas horas apos sobrecarga (34,8% e 12,9%, respectivamente),
pressdo arterial sistolica e diastélica (14,8% e 28,3%, respectivamente) e
indice de massa corporea (42,4%) (Mitchell et al., 1996).

Estes dados indicam a urgéncia de que os estudos de identificacdo de
fatores de risco para a DAC; incorporem os fatores genéticos ao seu

desenho e forma de analise. E imprescindivel que além das diversas inter-



relacbes e modulacdes entre os determinantes genéticos de fatores de risco
classicos, as outras variaveis de risco genético que atuem de maneira outra,
gque ndo via fatores de risco classicos, sejam acrescidas aos estudos
(Wallace, 2006; Kraft et al., 2007).

Portanto, a ocorréncia da DAC é resultado da confluéncia de fatores
genéticos e ambientais (Voetsch e Loscalzo, 2004). E imprescindivel que
estes fatores sejam estudados, para que fique bem estabelecido o peso de
cada fator no desenvolvimento da DAC, para que no futuro a medicina possa
agir de forma efetiva na prevencdo e tratamento da DAC (Clayton e

McKeigue, 2001; Merikangas et al., 2006).

1.4 Estudos Clinicos em Doenca Arterial Coronéria Crbnica

Diversos ensaios clinicos foram realizados comparando o0s
tratamentos de revascularizagdo cirdrgica do miocardio, angioplastia
percutanea coronaria e o tratamento clinico medicamentoso com o intuito de
avaliar qual a melhor opcao terapéutica para pacientes com DAC estavel,
(Srinivas et al., 2002; Freeman et al., 2006; King, 2007, Hueb et al., 2007).
Apesar das particularidades inerentes a cada um destes ensaios clinicos, um
resultado comum a todos é a auséncia de diferenca entre a opgdo do
tratamento e a mortalidade nos pacientes portadores de DAC estavel em
cinco anos de evolucgao.

O estudo MASS Il (“Medical, Angioplasty or Surgery Study II7)
comparou as trés opcbes terapéuticas disponiveis: angioplastia,

revascularizacdo do miocardio e tratamento clinico; em pacientes com



coronaria multiarterial estavel e funcao ventricular preservada. Assim como
0s outros estudos clinicos, ao final de cinco anos, ndo houve diferenca na
mortalidade entre os trés grupos de tratamento (Hueb et al., 2007).
Recentemente, discute-se quanto ao estudo de variantes génicas
para DAC, vem sendo considerada em subgrupos de pacientes com
caracteristicas especificas que possibilitem a delimitacdo de um fendtipo
preciso entre as varias apresentacdes clinicas da DAC (Arnett et al., 2007).
Em relacdo aos pacientes com doenca arterial corondria estavel, poucos
estudos genéticos foram realizados e desta forma ainda ndo esta
estabelecida a real participacdo dos polimorfismos (SNPs) na ocorréncia de

novos eventos cardiovasculares.

1.5 A Importancia de Fatores de Risco Genético no Processo de
Aterogénese

Na ultima década, varios estudos sobre diferentes polimorfismos
como fatores de risco para DAC e infarto agudo do miocardio (IAM)
demonstraram resultados inconclusivos (Lane e Grant, 2000; Voetsch e
Loscalzo, 2004; Ajjan e Grant, 2006; Watkins e Farrall, 2006). Estes
resultados refletem algumas questdes importantes: (a), a patogénese da
DAC envolve varios mecanismos bioquimicos e fenétipos intermediarios (por
exemplo, dislipidemia e hipertensédo arterial), cada um por sua vez sob o
controle de multiplos genes; e (b) a enorme heterogeneidade das
investigagdes, em termos de estudo, etnia, fenétipos dos pacientes incluidos

e desfechos clinicos (Lane e Grant, 2000).



Em se tratando do cédigo genético, com aproximadamente dois
milhdes de polimorfismos ja identificados, a avaliacdo do efeito isolado de um
determinado alelo é um desafio, pois a DAC é muito susceptivel a interacdes
gene-gene e gene-ambiente (Watson et al., 1995). A expressao de variagbes
especificas em um sistema biol6gico complexo € sujeito a modificacbes de
outros genes envolvidos no mesmo processo fisioldgico, o que prejudica, por
exemplo, a identificacdo real do papel de um determinado polimorfismo na
homeostase do sistema. Em contrapartida, um traco herdado pode ser
modificado ou manifestado por influéncias do meio ambiente quando uma
Gnica mutacdo responde por uma sindrome genética ou diversos
polimorfismos, aparentemente de pouca influéncia em condicdes basais,
gerando um fendtipo alternativo apds sofrerem influéncias ambientais.

Estudos de associacdo genética de diferentes variantes génicas das
principais vias biolégicas envolvidas na patogénese da DAC - metabolismo das
lipoproteinas, integridade endotelial, inflamacdo arterial e trombose -
demonstraram aumento de risco em pacientes portadores de DAC (La Du,
1988). A predisposicdo genética para a DAC provavelmente resulta a partir de
efeitos aditivos ou sinérgicos de varios genes com a participacao funcional de
suas determinadas variantes génicas (alelo). No entanto, pouca atencdo tem
sido dedicada a avaliar o efeito combinado de genes especificos relacionados a
especificas vias bioldgicas, e a andlise simultdnea de multiplos alelos, para a
determinacdo do risco, que poderiam ser antecipadas, por analogia com o
conhecido efeito aditivo de fatores de risco convencionais que

significativamente aumentar o risco da susceptibilidade a doenca.
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1.6 Dislipidemia e Polimorfismo

A dislipidemia € um dos principais fatores de risco modificaveis para o
desenvolvimento da aterosclerose sendo que niveis elevados de LDL-c e
triglicerideos e baixos de HDL-c tém sido associados a mortalidade
cardiovascular. Estudos tém demonstrado que, além das alteracoes
guantitativas, diferencas qualitativas entre as lipoproteinas podem ter
influéncia significativa no resultado clinico e tém potencial impacto na
mortalidade (Naghavi et al., 2003a ;Beaglehole e Magnus, 2002).

Recentes evidéncias tém demonstrado que variacfes genéticas nos
genes envolvidos no metabolismo lipidico podem influenciar o risco de
doenca cardiovascular (Baroni et al., 2003; Regieli et al., 2009), embora
varios single nucleotides polimorphism (SNPs) em genes relacionados ao
metabolismo lipidico s6 modestamente influenciam os niveis plasmaticos de
LDL-c, HDL-c e triglicerides (Mackness et al., 2001). Além disso, foi proposto
gue a sequéncia de variantes do DNA representam um indice de tempo de
exposicdo a niveis de lipoproteinas alterados durante a vida e podem
acrescentar informacdes preditivas superiores a dos valores sanguineos de
lipidios isolados (Ye et al., 2006).

Recentemente foi publicado um escore gendtipico, composto por
nove SNPs, validado e associado a modulacdo das concentracdes séricas
de LDL-c e HDL-c como fator de risco independente para a incidéncia de
doenca cardiovascular em uma coorte de caucasianos (Kathiresan et al.,

2008).
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Essa estratégia de combinacbes de SNPs,de determinada via
biolégica, como uma painel de marcador de risco para DAC tornou-se
bastante atrativa e esta abordagem foi tomada neste trabalho (Kathiresan et

al., 2008).

1.7 HDL-c e Paraoxonase

A dislipidemia € considerada fator de risco para a DAC ha algumas
décadas, porém na atualidade tem-se dado maior atencdo as fracbes do
colesterol. Evidéncias recentes sugerem que a lipoproteina de alta
densidade (HDL) inibe a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL)
e, portanto oferece protecao contra o risco de DAC.

Esta propriedade antioxidante do HDL €é dada em parte pela
paraoxonase 1 (PON1), enzima associada ao HDL, que protege as
lipoproteinas contra a peroxidacéo lipidica. Portanto a PON1 aparentemente
tem funcdo primordial na protecdo contra DAC (Hassett et al., 1991,
Mackness e Durrington, 1995; Pfohl et al. 1999; Navab et al., 2000). Esta
relacdo entre paraoxonasel e DAC foi apenas recentemente bem

estabelecida.
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1.7.1 Paraoxonase

A Paraoxonase (PON) é uma familia multigene de enzimas, a qual inclui
PON1, PON2 e PONB3, localizados adjacentemente no cromossomo 7g21-3 em
humanos. A PON foi historicamente e primariamente estudada na toxicologia,
por sua propriedade em hidrolizar um grande numero de compostos
organofosforados, presente em inseticidas, pesticidas e gazes que atuam no
sistema nervoso central. Desta forma explica-se a origem do nome paraxonase,
que advém do pesticida paraoxon (La Du, 1988; Davies et al., 1996).

Nestes primeiros estudos de hidrélise do paraoxon, ja foi determinada
grande variabilidade de resposta na capacidade de hidrélise do paraoxon
entre individuos sob influéncia de dois polimorfismos: PON1 Leu55Met e
R192Q (Mackness et al., 1998).

PON1, PON2 e PON3 compartilham similaridade em 60 a 65% dos
aminoacidos (Primo-Parmo et al., 1996). PON1 foi a primeira a ser
encontrada e a mais estudada. PON2 e PON3 foram apenas recentemente
identificadas e ainda apresentam suas funcbes apenas superficialmente
determinadas (Mackness e Mackness, 2004) (Figura 2).

A PONL1 é uma proteina constituida por 354 aminoacidos, com peso
molecular de 43kDa. (Durrington et al., 2001). O principal local de sintese da
PON1 é o figado, e no sangue encontra-se fortemente e quase
exclusivamente associada a HDL-c. Recentemente, foi demonstrado que
menos de 5% da paraoxonase sérica estaria ligada a VLDL-c e que uma
guantidade ainda menor estaria presente nos quilomicrons (Aviram e

Rosenblat, 2008; Fuhrman et al., 2005).
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Sabe-se que PON 3 também reside na particula de HDL (Blatter et al.,
1993; Mackness et al., 1993; Watson et al. 1995; Reddy et al., 2001), porém
in vivo a grande responsavel pela acdo protetora do HDL-c, limitando a
oxidagao do LDL-c, € a PONL1. In vitro, as trés PON protegem o LDL da
oxidacdo (Beaglehole e Magnus, 2002; Naghavi et al., 2003b; Watkins e

Farrall, 2006; Lloyd-Jones et al., 2004b; Voetsch B, Loscalzo, 2004).
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Figura 2 - Familia gene PON no cromossomo 7. Apenas alguns polimorfismos estéo
representados [Fonte: Ranade et al., 2005]

A atividade enzimatica da PONL1 ja esta presente em recém-nascidos,
sendo que a partir de um ano de idade atinge concentracdes séricas
semelhantes ao adulto. Estas concentragcdes parecem ser constantes por
toda a vida, ndo tendo sido relatadas diferencas entre os sexos (Mackness e
Mackness, 2004). Entretanto, ja foi relatado que a atividade enzimatica da
PON1 varia de 10 a 40 vezes entre as populacdes com diferentes formacdes
étnicas, bem como se apresenta diminuida em pacientes portadores de
certas patologias como diabetes, hipercolesterolemia familiar, cirrose
hepatica, doenca renal cronica, entre outras (Mackness et al., 1998;
Aynacioglu et al., 1999; Li et al.,2003).

A PONL1 esta diretamente relacionado a propriedades anti-oxidativas e

anti-inflamatérias e desta forma tem sido o maior foco das pesquisas que
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buscam a correlacdo da PON com doencas cardiovasculares. Ja esta bem
estabelecido que a atividade sérica da paraoxonase 1 esta inversamente
correlacionada com DAC, hipercolesterolemia e diabetes (Chen et al., 2003;
Hueb et al., 2007).

Desta forma, por apresentar esta atividade antioxidante e a hipétese
do LDL oxidado ser um mediador chave da aterosclerose; a paraxonase 1
tem sido considerada como gene candidato para explicar a susceptibilidade

para DAC.

1.8 Variantes genéticas da Paraoxonase 1 e DAC

A atividade da PON1 é claramente influenciada pelos SNPs. Os
polimorfismos mais estudados da paraoxonase estédo localizados no gene
PONL1 e sao eles: Leu55Met, R1920Q.

Ambos tém sido estudados em relacdo ao risco de DAC, porém os
resultados tem sido conflitantes em diferentes populacbes (Witztum e
Steinberg, 1991; Aviram et al., 1998).

O polimorfismo GIn192Arg ou R192Q, resultante da substituicao
Glutamina por Arginina na posi¢cado 192, associou-se com maior presenca de
extensdo da DAC em individuos diabéticos (Robertson et al., 2003). Os
individuos homozigéticos para esta variacdo apresentaram menor atividade
sérica desta enzima e sua relacdo com o tabagismo conferiu uma
importancia ainda maior ao polimorfismo (Wang et al., 2003; Robertson et

al., 2003; Martinelli et al., 2004).
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Alguns estudos tém sugerido que o tabagismo aumenta o risco para
DAC, pois reduz a atividade da PON1 e conseqientemente promove a
oxidacdo lipidica. Desta forma, pacientes com variantes genéticas que
causam baixa atividade de PON1 apresentariam maior risco para DAC risco
associado ao tabagismo (Robertson et al., 2003).

Também esté descrita a correlagdo entre os polimorfismos da PON e
0 numero de coronéarias acometidas em um estudo de 711 pacientes do
estudo “Women’s Ischemia Syndrome Evaluation” (WISE). O odds ratio para
trés artérias foi 2.80 (1C95%: 1,06 - 7,37; p = 0,038) para PON1 cédon 192
Arg/Arg e 3,68 (IC95%: 1,26 - 10,68; p = 0,017) para PON2 co6don 311
Cys/Cys (Chen et al.,, 2003). Este estudo avaliou apenas a associagao
polimorfismo e extensdo da doenca, ndo forneceu dados evolutivos destes
pacientes.

Foi feito o estudo de polimorfismos relacionados a PON na populacéo
do estudo “Cholesterol and Recurrent Events” (CARE), pacientes com
histéria de infarto agudo do miocardio e com acompanhamento por cinco
anos. Neste estudo o polimorfismo GIn192Arg foi um importante fator de
risco para acidente vascular encefalico nesta populacdo de pacientes
coronarianos (p=0,003 na analise multivariada incluindo sexo, idade, LDL-c
hipertenséo, diabetes, tabagismo e tratamento com pravastatina). A chance
de apresentar AVE foi 2,28 vezes para os heterozigotos e de 2,47 para 0s
homozigotos (Arg/Arg), quando comparados com os homozigotos (GIn/GIn).

(Ranade et al., 2005).
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Na populacédo brasileira, um estudo recente demonstrou Leu55Met
como marcador genético independente para o primeiro evento de DAC
(Jarvik et al., 2000).

Ha varios estudos sobre a correlacédo entre DAC e os polimorfismos
da PON (Robertson et al., 2003; Yamada et al., 2004), porém além dos
resultados serem conflitantes, ha poucos estudos que avaliaram a influéncia
do polimorfismo da PON 1 na sobrevida dos pacientes e risco de novos
eventos cardiovasculares (Lawlor et al., 2004).

Até o momento foi estudado em diversas populacdes o efeito destes
polimorfismos no risco da doenca (primeiro evento e extensao da doenca),
mas os dados ainda ndo sdo conclusivos. Uma meta-analise sobre a
associacao do polimorfismo R192Q e a DAC concluiu que até 0 momento da
analise ndo havia evidéncia robusta para definitivamente associar o
polimorfismo R192Q com DAC (Lawlor et al., 2004).

Os dados na literatura sdo ainda mais escassos sobre o efeito
preditor, dos polimorfismos da PON, para novos eventos cardiovasculares
em pacientes com DAC estabelecida.

Recentemente, setembro de 2009, foi publicado um estudo onde foi
analisado o efeito de dois polimorfismos da PON1: R192Q e Leu55Met nos
pacientes pertencente ao REgression GRowth Evaluation Statin Study
(REGRESS). Neste estudo foi avaliada a relagcao destes dois polimorfismos
e 0s eventos cardiovasculares ap6s 10 anos. A glutamina no codon 192 e a
metionina no coédon 55 foram associadas com maior risco de morte por

doenca coronaria isquémica, estando o risco por alelo aumentado em 1,71
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vezes com a presenca da glutamina e em 1,56 pela presenca da metionina
(Regieli et al., 2009).

Estes resultados enfatizam a nossa hipétese sobre a importancia e
relevancia desta via polimorfica na predicao de eventos cardiovasculares em

pacientes com doencga coronaria estabelecida (Regieli et al., 2009).

1.9 Relevancia do Estudo

O aspecto relevante deste estudo € que a maioria dos estudos
publicados tem relatado a associacdo dos polimorfismos da PON e o risco
de DAC, principalmente o primeiro evento (infarto agudo do miocéardio) ou
diagnéstico da lesdo coronéria.

Faltam estudos com dados evolutivos, referentes a incidéncia de
novos eventos cardiovasculares e mortalidade em uma populagcdo com
doenca coronaria estabelecida. Pouco se sabe sobre a influéncia dos
polimorfismos da PON1 no progndstico em pacientes com DAC apos o
primeiro evento cardiovascular.

Ha poucos estudos na populacdo brasileira sobre a associacdo de
polimorfismos e DAC. Considerando que os polimorfismos sdo altamente
determinados por ragas e etnias, € de extrema importancia estudos
brasileiros que explorem a relag&o dos polimorfismos da PON1 e DAC.

Este estudo tem como objetivo responder a estas questdes que ainda
estdo em aberto na literatura atual, demonstrando a influéncia dos

polimorfismos da PON1 na evolugédo de pacientes com doenca coronaria na

populacao brasileira.
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Diante de todos estes fatos expostos, este estudo torna-se unico e
imprescindivel a literatura médica. Neste presente estudo serdo analisados
cinco polimorfismos do gene da PON1l: R192Q, R160G, Leu55Met,
Promoter_161 e rs3917464. Nenhum outro estudo abordou de forma téo
abrangente os polimorfismos no gene da PON1.

Este estudo sera o primeiro estudo prospectivo, randomizado para
grupos de tratamento de doenca cardiovascular, com follow-up durante todo
o periodo do estudo, que avaliara o efeito dos polimorfismos da PON1 nos

eventos cardiovasculares.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Primario

Investigar o valor preditivo de cinco polimorfismos (R192Q, R160G,
LeuS55Met, Promoter_161 e rs3917464) localizados no gene da PONL1, para
eventos combinados (infarto agudo miocéardio, mortalidade geral e
necessidade de nova intervencdo devido a angina refrataria) em uma
populacdo com doenca corondria multiarterial estavel e funcdo ventricular

normal no periodo de cinco anos.

2.2 Objetivos Secundarios

a) Investigar o valor preditivo de cinco polimorfismos (R192Q, R160G,
LeuS55Met, Promoter 161 e rs3917464) localizados no gene da PON1 em
uma populagdo com doenca coronaria multiarterial estavel e funcgéo

ventricular normal, no periodo de cinco anos para:

mortalidade geral;

nova intervencgao;

incidéncia de acidente vascular encefélico;

incidéncia de infarto agudo miocardio.
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b) Investigar o valor preditivo dos cinco polimorfismos da PON1 no
subgrupo de pacientes randomizados para o grupo clinico do estudo

MASS II;

c) Avaliar a influéncia dos polimorfismos da PON1 no comportamento
de Colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol e triglicérides em cinco

anos.



3 METODOS
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3.1 Estudo MASS I

“The Medicine, Angioplasty or Surgery Study II” (MASS IlI) é um
estudo randomizado, unicéntrico, prospectivo e multidisciplinar que teve
como objetivo comparar os resultados imediatos e tardios dos trés
tratamentos disponiveis: clinico, revascularizacdo cirdrgica do miocardio e
intervencdo percutanea coronaria em pacientes portadores de DAC com
estenose arterial coronaria em multiplos vasos e funcéo ventricular esquerda
preservada (Hueb et al., 2007). Em cada grupo terapéutico, foram
analisados os seguintes eventos: necessidade de nova intervencao devido a
angina refrataria, infarto do miocéardio e morte. A interferéncia dos fatores de
risco tais como: hipertensdo arterial, dislipidemia, tabagismo foram também
considerados.

O MASS Il foi desenvolvido no Instituto do Coracdo (InCor) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo (FMUSP), envolvendo
a Unidade Clinica de Coronariopatia Cronica, Servico de Hemodinamica,
Divisdo de Cirurgia Cardiaca, e demais unidades interligadas para exames e
procedimentos, com a aprovagdo da Comissdo Cientifica do Instituto do
Coracgéo e da Comissdo de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.
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3.1.1 Selecao de pacientes

Durante um periodo de cinco anos (maio de 1995 a maio de 2000), o
estudo MASS Il selecionou 611 pacientes, que foram randomizados em trés
grupos:

- 203 pacientes (33%) para revascularizacéo cirargica do miocardio;

- 205 pacientes (34%) para angioplastia coronaria transluminal;

- 203 pacientes (33%) para tratamento clinico medicamentoso.

Os pacientes sO0 foram incluidos e randomizados se, cirurgifes,
hemodinamicistas e médicos clinicos concordassem simultaneamente sobre
a possibilidade de qualquer uma das opcdes de tratamento.

A participacao dos pacientes foi voluntaria apds obtencao do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo A), inclusive para a coleta de
material genético que foi feita no inicio do estudo. Este estudo foi aprovado
na Comissao Cientifica do Instituto do Coracdo, sob o n° 2623/05/043
(Anexo B), e da Comissdo de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo sob o n° 416/05 (Anexo C).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os termos

da declaracéo de Helsinque e de boas praticas clinicas.



25

3.1.2 Critérios de incluséo

A populacdo considerada para a inclusdo neste estudo foram
pacientes  com DAC  multivascular  sintomatica, = documentada
angiograficamente, e isquemia miocardica, referida através de sintomas ou
identificadas por testes ergométricos. A angina de peito foi graduada pela
“Canadian Cardiovascular Society” (CCS) (classe Il ou lll). A obstrucéo
luminar deveria ser maior do que 70%, em pelo menos duas artérias
principais, diagnosticadas visualmente pela cinecoronariografia. O paciente
foi considerado apto a ser submetido a revascularizacdo do miocéardio (RM)
ou angioplastia transluminal coronaria (ATC), quando portador de condicdes
clinicas e angiograficas e obedecendo aos critérios previamente

estabelecidos em consensos.

3.1.3 Critérios de exclusao

Os critérios para a néao inclusao foram:

idade inferior a 35 anos ou superior a 77 anos;

- infarto agudo do miocardio ou angina instavel nas ultimas quatro
semanas;

- acidente vascular encefalico ou Ataque isquémico transitorio nos
altimos seis meses;

- doencas cardiacas associadas (congénitas, valvar, miocardiopatia,
nao-isquémica, pericardica);

- disfuncédo ventricular com fragcdo de ejecdo < 45% (férmula de

Dodge);



26

- aneurisma de ventriculo esquerdo;

- intervencdes percutaneas ou cirdrgias previas;

- lesao de tronco da artéria coronaria esquerda >50%;

- anatomia coronaria inacessivel para ATC ou RCM (segundo o
consenso dos cardiologistas envolvidos);

- gravidez (suspeita, diagnosticada ou planejada);

- outras co-morbidades que contra-indicassem ATC ou RCM;

- expectativa de vida limitada devido doenca grave associada
(neoplasia, insuficiéncia renal ou hepdatica, doencas hematolégicas
ou discrasias sanguineas);

- impossibilidade do paciente em colaborar com o protocolo de

estudo ou acompanhamento ambulatorial.

3.1.4 Definicéo de critérios e procedimentos de investigacao

A angina foi considerada de acordo com a classificacdo funcional da
CCS (Campeau, 1976), entendendo-se como refrataria quando os pacientes
tratados com terapia anti-isquémica triplice (beta-bloqueador e/ou
bloqueador de canal de calcio, nitrato e aspirina) ndo obtiveram sucesso,
necessitando de uma intervencgao.

O infarto agudo do miocardio foi assim definido:

a) surgimento de novas ondas Q em pelo menos duas derivacdes
eletrocardiogréaficas contiguas; ou:

b) sintomas compativeis com I1AM, associados a elevagédo da fracao

MB da enzima creatinofosfatoquinase (CPK) maior que trés vezes o limite
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superior ao normal, ndo sendo considerado para o grupo ATC quando esta
elevacdo ocorresse dentro de 96 horas apés o procedimento (Chaitman et
al.,, 1997) e para o grupo da cirurgia ndo foi considerado a elevacéo
enzimatica até quatro vezes o limite superior dentro das primeiras 48 horas.

O acidente vascular encefalico foi definido através de exames clinicos
pelo neurologista e com confirmacao de imagem.

O diagndstico de diabetes foi realizado pelos critérios estabelecidos pelo
“Expert Committee of Americam Diabetes Association (ADA)”, sendo os valores
de corte 126 mg/dL ao jejum e 200 mg/dL apds o teste de tolerancia a glicose
(GTT) ou glicemia ao acaso. O diagndstico de hipertensao arterial sistémica
foi considerado quando os niveis de pressdo sistélica e diastélica foram
maiores que 140 e 90 mmHg, respectivamente ou em uso de antihipertensivo,
baseado na definicdo da V Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial (SBC,
2007). A sindrome metabdlica foi definida segundo os critérios do “National
Cholesterol Education Program” (NCEP) (Charles et al., 2003).

Em relacdo ao tabagismo, ex-tabagista foi considerado quando
cessou de fumar ha mais de um ano e o indice de massa corpoérea (IMC) foi
calculado conforme a férmula Peso/Altura®.

A revascularizacdo do miocardio anatomicamente completa foi
definida, angiograficamente, como a auséncia de lesdo coronaria residual
importante (> 70%) em todos os ramos epicardicos considerados passiveis
de receber o tratamento através da ATC ou de acordo com o numero de
anastomoses distais realizadas em todos 0s vasos considerados doentes na

mesma condicdo (Bourassa, Yeh et al., 1998).
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Os eventos cardiacos passaram a ser considerados a partir da data
de randomizacédo, seguindo o principio de “intention to treat”.

O teste de esforco foi considerado ineficaz quando o paciente nao
conseguiu atingir 5 METs (equivalente metabdlico) ou frequéncia cardiaca
maxima < 80%. Exames de rotina incluiram ECG de repouso,
ecocardiograma e rotina laboratorial a cada seis meses.

As cinecoronariografias foram realizadas incluindo coronariografia e
ventriculografia esquerda pela técnica de Sones ou Seldinger, com registro
de pelo menos quatro projecdes ortogonais para a avaliacdo da artéria
coronaria esquerda e duas projecdes patra a artéria coronaria direita (Sones,
1962) A fracdo de ejecao foi calculada pela formula de proposta por Dodge
(Dodge et al, 1966). Dois observadores experientes quantificaram
visualmente as obstru¢des, bem como a presenca de circulacao colateral. A
classificacdo das lesbes coronarias foi baseada na sua localizacao,
gravidade, extensdo e angulacdo conforme proposto por Ryan et al. (1993).
A doenca aterosclerdtica coronaria multiarterial foi considerada quando
encontrada estenose de > 70% em mais de uma artéria coronaria ou um dos
seus ramos, considerando-se apenas vasos com doiametro luminal superior
al5mm.

Os pacientes do grupo ATC foram submetidos a angiografia
coronéria, de rotina, no sexto més pos-procedimento. A realizacdo da

cinecoronariografia estava programada para o quinto ano de seguimento.
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3.2 IntervencaoTerapéutica
3.2.1 Terapéutica clinica

Os pacientes incluidos neste estudo foram submetidos a um
completo regime terapéutico os quais incluiram: nitratos, aspirina, beta-
bloqueadores, bloqueadores dos canais de calcio e inibidores da enzima de
conversao de angiotensina (ECA), ou uma combinacdo destes farmacos, a
menos que, contra-indicados. Inibidores da Hydroxymethylglutaryl-
Coenzima-A redutase também foram prescritos, além da recomendacéo de
uma dieta pobre em gorduras saturadas e carboidratos. Insulina e
hipoglicemiantes orais foram prescritos para o controle glicémico dos
pacientes portadores de diabetes.

Todos os medicamentos estavam disponiveis sem 6nus para 0S
pacientes no Instituto do Coracéo, e foram prescritos para 0s trés grupos
terapéuticos.

As consultas foram trimestrais no primeiro ano de acompanhamento
e, a partir do segundo ano foram semestrais. Durante as consultas, eram
feitas avaliagBes clinicas e laboratoriais com o intuito de atingir todas as
metas estabelecidas para o controle dos fatores de risco da DAC, de acordo

com as recomendacdes vigentes.
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3.2.2 Revascularizacdo miocardica percutanea

Para os pacientes encaminhados para o tratamento percutaneo, o
procedimento estava disponivel dentro de trés semanas ap0s a
randomizacdo. Os recursos utilizados para a terapéutica através de cateter,
incluiram: “stents”, LASER, aterectomia direcional e baldo, sendo que em
80% pelo menos um “stent” foi utilizado. Os intervencionistas foram
estimulados a intervir em todas as artérias que pudessem estar contribuindo
para a isquemia miocéardica e/ou demonstrassem obstrucdo > 70%, de tal
modo que a estratégia foi planejada para permitir a revascularizacdo
funcional completa. A ATC foi realizada de acordo com protocolo
padronizado, incluindo a administragao oral de aspirina ou ticlopidina nas 24
horas precedentes; heparina endovenosa (10000 Ul) e nitroglicerina foram
infundidas imediatamente antes e durante o procedimento. Glicoproteina
lIb/llla ndo foi usada neste grupo de pacientes e, o0 procedimento
percutaneo, seria considerado como sucesso, quando a estenose residual
fosse inferior a <50% do didmetro luminal TIMI-3 ou foi reduzida em pelo
menos 20% do valor inicial da les&o.

No caso de oclusdo aguda do vaso tratado durante a ATC, a cirurgia

de revascularizac@o miocérdica de emergéncia foi uma opcao.
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3.2.3 Revascularizacao cirurgica do miocéardio

Para os pacientes encaminhados para a revascularizacdo cirdrgica
do miocardio, o procedimento estava disponivel dentro de quatro semanas,
ap6s a randomizacdo. A revascularizacdo completa foi estimulada se
tecnicamente factivel em todas as artérias abordaveis, incluindo aquelas
com estenose > 50%. Todos os recursos foram utilizados, tais como:
enxertos venosos ou condutos arteriais (artérias mamarias, artéria radial ou
gastroepipldicas), sendo que em 90% dos casos a mamaria esquerda foi
utilizada. A técnica cirdrgica foi utilizada de acordo com o procedimento
padronizado, sob hipotermia e uso de solucéo cardioplégica (Kirklin et al.
1991) N&o foi utilizada técnica cirdrgica sem circulacao extra-corpérea.

Embora, a intervencdo em todas as artérias possiveis de
revascularizacédo foi recomendada, a revascularizagdo equivalente para os

dois grupos néo foi mandatéria.

3.3 Definicdo de Variaveis para o Banco de Dados

O estudo MASS Il apresenta um amplo banco de dados que foi
concebido no inicio deste estudo. Estes dados sd@o coletados de forma
continua e prospectiva por toda equipe envolvida no estudo.

Este banco de dados conta com a dedicacédo integral de uma equipe
composta por assistentes de pesquisa, enfermeiras e estatistica; sob a
coordenacao e supervisao do pesquisador principal e idealizador do MASS II:

Dr. Whady Hueb.
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Os dados clinicos, demograficos, laboratoriais e imagenoldgicos

coletados foram:

idade;

Sexo;

etnia;

resultados de angiografias;

histéria de eventos coronarios prévios;
histéria de hipertensao;

historia de diabetes mellitus;

grau de gravidade de angina;

condicdo de fumante presente ou ausente;
peso, altura e IMC,;

valores séricos em jejum de glicose, colesterol total, HDL-c, LDL-c
e triglicerides;

fracdo de ejecao do VE;

alocacdo para o grupo de tratamento;
namero de vasos acometidos;

DNA gendmico.
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3.4 MASS Il Genético

O estudo MASS Il consistiu em 611 pacientes, sendo que destes 540
tiveram material genético coletado na randomizacdo e armazenado
apropriadamente para analises futuras. Entretanto, apenas 518
apresentaram amostras adequadas para a analise. Esta populacdo constitui

a nossa populacéo de estudo e sera denominada MASS Il genético.

3.4.1 Preparacao da amostra para analise dos polimorfismos

Foram colhidos trés tubos estéreis com cerca de 3,0 mL de sangue
cada, dois destes contendo EDTA (Vacutainer BD, concentracao final de
1 - 2 mg/mL) para a extracdo do plasma e outro com gel e ativador de
agregacdo plaquetaria para extracdo do soro de todos o0s pacientes
pertencentes ao estudo MASS Il no inicio do estudo.

As amostras foram colocadas imediatamente apds a coleta em gelo
para o posterior transporte até o Laboratério de Genética e Cardiologia
Molecular do InCor, onde foram centrifugadas a 3000 r.p.m. por 10 minutos
em centrifuga clinica resfriada a 4°C. O precipitado (contendo leucécitos) do

tubo contendo EDTA foi armazenado a -20°C para a extracdo do DNA.
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3.4.2 Selecdo dos SNPs

Foram estudados os cinco marcadores polimérficos mais descritos no
gene da PON1. Todos estes estdo localizados no cromossomo 7.

Os polimorfismos séo identificados pelo namero de referéncia do
polimorfismo (rs) [RefSNP (rs) Number]. Alguns polimorfismos, usualmente
0S mais estudados, possuem um nome que o identifica além do rs.

A seguir, os polimorfismos da PON1 estudados, estao listados com o
rs e nome do polimorfismo:

a) R192Q: rs662;

b) R160G: rs13306698;

c) Leu55Met: rs854560;

d) Promoter 161 ou P_161: rs705381;

e) rs3917464.

Dentre os polimorfismos selecionados para este estudo, apenas o
altimo rs3917464 ndo apresenta um nome.

Estes polimorfismos estdo na seguinte ordem no gene (Figura 3).

1
e

rs13306698
rsg54560
rs705381
rs3917464

rs662

Figura 3 - Sequéncia dos cinco polimorfismos do gene PONL1 estudados

Estes SNPs foram genotipados nos pacientes pertencentes ao estudo

MASS Il Genético.
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A substituicdo de nucleotideo envolvida nos polimorfismos estudados
esta listada na Tabela 1, representada por alelo ndo polimérfico e alelo
polimorfico. As Ultimas duas colunas desta tabela, mostram a posicdo da
proteina onde ocorre a troca de residuo, em consequéncia do polimorfismo.
Esta troca de residuo e a posi¢cdo na proteina, nos esclarece a origem de

alguns nomes dados aos polimorfismos.

Tabela 1l - Polimorfismos estudados no MASS Il genético: substituicdo

de nucleotideos e relacéo destes com a proteina

Troca alelo

Polimorfismo  Alelo nao Alelo Eosn;,ao Troca Residuo
PP A roteina
polimérfico  polimoérfico

R192Q A G 192 Q [GIn] — R [Arg]
R160G A G 160 R [Arg] — G [Gly]
Leu55Met T A 55 L [Leu] — M [Met]
Promoter 161 C T

rs3917464 G C

... dado nao disponivel

3.4.3 Polimorfismos da PON1: frequéncia no International HapMap

Project

A Tabela 2 lista a referéncia dos cinco polimorfismos da PONL1
selecionados para este estudo e as frequéncias dos gendtipos e alelos
destes polimorfismos na populacdo caucasiana no banco de dados HapMap.
O Projeto Internacional HapMap é um projeto publico internacional resultado
da parceria de agéncias de pesquisas do Canada, China, Japao, Nigéria,
Inglaterra e Estados Unidos, com o objetivo de ajudar pesquisadores a
encontrarem genes associados com doencas e resposta terapéutica a

medicamentos.
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Polimorfismos estudados: contexto genémico e referéncia

no “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) -

Frequéncia na populacdo caucasiana no banco de dados

HapMap: Cromossomo 7 gene PON1

Polimorfismo Alelo ancestral Gen6tipo Alelos
| |
AIA AIG GIG A G
R192Q rs662 G - I
0.400 0.483 0.117 0.642 0.358
AIA AIG GIG A G
R160G rs13306698 A
1.000 1.000
A/A AIT TIT A T
Leu55Met rs854560 Néo disponivel - —
0.362 0.483 0.155 0.603 0.397
CiC CIT TIT C T
Promoter 161 rs705381 C —— —
0.036 0.964 0.018 0.982
GIG GIC C
rs3917464 G
1.000 1.000

3.4.4 Genotipagens

A metodologia de genotipagem, jA amplamente utilizada no Laboratério

de Genética e Cardiologia Molecular do InCor, é por digestdo enzimatica com

endonuclease apdés realizacdo de reacdo de PCR amplificando a regido

polimorfica.

A analise é feita posteriormente por resolucdo de tamanho de

fragmentos através de gel de agarose e as informagfes obtidas guardadas

em formato digital.

A andlise genética de cada polimorfismo ira nos informar para cada

paciente quais sé@o os alelos. O paciente pode apresentar apenas um alelo
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polimorfico (heterozigoto), ou dois alelos polimorficos (homozigoto), ou

ambos os alelos nao polimérficos (homozigoto: “wild type”).

3.4.5 Extracdo e processamento do DNA

O DNA foi extraido das amostras de sangue, e armazenado utilizando
o0 método de “salting-out”. O DNA extraido foi armazenado a -20°C e foi
amplificado através de reacdes em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-
se pares de “primers” desenhados para detectar as mutacfes dos genes

estudados.

3.4.6 Digestdo com enzimas de restricao

A técnica envolve uma reacdo em cadeia da polimerase, onde os
produtos de amplificacdo para as mutacdes em questdo sao digeridos pelas
respectivas enzimas de restricdo, que diferencia os alelos alternativos.

Os produtos de digestdo foram analisados em eletroforese em gel de
agarose 2%.

Para a andlise de cada polimorfismo, as condi¢cdes de reacédo foram
obedecidas conforme as instrucbes de cada fabricante para cada enzima.
Em geral, 10 unidades de enzima foram usadas para cada 1 ug de DNA em
temperatura 6tima, por um tempo maior que trés horas de incubacéo para

gue a digestdo ocorresse com certeza.
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3.5 Analise Estatistica

Os pacientes foram divididos em trés grupos conforme o genétipo de
cada polimorfismo (ex: AA, AB e BB). Também foram feitas analises por
analise genotipica de dominancia e alélica aditiva.

Na analise genotipica de dominéancia foi considerado a presenca ou
nao do alelo em analise. Por exemplo, a analise de dominancia do alelo G
no polimorfismo R192Q, considerou o alelo G presente nos pacientes com
genodtipo GG e GA e ausente nos pacientes AA e quando feita a analise de
dominancia do alelo A, este foi considerado presente nos pacientes AA / AG
e ausente nos pacientes GG.

Nas analises alélicas aditivas, foi selecionado o alelo “alvo” e
somou-se 0 numero de alelos presentes nas posicées de interesse para a
analise.

As variaveis foram analisadas descritivamente, obtendo-se valores
minimos e maximos, calculo da média + desvio padrdo (DP) para variaveis
continuas; e valores de frequéncia absoluta e relativa para variaveis
categoéricas.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes foram
analisadas nos genotipos apresentados nas posicdes estudadas.

As variaveis categoricas foram analisadas pelo teste do qui-quadrado.
Esta analise permite testar a igualdade entre os grupos. Este teste compara
as frequéncias observadas e esperadas em cada categoria; quando a
frequéncia esperada foi inferior a 5, foi utilizado o teste exato de Fisher ou

teste de verossimilhanca.
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As diferencas nas variaveis continuas entre os grupos foram
analisadas por ANOVA (trés ou mais grupos) ou teste T Student (dois
grupos).

Foi feita a verificacdo da distribuicAo gaussiana para todas as
variaveis continuas. As variaveis continuas sem distribuicdo normal, foram
submetidas a transformacéao logaritimica.

As variaveis continuas sem distribuicdo gaussiana foram analisadas
por teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.

A analise estatistica utilizada para as variaveis categoricas, qui-
quadrado, ndo considera a natureza longitudinal (coorte) deste estudo. A
populacdo do estudo MASS Il apresenta um acompanhamento de cinco
anos e foi recrutada prospectivamente. Desta forma, para a analise
complementar do desfecho primario (eventos combinados) e secundario
(mortalidade geral, nova intervencéo, AVE e IAM) levando em consideracao
o desenho deste estudo (coorte, longitudinal) foram feitas as curvas de
Kaplan-Meier (tempo para o0 evento) no decorrer de cinco anos de
acompanhamento dos pacientes do estudo MASS Il. Foram feitas curvas a
fim de mostrar a relacdo de cada polimorfismo com cada desfecho estudado
nos cinco anos de estudo. Todas as curvas foram comparadas
estatisticamente pelo teste de Log Rank. As curvas de Kaplan-Meier estéo
representadas pelas curvas de sobrevida (Survival Function).

O teste de Log Rank também pode ser chamado de teste de Cox-
Mantel. Este teste tem como objetivo analisar duas ou mais curvas de

sobrevida para determinar se ha diferenca estatistica entre estas curvas.
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O odds-ratio (OR) com intervalo de confianca de 95% (IC95%) esta
demonstrado para os desfechos analisados pela regressao logistica.

A analise multivariada, regressao logistica, foi feita para os desfechos
clinicos de interesse neste estudo. Para a montagem do modelo de
regressao logistica, optou-se por uma abordagem conservadora, incluindo-
se uma variavel independente (preditora) para cada 10 eventos (variavel
dependente). As variaveis independentes foram selecionadas para o modelo
de acordo com o valor de significancia desta variavel na analise univariada e
principalmente se esta é considerada um fator confundidor para o desfecho
clinico em questao.

Neste estudo foram considerados estatisticamente significativos os
testes com erro tipo I, alpha, menor que 0,05. Este valor foi estabelecido
arbitrariamente e tem sido utilizado rotineiramente na literatura médica como
valor de corte. Sendo o valor de p menor que 0,05 significa que existe uma
chance menor do que 1 para 20 de que o resultado tenha sido obtido por chance.

Na apresentacdo dos resultados os testes com valor de p menor que
0,05 seréo apresentados em destaque.

O software utilizado para estas analises foi o Statistical Package for
the Social Sciences 13.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL,USA) em versdo Windows.

As analises complementares de haplétipos e por alelos para os
desfechos clinicos de interesse foram feitos no programa Haploview 4.0
versdo para Mac, assim como a determinacdo dos desequilibrios de ligacao

dos polimorfismos estudados.



4 RESULTADOS
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4.1 Anélise da Populacdo do MASS Il Genético no Tempo Basal

As caracteristicas clinicas, demogréficas, laboratoriais e as variaveis
angiogréficas dos 518 pacientes do MASS Il Genético e dos grupos de
tratamento aleatorizados no tempo basal, estéo listadas na Tabela 3.

Apesar de o estudo MASS Il Genético ter excluido 93 pacientes do
estudo MASS I, acredita-se que esta perda foi randémica. Este fato é
suportado pela manutencdo do equilibrio no nimero de pacientes nos trés
grupos de tratamento.

Apesar deste aparente equilibrio no ndmero absoluto de pacientes
entre os grupos, houve diferenga estatisticamente significativa entre o0s
grupos de tratamento em trés variaveis. No inicio do estudo, o DM estava
diagnosticado em 44% dos pacientes do grupo médico vs. 42% do grupo
cirtrgico, e 30,9% do grupo ATC. Conseqlientemente, os valores de glicemia
de jejum também foram diferentes entre os grupos (p=0,035). Os valores de
glicemia foram concordantes com a presenca de diabetes, sendo que o
grupo médico apresentou a média de glicemia mais elevada (137,5 mg/dL).

O Infarto do Miocérdio prévio também apresentou diferenga entre os
grupos (p = 0,029). Os pacientes do grupo ATC foram o0s que apresentaram
maior percentual de IAM prévio (52,2%), seguido pelo grupo cirdrgico

(45,4%) e grupo médico (38%).
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4.2 Polimorfismos da PON1 no MASS Il Genético

A distribuicdo das variantes genéticas rs662(R192Q), rs13306698
(R160G), rs854560 (Leu55Met), rs705381 (Promoter_161) e rs3917464, em
relacdo as caracteristicas clinicas basais e o0 tipo de tratamento dos
pacientes do projeto MASS Il encontram-se listadas no Anexo D. Nestas
caracteristicas basais estdo incluidas caracteristicas demograficas como
sexo e raca; caracteristicas clinicas como tabagismo, diabetes mellitus,
sindrome metabdlica e o tipo de lesdo coronaria (biarterial ou triarterial) e o
grupo de tratamento para o qual o paciente foi alocado no estudo MASS II.

Dois polimorfismos (Promoter_161 e rs3917464) ndo apresentaram
qualquer diferenca entre os genotipos.

A varidvel que apresentou maior diferenca nos polimorfismos
estudados foi a raca. Dois polimorfismos apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre os genaétipos estudados na distribuicdo da
raca (R160G e Leu55Met). A populacdo do estudo MASS Il constitui-se
predominantemente por pacientes da raca branca. A raca amarela e negra
apresenta numero de paciente bem menor do que a raca branca, fato que
gera uma distribuicdo ndo homogénea dos pacientes entre as racas.

O polimorfismo R160G apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,0437) entre as lesBes coronarias biarteriais e triarteriais,
porém este polimorfismo foi extremamente raro nesta populacédo estudada.
Apenas cinco pacientes eram portadores do alelo G, sendo 492 néo

portadores deste alelo polimorfico.
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A incidéncia do tabagismo apresentou diferenca significativa entre os
alelos dos polimorfismos estudados apenas no polimorfismo PON1 R192Q

(p = 0,0352).

4.3 Caracteristicas dos Pacientes em Relagcdo as Variantes Genéticas

e Uso de Drogas

Neste estudo foram analisadas trés classes de drogas que séo
rotineiramente utilizadas no manejo clinico da doenca arterial coronaria:
estatinas, anti-hipertensivos e antiplaquetérios.

O uso destas medicacbes pode ser um fator confundidor na analise
da associagcdo entre os polimorfismos e os desfechos clinicos, por isso é
fundamental a andlise da distribuicdo do uso destas medicacbes entre 0s
gendtipos estudados.

A distribuicdo das variantes genéticas rs662(R192Q), rs13306698
(R160G), rs854560 (Leu55Met), rs705381 (Promoter_161) e rs3917464, em
relacdo ao uso de drogas anti-hipertensivas, estatinas e anti-plaquetaria no
tempo basal dos pacientes do projeto MASS Il encontram-se listadas no
Anexo E. O uso das drogas nao apresentou diferenca entre os diferentes

gendtipos nos cinco polimorfismos estudados.
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4.4 Caracteristicas Lipidicas Laboratoriais dos Pacientes em Relacéo

as Variantes Genéticas no Tempo Basal

A distribuicdo das variantes genéticas rs662(R192Q), rs13306698
(R160G), rs854560 (Leu55Met), e rs3917464, em relacdo a concentracdo
sérica no tempo basal de Colesterol Total, LDL-c, HDL-c e triglicérides foram
homogéneas e sem diferenca estatistica entre os genétipos (Anexo F).

Entre todos os polimorfismos e lipideos analisados houve diferenca
apenas nas médias de HDL-c entre os gendtipos do Promoter_161(rs705381).
O alelo T parece estar associado as concentracdes mais baixas de HDL-c,
visto que o heterozigoto (TC) apresentou média de HDL-c de 36,72 mg/dL e o
TT 33,41 mg/dL. Em contraste os pacientes com genétipo CC apresentaram

37,94 mg/dL (p = 0,0369) (Tabela 4).
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4.5 Comportamento do Colesterol Total no Periodo do Estudo (cinco

anos) em Relacao as Variantes Genéticas

Foram feitas as analises de evolucéo de Colesterol total, LDL-c, HDL-c
e Triglicérides nos tempos: basal, 12 meses, 36 meses e 60 meses. Nao
houve interferéncia do gendtipo nos cinco polimorfismos estudados no
comportamento evolutivo destes lipideos no periodo de cinco anos.

Em todos os perfis houve melhora ao longo dos cinco anos de estudo
de forma significativa (p < 0,001), porém sem diferenca entre os genétipos.

O Anexo G mostra o comportamento do colesterol total nos diferentes
gendtipos no decorrer dos cinco anos de estudo.

Os dados evolutivos de LDL-c, HDL-c e Triglicérides, ndo estédo

demonstrados.

4.6 Avaliacdo dos Niveis de Lipideos no Decorrer de Cinco Anos por

Andlise Genotipica de Dominancia

Na analise genotipica de dominancia foi considerada a presenca ou
nao do alelo em analise. Por exemplo, a analise de dominancia do alelo G
no polimorfismo R192Q, considerou o alelo G presente nos pacientes com
genodtipo GG e GA e ausente nos pacientes AA e quando feita a analise de
dominancia do alelo A, este foi considerado presente nos pacientes AA / AG
e ausente nos pacientes GG.

Esta andlise foi feita nos polimorfismos: R192Q, Leu55Met e Promoter
161. Nao foi feita nos polimorfismos R160G e rs3917464, visto o pequeno

namero de pacientes portadores do alelo polimorfico. No polimorfismo



49

rs3917464, apenas 11 pacientes sdo portadores do alelo C na forma
heterozigota. No polimorfismo R160G, 5 pacientes sao portadores do alelo
polimorfico G, sendo quatro pacientes na forma heterozigota AG e um
paciente na forma homozigota GG.

As médias de colesterol total ndo apresentaram diferenca significativa
pela presenca do alelo G ou A na posicao R192Q no decorrer dos cinco
anos de estudo. O comportamento do colesterol nos grupos foi paralelo nas
duas analises alélicas (Anexo H).

A andlise de dominancia do alelo T e A, na posi¢cdo Leu55Met, nao
apresentaram relacdo com os niveis de colesterol total (Anexo ).

O alelo T, na posicdo Promoter_161, também né&o se relacionou com
0s niveis de colesterol total (p = 0,197) e o comportamento do colesterol foi
paralelo entre os grupos (p = 0,169).

No decorrer do estudo houve gueda significativa dos niveis de colesterol,

independentemente dos alelos e polimorfismos analisados (p < 0,001).
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4.7 Avaliacdo dos Niveis de Colesterol total, HDL-c, LDL-c e
Triglicérides por Alelos de Dominancia nos Pacientes Sem Uso de

Estatina no Tempo Basal

Fizemos esta analise das concentracdes de lipideos no tempo basal
nos pacientes sem uso de estatina, pois talvez este subgrupo de paciente
nos permita avaliar uma influéncia mais realistica dos polimorfismos da
PONZ1 nos lipideos séricos.

Na andlise por dominancia, a presenca dos alelos G ou A na posicao
R192Q, T ou A na posicao Leu55Met, ou T (Promoter_161) néo teve
interferéncia nas concentracdes séricas de Colesterol Total, LDL-c, HDL-c e

Triglicérides no tempo basal nos pacientes sem uso de estatina (Anexo J).

4.8 Eventos nos Pacientes do Projeto MASS Il Genético

Durante o seguimento de cinco anos dos 518 pacientes do projeto
MASS Il genético, 74 pacientes (14,29%) morreram, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos de tratamento (p = 0,768).

No periodo de cinco anos de acompanhamento do estudo, houve 166
eventos combinados, que apresentaram diferenca significativa entre os
grupos de tratamento (p < 0,001). O grupo angioplastia foi o que apresentou
maior incidéncia de eventos combinados (40,45%), seguido pelo grupo
clinico (34,94%). O grupo de cirurgia apresentou 20,69% de eventos
combinados, o que significa metade da taxa de eventos quando comparado

ao grupo angioplastia.
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A taxa de nova intervencdo também apresentou diferenca entre os
trés grupos de tratamento (p < 0,001). O grupo cirurgico foi o que apresentou
menor taxa de nova intervencéo, 3,45%.

O infarto agudo do miocardio acometeu 41 pacientes (7,92%) no
periodo do estudo. O grupo cirdrgico foi o que apresentou menor taxa de
eventos 3,45%, seguido pelo grupo médico 8,43% e o grupo de angioplastia
foi 0 que apresentou a maior taxa de IAM, 11,8%. A analise estatistica
demonstrou que esta diferenca € significativa, p = 0,014.

O acidente vascular encefalico ndo apresentou diferenca entre os trés
grupos de tratamento (p = 0,117), porém vale ressaltar que apenas 18

pacientes (3,47%) apresentaram AVE no periodo do estudo (Tabela 5).

Tabela5- Ocorréncia de eventos no estudo MASS Il genético nos trés
grupos de tratamento: médico, angioplastia e cirurgia

Médico Angioplastia Cirurgia

Eventos o % n % o % p
Obito geral 26 15,6 23 12,9 25 14,3 0,768
Eventos

combinados 58 34,9 2 40,4 36 20,7 <0,001

Nova Intervencéo 39 23,5 48 26,9 6 3,4 <0,001
IAM 14 8,4 21 11,8 6 3.4 0,014
AVE 3 1,8 5 2,8 10 5,7 0,117

Analise Estatistica: Qui-quadrado
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4.9 Sobrevida Livre de Morte e Eventos

Os 518 pacientes do projeto MASS Il Genético apresentaram
sobrevida livre de morte durante o periodo de cinco anos do estudo
semelhante entre os grupos submetidos aos diferentes tratamentos e nao foi
constatada diferenca estatisticamente significativa (p = 0,756). Porém, a
sobrevida livre de eventos apresenta uma diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos de tratamento: angioplastia, cirurgia e clinico

(p< 0,001) (Gréfico 1).

Gréafico 1 - Eventos em cinco anos: MASS Il Genético
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4.10 Polimorfismos PON1 e Eventos Clinicos

Neste topico dos resultados, estdo demonstradas as primeiras
analises feitas para atender ao objetivo primario e secundario (a) deste
estudo que é: investigar o valor preditivo de cinco polimorfismos da PON1
para:

- eventos combinados (IAM, mortalidade geral e nova intervencéo);

- mortalidade geral;

- nova intervencao;

- AVE;

- IAM.

Todos estes eventos foram analisados pelo numero absoluto e
relativo de eventos (teste do qui-quadrado ou verossimilhanca) e
complementarmente para Obito e IAM foram construidas as curvas de
Kaplan-Meier que foram comparadas pelo Log-Rank.

A distribuicdo das variantes genéticas rs662 (R192Q), rs13306698
(R160G), rs854560 (Leu55Met), rs705381 (Promoter_161) e rs3917464 em
relacdo a ocorréncia de eventos no periodo de cinco anos, seréo

apresentadas a seguir.
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4.10.1 R192Q

O polimorfismo R192Q apresentou diferenca entre 0S grupos
genotipicos na revascularizacdo do miocardio (p = 0,016). Quando
analisadas as taxas de revascularizacado entre os genétipos parece existir
uma influéncia do alelo G, visto que o aumento é progressivo entre 0s
genadtipos com a adicéo do alelo G: AA (5,08%), AG (9,26%) e GG (15,48%).
Porém nao houve diferenca quando analisada a nova intervencdo entre os
genotipos. Os outros desfechos analisados ndo apresentaram diferenca
entre 0s grupos genotipicos na posicdo R192Q (Tabela 6).

As curvas de Kaplan-Meier para eventos combinados e Obito nao

apresentaram diferenca entre os genotipos (Grafico 2).

Tabela 6 - Ocorréncia de eventos em relagdo ao polimorfismo R192Q

Eventos AA AG GG Total p
. 27 33 10 70
Obito geral (13.71) (15.28) 11,9) (14,08 9738
Eventos 63 66 29 158 0801
combinados (31,98) (30,56) (34,52) (31,79) ’
Revascularizacao 10 20 13 43 0016
Miocérdio (5,08) (9,26) (15,48) (8,65) ’
. . 27 20 11 58
Angioplastia (13,71) (9,26) 131  @er 9337
~ 32 36 20 88
Nova Intervencgao (16,24) (16.67) (23.81) (17.71) 0,273
Infarto Agudo do 16 15 9 40 0559
Miocérdio (8,12) (6,94) (10,71) (8,05) ’
Acidente vascular 8 6 4 18 0.650
encefélico (4,06) (2,78) (4,76) (3,62) ’

Teste estatistico: Qui-quadrado
Variaveis representadas em niimero absoluto de eventos (%)
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Gréfico 2 - Curva de kaplan-meier: tempo para eventos combinados e
sobrevida livre de morte em relagcéo ao polimorfismo PONL1:
R192Q
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Dentre as caracteristicas basais, a incidéncia do tabagismo foi
diferente entre os gendtipos do polimorfismo R192Q (p=0,0352). Dado a
importancia da interacdo entre genes e ambiente, sendo o tabagismo um
importante fator de risco para DAC e ja previamente descrito na literatura a

associacdo do polimorfismo R192Q e tabagismo; decidimos fazer uma
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analise estratificada dos eventos entre tabagistas (n=166) e néo tabagistas
(n=331) no tempo basal.

Esta analise estratificada por status de tabagismo n&o apresentou
diferenca entre os genotipos do R192Q para a ocorréncia de eventos em

cinco anos (Anexo K).

4.10.2 R160G

O polimorfismo R160G nao apresentou diferenca entre os genotipos
na ocorréncia de eventos no teste de verossimilhanca (Tabela 7).

Em virtude do baixo niumero de pacientes com 0s genotipos: AG e
GG as curvas de Kaplan-Meier apresentam quedas abruptas quando
ocorre um evento neste gendtipo. O teste de log-rank encontrou diferenca
estatisticamente significativa entre os genétipos para o6bito (p = 0,007).
(Gréficos 3)

O alelo G parece estar associado a mortalidade, visto que 100% dos
pacientes GG morreram, 25% dos pacientes AG e apenas 13,82% dos AA.

No teste de verossimilhanca esta diferenca néo foi significativa (p = 0,118).
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Tabela7 - Ocorréncia de eventos em relagcao ao polimorfismo R160G
Eventos AA AG GG Total p
. 68 1 1 70
Obito geral (13.82) (25) (100) (14,08) 0,118
Eventos 155 2 1 158 0.237
combinados (31,5) (50) (100) (31,79) '
Revascularizacao 42 1 0 43 0.569
Miocardio (8,54) (25) ()] (8,65) '

. . 58 0 0 58
Angioplastia (11,79) 0) ) (11,67) 0,536
~ 87 1 0 88
Nova Intervencéo (17.68) (25) 0) (17.71) 0,770
Infarto Agudo do 40 0 0 40 0.656
Miocardio (8,13) (0) ()] (8,05) '
Acidente vascular 18 0 0 18 0.831
encefélico (3,66) (0) (0) (3,62) '

Teste estatistico

Variaveis representadas em numero absoluto de eventos (%)

: Razé&o de verossimilhancga
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Gréafico 3 - Curva de Kaplan-Meier: tempo para eventos combinados e

sobrevida livre de morte em relagcéo ao polimorfismo PONL1:
R160G
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4.10.3 Leu55Met

Os polimorfismos Leu55Met ndo apresentaram diferenca entre os

grupos genotipicos em nenhum dos desfechos estudados (Tabela 8 e

Grafico 4).

Tabela 8- Ocorréncia de eventos em

relacdo ao polimorfismo

LeuS5Met
Eventos AA AT TT Total p
. 32 31 11 74
Obito geral (15,38)  (14,09) (1236) (1431 = 2786
Eventos 66 69 30 165 0.920
combinados (31,73) (31,36) (33,71) (31,91) '
Revascularizacéo 11 22 10 43 0.116
Miocéardio (5,29) (10) (11,24) (8,32) :
. . 26 23 14 63
Angioplastia (125)  (1045) (1573) (12,19)  0%%2
~ 33 40 20 93
Nova Intervencéo (15,87) (18,18) (22,47) (17,99) 0,396
Infarto Agudo do 17 16 7 40 0.940
Miocéardio (8,17) (7,27) (7,87) (7,74) :
Acidente vascular 8 6 4 18 0.695
encefalico (3,85) (2,73) (4,49) (3,48) '

Teste Estatistico: Qui-Quadrado

Variaveis representadas em nimero absoluto de eventos (%)
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Gréfico 4 - Curva de Kaplan-Meier: tempo para eventos combinados e
Sobrevida livre de morte em relacdo ao polimorfismo
Leu55Met
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4.10.4 Promoter_161

A andlise de associacao entre o Promoter_161 e eventos foi feita de

duas formas. Inicialmente foi feita com os trés gendtipos (CC, TC e TT) e a

seguir com a combinacdo dos gendtipos TC e TT; visto que 300 pacientes

apresentam o genotipo CC, enquanto 163 o gendtipo TC e apenas 28 TT.

Os gendtipos e a combinacdo dos gendtipos no Promoter_161 nao

apresentaram diferenca em nenhum dos desfechos clinicos estudados

(Tabelas 9 e 10; Gréfico 5).

Tabela9- Ocorréncia de eventos em relagéo ao polimorfismo PONL1:

Promoter_161

Eventos CcC TC TT Total p
. 41 26 3 70
Obito geral (13,67) (1595)  (10,71) (14.26) 2685
Eventos 92 53 11 156 0625
combinados (30,67) (32,52) (39,29) (31,77) :
Revascularizagéo 28 11 2 41 0613
Miocardio (9,33) (6,75) (7,14) (8,35) :

. . 34 15 6 55
Angioplastia (11,33) 9.2) (21.43) (11.2) 0,165

x 53 24 7 84

Nova Intervencgéo (17,67) (14,72) (25) (17,11) 0,377
Infarto Agudo do 24 13 2 39 0987
Miocéardio (8) (7,98) (7,14) (7,94) :
Acidente vascular 8 7 2 17 0360
encefalico (2,67) (4,29) (7,14) (3,46) ’

Teste estatistico: Qui-quadrado

Variaveis representadas em namero absoluto de eventos (%)
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Tabela 10 - Ocorréncia de eventos em relagdo ao polimorfismo
Promoter_161 com combinacao de Gendtipos

CC CT+TT
n % n % b
Obito Geral 41  13,7% 29 15,2% 0,639
Eventos combinados 92 30,7% 64 33,5% 0,510
Revascularizacdo Miocéardio 28 9,3% 13 6,8% 0,324
Angioplastia 34 11,3% 21 11,0% 0,908
Nova Intervencgéo 53 17,7% 31 16,2% 0,680
Infarto Agudo do Miocérdio 24 8,0% 15 7,9% 0,953
Acidente Vascular Cerebral 8 2, 7% 9 4,7% 0,227

Variaveis categdricas estao representadas por n eventos e percentual
Valores percentuais calculados por genétipos
Teste estatistico: Qui-quadrado

Gréfico 5- Curva de Kaplan-Meier: tempo para eventos combinados e
sobrevida livre de morte em relagdo ao polimorfismo
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Este polimorfismo, Promoter 161, apresentou diferenca significativa
entre 0s genotipos em relacdo aos valores de HDL (p = 0,0369). As médias
de HDL-c reduzem progressivamente com a presenca do alelo T. Diante
deste fato, fizemos uma analise estratificada de eventos por HDL-c. O HDL-c
foi categorizado com risco ou sem risco de acordo com os valores de corte
estabelecidos na definicdo de Sindrome Metabdlica: < 40 mg/dL em homens
e <50 mg/dL em mulheres (IDF, 2006)

N&o houve diferenca na taxa de eventos nesta andlise estratificada

por HDL para os genoétipos do Promoter_161 (Anexo L).

4.10.5 rs3917464
Este polimorfismo ndo apresentou diferenca em nenhum dos

desfechos clinicos analisados (Tabela 11 e Gréfico 6).

Tabela 11 - Ocorréncia de eventos em relagdo ao polimorfismo PON1

(rs3917464)

Eventos CG GG Total p

Obito geral (9,%)9) (1127) (11% 2 1,000
Eventos combinados (18?18) (3?5;6) (311?35) 0,515
Revascularizacdo Miocardio (18?18) (8:,%33) (8‘,14}5) 0,236
Angioplastia (8) (1,1:_’,29) (1'1‘:’13) 0,620
Nova Intervencao (18?18) (1;3})9) (1?,311) 1,000
Infarto Agudo do Miocardio (8) (8:,%33) (8:,%84) 1,000
Acidente vascular encefalico (8) (3%579) (3%571) 1,000

Teste Exato de Fisher
Variaveis representadas em niimero absoluto de eventos (%)
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Gréfico 6 - Curva de Kaplan-Meier: tempo para eventos combinados e

sobrevida livre de morte em relacdo ao polimorfismo PON1.:
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4.11 Andlise de Eventos Combinados por Alelos de Dominancia

Nesta analise de dominancia alélica, a curva de Kaplan-Meier foi feita

baseada na presenca ou ndo dos alelos G e A na posi¢cdo R192Q. A analise

demonstrou que nao houve diferenca ao longo dos cinco anos de estudo na

ocorréncia de eventos combinados em virtude da presenca ou auséncia do

alelo G (p = 0,859) ou do alelo A (p=0,563) (Grafico 7).
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Esta mesma analise de dominancia alélica foi feita para o
polimorfismo: Leu55Met e ndo houve associacdo destes alelos com a
ocorréncia de eventos combinados na nossa populacéo, tanto nas curvas de
Kaplan-Meier, quanto no teste do qui-quadrado. (resultados néo

demonstrados)

Gréafico 7- Curva de Kaplan-Meier: tempo para eventos combinados na
analise por dominancia alelo polimdérfico G e alelo A: R192Q
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4.11.1 Frequéncia Polimorfismos no MASS Il Genético e determinagéo

dos alelos derisco
Os polimorfismos Leu55Met e R192Q s&o os polimorfismos da PON1
mais extensamente estudados. Adicionalmente sdo 0S que apresentam
maior freqiiéncia do polimorfismo na nossa populagdo. Consequientemente,
ambos apresentam um namero de pacientes consideravel nos trés genaotipos
possiveis. Em contraste, os outros trés polimorfismos estudados (R160G,
Promoter_161 e rs3917464) apresentam gendtipos com nimero muito baixo

de pacientes (Tabela 12).

Tabela 12 - Numero absoluto e percentual de pacientes nos gendtipos
dos polimorfismos da PON1 no estudo MASS Il Genético

Polimorfismo Numero (%) de pacientes nos genotipos
e
A
rs3917464 (g%g/z‘) ((2337%/%)

CC:300 CT:163 TT:28

Promoter_161 (61%) (33,19%) (5.7%)

Inicialmente fizemos um levantamento dos alelos e sua associacéo
com eventos cardiovasculares na nossa populacdo e na literatura. Estes
dados nos permitem fazer uma inferéncia sobre qual é o alelo de risco para
estes eventos. Estes dados ndo estdo disponiveis para todos os
polimorfismos e existem dados divergentes sobre qual é o alelo de risco em

diferentes populacdes (Tabela 13).
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Tabela 13 - Polimorfismos da PON1: alelos de risco na literatura e no
estudo MASS Il

Alelo relacionado arisco de DAC

Polimorfismo Alelos MASS II: Tendéncia
. de associacao
— Literatura
Néo S L. Eventos
L Polimorfico Obito h
polimérfico combinados

Leu55Met A T AFF* A
R160G A G A** G G
R192Q A G A* G** A G
rs3917464 G C G G
Promoter_161 C T C T

* Estudo realizado em mulheres americanas (Chen et al., 2003)
** Estudo realizado na populacéo chinesa (Wang et al., 2005)
*** Estudos na populacéo européia e brasileira (Watzinger et al., 2002)

4.11.2 Analise combinada de polimorfismos para eventos

Diante destes fatos anteriormente expostos, foram feitas analises da
combinacéo dos polimorfismos Leu55Met e R192Q na predi¢do de eventos
cardiovasculares.

A primeira analise feita considerou a presenca do alelo de risco para
Obito na posicdo R192Q (alelo A) ou Leu55Met (alelo A). Nesta
estratificacdo, a grande maioria dos pacientes apresentou o alelo de risco
em uma das posi¢cdes, porém nao houve associagdo com a ocorréncia de

eventos cardiovasculares (Tabela 14).
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Tabela 14 Presenca do alelo de Risco (A) na posicdo R192Q ou

Leu55Met e eventos cardiovasculares

Alelo de risco: R192Q ou Leu55Met

Eventos cardiovasculares Nao (nh=60) Sim (n=437)
n % n % P
Eventos Combinados 23 38,3% 135 30,9% 0,246
Nova Intervengéo (ATC + RM) 15 25,0% 73 16,7% 0,114
Nova Revascularizagho 9  150% 34 78% 0,062
Nova Angioplastia 10 16,7% 48 11,0% 0,199
Infarto Agudo Miocéardio 6 10,0% 34 7,8% 0,553
Acidente Vascular Cerebral 3 5,0% 15 3,4% 0,542
Obito Geral 8 13,3% 62 14,2% 0,858

Variaveis categoricas estdo representadas por n eventos (percentual)

Valores percentuais calculados por genétipos
Teste estatistico: Qui-quadrado

A seguir, fizemos a analise aditiva entre 0os genoétipos. O paciente

recebeu pontuacdo 2, quando apresentava o0 alelo de risco nas duas

posicdes: R192Q e Leu55Met. Quando o alelo de risco estava presente em

apenas uma das posi¢des (R192Q ou Leu55Met) a pontuacéo foi 1 e zero

guando o alelo de risco ndo estava presente em nenhuma das posicoes.

Esta combinacdo de alelos risco também nédo apresentou relagdo com os

eventos cardiovasculares estudados (Tabela 15).
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Para finalizar esta analise combinada dos polimorfismos da PONL1
R192Q e Leub55Met, fizemos uma analise aditiva dos alelos de risco para
Obito. Ou seja, pontuamos a presenca do alelo A nos cédons 55 e 192,
sendo possivel pontuar de 0 a 4 (0= auséncia do alelo A e 4= homozigoto
para o alelo A nas duas posi¢des estudadas).

Nesta andlise de regressdo logistica para Obito, as variaveis
independentes foram estas possibilidades alélicas anteriormente explicadas.
Estas combinacdes alélicas ndo foram preditivas de 6bito nesta populacéo

(Tabela 16).

Tabela 16 - Regressdao Logistica para 6bito: andlise alélica aditiva para
o alelo A (risco para 6bito) nos codons 55 e 192

Adicao Alelos A: cédons 55 e 192 p OR InferiorIC%guperior
0 alelos 0,925
1 alelo 0,580 1,84 0,21 16,19
2 alelos 0,852 0,92 0,39 2,14
3 alelos 0,837 1,12 0,37 3,31
4 alelos 0,691 0,84 0,35 1,98

Pacientes sem alelos A (0 alelos) foram o grupo de referéncia.

4.12 Andlise Multivariada

Apos todas estas analises por meio das curvas de Kaplan-Meier, teste
do Log-Rank e qui-quadrado (ou verossimilhanca) para os desfechos
clinicos deste estudo, foi feita a analise multivariada: regresséo logistica
para 6bito. O intuito desta analise é definir se o polimorfismo R160G prediz

de forma independente Obito nesta populacao.
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O modelo construido para a regressdo logistica incluiu todas as
caracteristicas demograficas e clinicas basais que apresentaram diferenca

< 10% (p < 0,01) na andlise univariada (teste Log-Rank) para 6bito (Tabela 17).

Tabela 17 - Analise univariada para Obito nos pacientes MASS I

genético
Variavel (Teste L?)g Rank)
Grupo de Tratamento 0,576
Idade: </> 65 anos < 0,001
Sexo 0,833
Raca: Branca vs. N&o Branca 0,060
Tabagismo 0,926
Diabetes 0,051
Biarterial versus Triarterial 0,032
IAM prévio 0,037
Uso de estatina no tempo basal 0,052
Hipertenséo Arterial 0,002
Uso de antiplaguetario no tempo basal 0,139

O polimorfismo R160G havia apresentado diferenca na curva de
Kaplan-Meier, teste de Log-Rank, mostrando associacdo do alelo G com
Obito (p = 0,007). A andlise multivariada para Obito, objetiva determinar se
este alelo mantém sua associacdo com Obito apds ajuste para todas as
outras variaveis relacionadas ao 6bito nesta populacao.

O polimorfismo R160G foi o Unico polimorfismo incluido nesta analise,
visto que nenhum outro havia apresentado significAncia estatistica nas
andlises univariadas. O R160G foi incluido de forma binéaria: alelo G

presente ou nao.
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Esta analise de regresséo logistica para 0bito ndo encontrou significancia
estatistica no polimorfismo R160G apds o ajuste para todas as variaveis
incluidas na analise (Tabela 18). O odds ratio para o alelo G foi de 5,09,
porém com um intervalo de confianga muito amplo: 0,67 - 38,35 (p = 0,114).

O IAM prévio e a idade maior do que 65 anos foram fatores de risco
independentes para 6bito nesta analise. Como seria esperado, 0s pacientes
com mais de 65 anos apresentaram risco aumentado para 6bito em 2,94
vezes, em relacdo ao grupo com menos de 65 anos; e 0os pacientes com IAM
prévio apresentaram o risco aumentado em 2,15 vezes para 0Obito, quando
comparado ao grupo de pacientes sem IAM prévio. Todas as outras
variaveis clinicas, incluidas neste modelo de regressédo logistica, nao

mantiveram significancia estatistica para predizer ébito.

Tabela 18 - Regressdao Logistica para 6bito no MASS Il Genético

B Sig. OR Inferiorlcgsguperior

Idade > 65 anos 1,079 0,000 2,94 1,69 5,11
IAM prévio 0,768 0,008 2,15 1,22 3,80
Hipertenséo Arterial 0,352 0,312 1,42 0,71 2,81
Raca branca -0,569 0,115 0,56 0,27 1,14
Diabetes -0,056 0,680 0,94 0,72 1,23
Lesao Triarterial 0,341 0,247 1,40 0,78 2,51
Estatina Basal -0,555 0,207 0,57 0,24 1,35
R160G alelo G 1,628 0,114 5,09 0,67 38,35
Constante -0,333 0,778 0,71

Os polimorfismos da PONL1, estudados neste trabalho, ndo mostraram
efeito preditivo para eventos combinados na andlise univariada, e desta forma

nao foram construidos modelos de regressao logistica para eventos combinados.
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4.12.1 Analise univariada no grupo meédico

Como estratégia analitica inicial optou-se por estudar todos 0s grupos
de tratamento do estudo MASS II, porém considerando que apenas no grupo
médico ndo houve interferéncia na historia natural da DAC, andlises da
associacdo entre eventos e o0s polimorfismos foram realizadas
separadamente no grupo medico.

Inicialmente foi feita uma analise exploratéria univariada entre as
principais variaveis clinicas e genéticas versus os desfechos clinicos: 6bito,
IAM, nova intervencao e eventos combinados.

A Tabela 19 contém todos os valores de p obtidos nas analises

univariadas, teste do qui-quadrado ou verossimilhanca.
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Tabela 19 - Valor de p na analise univariada de variaveis clinicas e
eventos no grupo de tratmento médico do estudo MASS II

genético
Eventos
Variaveis clinicas Obito Nova
e Genéticas Geral IAM Intervencdo Combinados
Hipertenséo Arterial 0,001 0,465 0,203 0,011
Raca (branca e néo branca) 0,002 0,831 0,864 0,116
Diabetes 0,475 0,507 0,133 0,424
Sexo 0,728 0,871 0,744 0,881
Tabagismo 0,386 0,208 0,815 0,754
Lesdo (biou triarterial) 0,2 0,957 0,344 0,611
IAM prévio 0,168 0,034 0,113 0,045
Idade (> e < 65 anos) 0,001 0,061 0,137 0,027
R192Q 0,014 0,053 0,081 0,054
Leu55Met 0,064 0,937 0,279 0,41
Promoter_161 0,305 0,192 0,469 0,082
rs3917464 0,827 0,333 0,397 0,822
R192Q: alelo G 0,152 0,089 0,033 0,411
R192Q: alelo A 0,108 0,036 0,122 0,016
Leu55Met: alelo A 0,258 0,786 0,736 0,186
R160G: alelo G 0,042 0,462 0,199 0,257
R160G: alelo A 0,051 0,672 0,46 0,145
Promoter_161: alelo T 0,34 0,14 0,667 0,66
rs3917464: alelo C 0,827 0,333 0,397 0,822
Leub55Met: alelo T 0,167 0,918 0,118 0,486

Teste estatistico: Qui-quadrado ou verossimilhanca quando a freqiiéncia esperada minima néo foi

obtida no qui-quadrado

Nova intervengdo = angioplastia e revascularizagdo do miocardio
polimorfismos analisados de acordo com os gendtipos, quando nao especificados os alelos

As variaveis clinicas, hipertensdo arterial,

IAM prévio e idade,

apresentaram associagéo estatisticamente significante com dois desfechos

clinicos. Em contraste, de forma surpreendente diabetes e tabagismo néo

apresentaram associagao significativa com nenhum dos eventos estudados.
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As variaveis genéticas foram incluidas nesta analise de duas formas:
genatipos e alelos.

O polimorfismo R192Q na analise genotipica apresentou associacao
significativa com dois desfechos: 6bito (p = 0,014) e tendéncia com |IAM
(p = 0,053). Na analise alélica, a presenca do alelo A, correlacionou-se com IAM.

O outro polimorfismo que apresentou relacdo estatisticamente
significativa com os desfechos clinicos estudados foi o0 R160G. De forma
concordante com as analises prévias do grupo MASS Il Genético total, o
alelo G associou-se significativamente ao Obito neste subgrupo de
tratamento médico (p = 0,042).

N&o houve associacao significativa entre os outros trés polimorfismos
estudados (Promoter_161, Leu55Met e rs3917464) e os desfechos clinicos

estudados em cinco anos.

4.12.2 Analise multivariada no grupo médico do MASS Il Genético

Para explorar o efeito dos polimorfismos e dos outros fatores de risco
como preditores para os desfechos clinicos estudados, foi realizada a analise
multivariada. Esta etapa é de suma importancia, pois proporcionara informacéo
sobre a independéncia ou ndo do marcador genético na predigéo de eventos.

Para esta andlise foi feita a regressdo logistica, visto que todos os
eventos foram analisados como binarios (sim ou ndo). Na constru¢cdo do
modelo de regressao logistica todas as variaveis clinicas importantes e as que
haviam apresentado diferenca na andlise univariada (tabela acima) foram

incluidas no modelo como variaveis independentes, ou seja, preditoras.
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4.12.2.1 Regressao logistica para IAM: MASS Il Genético clinico

A regressao logistica confirmou os resultados encontrados na analise
univariada para o polimorfismo R192Q. Apdés o0 ajuste para todas as
variaveis incluidas no modelo, o gendtipo GG apresentou risco aumentado
em 3,55 vezes para IAM, quando comparado ao grupo com genétipo AA na
posicdo 192 (p = 0,017). A idade (maior 65 anos) e IAM prévio tambéem
mantiveram o efeito preditivo estatisticamente significativo para novo evento:
IAM. O resultado final do modelo de regressao logistica para IAM esta

representado na Tabela 20.

Tabela 20 - Regressao logistica para IAM no MASS Il Genético clinico

B P OR Inferiorlcgsguperior
Idade > 65 anos 1,269 0,037 3,557 1,08 11,70
R192Q: GG 1,876 0,017 6,528 1,39 30,46
R192Q: AG 0,917 0,239 2,502 0,54 11,50
IAM prévio 1,334 0,029 3,796 1,14 12,59
Constante -4,475 0,000 0,011

R192Q: AA foi determinado como grupo referéncia

Fato interessante € que a presenca de dois alelos G na posi¢éao
R192Q conferiu 0 maior odds ratio para novo evento: IAM, sendo superior a
idade e ao IAM prévio. O odds ratio para o genoétipo GG foi de 6,53;

enguanto que para idade foi 3,55 e 3,79 para IAM prévio.
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4.12.2.2 Regressao logistica para 6bito: MASS Il Genético clinico

Nesta regressdo logistica para Obito, foram incluidos dois
polimorfismos: R192Q e R160G, visto que estes apresentaram relacao
significativa na andlise univariada. Dentre as variaveis clinicas, foram
incluidas: hipertensdo arterial, raca e idade. (todas estas apresentaram p
significativo na analise univariada (Tabela 21).

O alelo G na posicdo R160G, ndo manteve seu valor preditivo para
Obito, apds ser incluido neste modelo com as outras variaveis independentes
anteriormente listadas. Em contrapartida, o R192Q (Gendtipo GG)
apresentou odds ratio de 7,69 para obito (p = 0,009), quando comparado aos
pacientes com genotipo AA.

A raca ndo branca foi a variavel que apresentou 0 maior risco para
Obito nesta analise (8,65: 1Cgs0, 2,35 - 31,74). A idade maior que 65 anos
também apresentou elevado risco, 6,24 vezes maior do que 0s pacientes

com menos de 65 anos (p = 0,0001).

Tabela 21 - Regressdao logistica para 6bito no Grupo MASS Il genético

clinico
ind\ézgﬁ\éeelr?tes B P OR Inferiolcgg/aperior

Raca 2,158 0,001 8,65 2,35 31,74
Hipertensao Arterial -0,396 0,460 0,67 0,23 1,92
Idade >65 anos 1,831 0,001 6,24 2,13 18,20
R192Q: AG -0,039 0,952 0,96 0,26 3,43
R192Q: GG 2,041 0,009 7,69 1,65 35,76
R160G: alelo G 0,063 0,966 1,06 0,06 18,81
Constante -1,197 0,416 0,30

R192Q: AA foi determinado como grupo referéncia
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4.12.2.3 Regressado logistica para eventos combinados: MASS I

Genético clinico

Finalmente fizemos a regressao logistica para eventos combinados.
Fato interessante é que para este desfecho clinico o alelo que se associou a
maior incidéncia de eventos foi o alelo A. Em contraste com 0s eventos
anteriormente descritos: 6bito e IAM, onde foi 0 alelo G ou genétipo GG que
foi o preditor destes eventos.

Para esta andlise multivariada, incluimos no modelo de regressao
logistica as seguintes variaveis: Hipertensédo Arterial, IAM prévio, ldade e o
R192Q alelo A.

A hipertensdo arterial foi a Unica varidvel que ndo manteve a
significancia estatistica apds a inclusdo no modelo. O alelo A, R192Q foi a
variavel que apresentou maior risco para eventos combinados. A presenca
deste alelo, aumenta o risco para eventos combinados em trés vezes

(ICgs0 1,2 @ 7,07) (Tabela 22).

Tabela 22 - Regressao logistica para eventos combinados no grupo
MASS Il Genético clinico

i Avai 1Cos506
_ Variaveis B 0 OR | 95% -
independentes Inferior Superior
Idade > 65 anos 0,927 0,012 2,528 1,226 5,214
IAM prévio 0,749 0,038 2,116 1,043 4,290

Hipertensé&o Arterial 0,691 0,056 1,997 0,984 4,053
R192Q: alelo A 1,109 0,010 3,030 1,298 7,079
Constante -1,569 0,005 0,208
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4.13 Distribuicéo das variantes genéticas no gene PON1
Os cinco polimorfismos da PON1 analisados neste estudo estdo
localizados no mesmo gene, portanto para estes cinco polimorfismos foram

feitas as analises de haplotipos e alélica para os eventos de interesse neste

estudo (Figura 4).

rs6e62
rs1330669 —
54560

rsa
rs3917464

4
rs705381

Elock 1 (3 ki Block 2 (0 ki)
1 2 4 L]

42
B2

Figura4 - Gene PON1 com os dois blocos de haplétipos formados pelos cinco
polimorfismos. Os polimorfismos rs662 e rs13306698 formam um haplétipo

(bloco 1) e os polimorfismos rs705381 e rs3917464 formam um outro
haplétipo (bloco 2)

A andlise dos hapl6tipos nos permitiu demonstrar a presenca de dois
blocos, sendo que em cada bloco h& dois polimorfismos em desequilibrio de
ligacdo. R192Q: rs662 e R160G: rs13306698 no bloco 1 e
Promoter_161:rs705381 e rs3917464 no bloco 2.

A figura 3 mostra a formacao dos blocos entre os polimorfismos na
populacdo do estudo MASS Il Genético. Os blocos vermelhos representam

forte desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos, fato que gera a
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formacdo dos haplétipos. O polimorfismo rs854560 (Leu55Met) ndo esta em
desequilibrio de ligacdo com os polimorfismos estudados nesta populacéo.

Desequilibrio de ligacdo é a associacdo ndo ao acaso de alelos entre
diferentes locos. O desequilibrio de ligacdo € a medida estatistica da
associacao entre alelos de diferentes locos.

Foram feitas as analises de haplétipos para IAM, AVE, Nova
intervencdo, eventos combinados e Obito. Na andlise estatistica casos
versus Controle ndo houve p < 0,005 para estes desfechos clinicos
estudados.

As Tabelas 23 e 24 mostram as analises estatisticas dos haplétipos
para os desfechos clinicos: eventos combinados e 6bito. A primeira coluna
de frequéncia destas tabelas apresenta a frequéncia de cada genotipo.
Nestas tabelas constam as frequéncias para casos e controles de cada
evento nos blocos (1 e 2) e o valor de p resultante da andlise estatistica
casos versus controle.

A andlise por alelos para eventos combinados nos polimorfismos

estudados ndo apresentou dados significativos (Tabela 25).
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Na andlise alélica para 6bito, o alelo G presente no polimorfismo
R160G apresentou relacdo com obito (p = 0,0113). Os pacientes que
faleceram tiveram uma freqiéncia de 0,021 para o alelo G, enquanto os
pacientes controle (ndo falecidos) tiveram uma frequéncia de 0,004 deste
alelo (Tabela 26).

A analise alélica também foi feita para IAM, AVE e novas intervencdes
e nao foi encontrada correlacdo entre estes desfechos clinicos e os alelos

dos polimorfismos estudados (resultados ndo mostrados).
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5.1 Consideracdes Gerais

A DAC é uma doenca complexa, poligénica que provavelmente
resulta da interacdo de multiplas variantes genéticas com fatores ambientais
tais como obesidade e vida sedentaria, além de depender das
caracteristicas genéticas de cada populacdo estudada. Em se tratando do
codigo genético, com aproximadamente dois milhdes de polimorfismos ja
identificados, avaliar o efeito isolado de um determinado alelo é um desafio,
pois a DAC é muito susceptivel a interacdes gene-gene e gene-ambiente. A
expressdo de variacdes especificas em um sistema biolégico complexo é
sujeito a modificacbes de outros genes envolvidos no mesmo processo
fisiolodgico, o que prejudica, por exemplo, a identificacdo real do papel de um
determinado polimorfismo na homeostase do sistema. Em contrapartida, um
traco herdado pode ser modificado ou manifestado por influéncias do meio
ambiente quando uma Unica mutacdo responde por uma sindrome genética
ou diversos polimorfismos, aparentemente de pouca influéncia em condicdes
basais, gerando um fendtipo alternativo apds sofrerem influéncias
ambientais.

O impacto da caracterizagcdo genética de uma patologia como
determinante de risco e resposta terapéutica comeca a apresentar

resultados em diversas areas.
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Na literatura, ja foram conduzidos muitos estudos de associacao
envolvendo genes candidatos relacionados a fenoétipos de dislipidemias e
DAC, sendo que das associacfes ja encontradas, recentemente grande
atencdo tem sido dada a PON1. Embora alguns estudos tenham
demonstrado a relacdo dos polimorfismos com a concentracdo plasmatica
lipidicas, acredita-se que variacbes herdadas na concentracdo plasmatica
dos niveis de LDL-c, séo o reflexo de variacdes alélicas presentes em mais
de um gene, cada um isoladamente tendo efeitos discretos a moderados sob
as suas concentracfes plasmaticas. Varios destes polimorfismos,
associados ao metabolismo lipidico, também tem sido relacionados ao risco
de doenca cardiovascular. Uma vez que estes polimorfismos representam
um indice de exposicdo presente ao longo da vida de niveis alterados de
lipoproteinas, enquanto medidas séricas feitas em momentos isolados
sofrem influéncia de fatores como dieta, exercicio, jejum, etc. Desta forma a
tendéncia atual € considerar que o valor preditivo dos polimorfismos é mais
consistente do que medidas séricas isoladas de lipideos.

Este estudo possibilita a analise de marcadores genéticos que estao
relacionados com o processo de aterogénese numa populacdo especifica,
associada a uma incidéncia aumentada de eventos cardiovasculares. Desta
forma, é possivel identificar novos parametros de risco, permitindo que um
novo paradigma possa ser implementado: a individualizacdo terapéutica
conforme as caracteristicas susceptiveis de um individuo, aprimorando a

aplicabilidade da genética na abordagem clinica.
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5.2 Caracteristicas Basais dos Pacientes do Estudo MASS Il em

Relacao aos Polimorfismos

A  caracteristica  demogréfica que apresentou diferenca
estatisticamente significante mais freqientemente foi a raca. A raca neste
estudo foi classificada por autodenominacgéo. Os pacientes denominaram-se
pertencentes as trés racas: branca, amarela e negra. A grande maioria dos
pacientes denominou-se branca (n = 443), enquanto 34 denominaram-se
negros e 40 amarelos. Dentre os cinco polimorfismos estudados, dois
polimorfismos apresentaram diferenca na distribuicdo entre as ragas. Esta
diferenca estatistica provavelmente deve-se a diferenca do tamanho dos
grupos raciais. Para determinar o impacto real das racas e polimorfismos na
nossa populacdo seriam necessarios estudos futuros com grupos raciais
amarelos e negros com maior niumero de pacientes.

A terapia medicamentosa conforme descrito anteriormente foi
oferecida de acordo com os protocolos e recomendacfes para DAC em
vigéncia na data do estudo. A terapia medicamentosa (estatina, anti-
hipertensivo e antiplaquetario) foi equivalente entre os polimorfismos
estudados. Consideramos este resultado, auséncia de diferenga, de suma
importancia, pois diferencas na terapia medicamentosa entre os genoétipos

poderiam ser um fator confundidor na nossa analise.



90

5.3 Polimorfismos e Niveis Séricos de Lipideos

A oxidacéo do LDL e a sua associacdo no desenvolvimento da célula
espumosa (“foam cell’) na parede arterial sdo consideradas o inicio do
processo aterosclerético (Witztum e Steinberg, 1991). Quando o PON foi
descrito como gene com propriedade antioxidante, tornou-se gene candidato
ao desenvolvimento da doenca cardiovascular. Porém até o momento os
dados na literatura sdo conflitantes.

Apesar de estudos in vitro demonstrarem que o PON esta
correlacionado com a nao oxidagédo do LDL-colesterol (Aviran et al., 1998),
diversos estudos ndo conseguiram demonstrar relacdo entre polimorfismo e
dosagem sérica de lipideos (Wang et al., 2003; Wang, 2005).

Em nosso estudo houve associacdo estatisticamente significativa
entre apenas um polimorfismo da PON 1 (promoter 161) e os valores
séricos de HDL-c (p = 0,0369). O alelo T parece ter efeito de risco nos
pacientes carreadores deste alelo, visto que o0s pacientes com o0
polimorfismo (alelo T) apresentaram valores mais baixos de HDL colesterol e
mais altos de Triglicérides de forma progressiva. Apesar dos niveis de
triglicérides apresentarem padrdo ascendente com a presenca do alelo T
na posicdo Promoter 161: CC (189,89 mg/dL), TC (199,23 mg/dL) e TT
(245,36 mg/dL) a andlise estatistica ndo foi significativa (p = 0,419).

Fato interessante, foi que os polimorfismos mais estudados, R192Q e
LeuS55Met, ndo apresentaram impacto algum nas concentracdes séricas de
lipideos. Este polimorfismos sdo os que sabidamente alteram a atividade

enzimatica sérica da paraoxonase e consequentemente seria esperado
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maior efeito e relacdo com as concentracbes de lipideos e DAC. Em
contrapartida, a auséncia de relacdo entre estes polimorfismos e as
concentracfes seéricas de lipideos ndo gera surpresa. Diversos estudos ja
mostraram que o polimorfismo ndo esta necessariamente relacionado as
concentracdes séricas de lipideos.

Nesta analise de lipideos no tempo basal do estudo, decidimos fazer
uma sub-andlise na populacdo que ndo estava em uso de estatina no
momento da inclusdo deste estudo. Postulamos que esta analise poderia
nos fornecer dados sobre a real influéncia dos polimorfismos nas
concentracfes séricas de lipideos, porém mesmo esta sub-populacdo do
MASS Il Genético ndo apresentou diferenca nas concentracdes seéricas de
lipideos entre os genotipos e alelos.

Neste estudo além da concentracdo basal de lipideos foram feitas
analises evolutivas ao longo de cinco anos. Este € o primeiro estudo que
investigou o efeito dos polimorfismos da PON1 na evolucao dos lipideos.

Em todos os perfis analisados houve queda significativa no
decorrer do estudo (p < 0,001), porém sem diferenca entre os genétipos
estudados. Esta melhora no perfil lipidico € um dado de extrema
importancia, pois € uma confirmacdo do adequado manejo clinico desta
populacéo.

Visto a importancia em determinar se ha influéncia dos polimorfismos
no comportamento dos lipideos, foram feitas analises complementares por

alelos de dominéancia, alem das analises genotipicas.
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Todas estas analises nos mostram que os polimorfismos estudados
da PON1 néo apresentam relacdo com as concentracdes basais de lipideos

ou com o comportamento evolutivo dos lipideos nesta populacao.

5.4 Caracteristicas Basais dos Pacientes do Estudo MASS Il e

Desfechos Clinicos

A idade foi preditora de 6bito de forma independente, apds ajuste para
todas as variaveis incluidas na regressao logistica para 6bito que foram: IAM
prévio, hipertensdo arterial, raca, diabetes, lesdo angiografica, uso de
estatina no tempo basal e alelo G na posicdo R160G. Este modelo de
regressao logistica foi construido com a inclusédo de todas as variaveis que
eram clinicamente importantes para a predicao de 6ébito e que apresentaram
significancia na andlise univariada.

Os pacientes com mais de 65 anos apresentam risco 2,94 vezes
maior de morte quando comparados aos pacientes com menos de 65 anos
(p <0,001).

Nesta mesma regressdo logistica a outra varidvel que manteve a
significancia estatistica para prever obito foi o IAM prévio, com um risco de
morte aumentado em 2,15 vezes (p = 0,008). Todas as outras variaveis
incluidas neste modelo ndo mantiveram significancia estatistica.

Dentre as caracteristicas clinicas basais analisadas na nossa
populagédo (sindrome metabdlica, diabetes mellitus, hipertensdo arterial,
tabagismo e numero de artérias coronarias acometidas) nenhuma foi

preditora independente de eventos combinados na nossa populacao.
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A utilizacdo das drogas no tempo basal deste estudo também néo foi
preditora de eventos combinados e o6bito. Inicialmente este fato ndo nos gera
surpresa, porém o uso de medicamentos no tempo basal poderia ser

considerado um marcador indireto de gravidade da DAC.

5.5 Polimorfismos e Desfechos Cardiovasculares
5.5.1 Eventos combinados

O objetivo primario deste estudo foi investigar o valor preditivo de
cinco polimorfismos localizados no gene da PON1 para eventos combinados
(infarto agudo do miocardio, mortalidade ou necessidade de nova
intervencao devido a angina refrataria) no periodo de cinco anos.

Os eventos combinados foi um desfecho clinico utilizado na
publicacdo original do MASSII e sendo este estudo um sub-estudo do MASS I,
decidimos manter este desfecho clinico no presente estudo.

Os cinco polimorfismos estudados ndo apresentaram associacdo com
eventos combinados.

Desta forma, podemos afirmar em resposta ao nosso objetivo primario
gue os polimorfismos nédo foram preditivos de eventos combinados no MASS Il
Genético.

Este desfecho combinado, especificamente, € uma caracteristica do
estudo MASS II, portanto ndo ha dados na literatura sobre a associacao

destes polimorfismos e estes eventos combinados.
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5.5.2 Acidente vascular encefalico

Diversos estudos descreveram a associacao entre os polimorfismos
do gene PON1 e fendtipos cardiovasculares. O polimorfismo GIn192Arg
(PON1) apresentou correlacdo positiva com o risco de AVE em pacientes
com IAM prévio (Ranade et al., 2005). Em nossa populacdo ndo houve
correlacdo entre os polimorfismos estudados e AVE, porém vale ressaltar
qgue a incidéncia de AVE nao foi alta em nossa populacdo. No decorrer do
estudo houve apenas 18 casos de AVE (3,48%) o que faz com que o estudo
ndo tenha poder suficiente para determinar o valor preditivo dos

polimorfismos para este desfecho clinico.

5.5.3 Novaintervencéo

A necessidade de nova intervencéo (angioplastia e revascularizacao
cirirgica do miocéardio) ndo apresentou associacdo com nenhum dos
polimorfismo estudados da PON1. Apenas a revascularizacdo cirdrgica do
miocardio apresentou diferenca entre os genétipos estudados.

O alelo G na posicdo R192Q aparentemente esta relacionado a maior
taxa de revascularizacdo do miocéardio; visto que 0s pacientes que nao
apresentavam o alelo G (AA) tiveram 5,08% de revascularizagao, enquanto
9,26% dos pacientes AG e 15,48% dos GG. O teste do qui-quadrado
mostrou que existe diferenca significativa entre estes grupos (p = 0,016).

Este dado é novo na literatura médica, visto que ndo ha dados

publicados até 0 momento sobre a influéncia dos polimorfismos na evolugéo

dos pacientes com DAC estabelecida.
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5.5.4 Obito

A andlise por alelos no Haploview dos polimorfismos do gene da PON1
mostrou relacdo entre o alelo G no rs13306698 (R160G) e 6bito (p = 0,0113).
Esta associacdo confirmou-se na analise univariada (teste Log Rank) p = 0,007.
O alelo G foi raro na nossa populacdo, apenas cinco pacientes eram
carreadores do alelo G. A baixa ocorréncia deste genétipo faz com que este
achado deva ser observado com cautela.

A regressao logistica para Obito foi feita com o intuito de determinar se
este alelo G era preditor independente para Obito nesta populacdo. Apos
incluirmos todas as variaveis clinicas importantes e que haviam apresentado
diferenca na andlise univariada, este alelo G ndo se manteve como preditor
de Obito nos pacientes deste estudo.

Este mesmo alelo, ja foi descrito anteriormente como protetor para
DAC. Em um estudo feito na populacdo chinesa, verificou-se que os
pacientes com genoétipo GG apresentavam menor risco de DAC (Odds ratio
0,61). Este mesmo estudo demonstrou que este polimorfismo ndo havia
alterado a atividade sérica da paraoxonase, assim como nao havia relacdo
com os niveis séricos de HDL-c (Wang et al., 2003). Este mesmo grupo de
autores apresentam publicacbes posteriores onde esta associacdo foi
confirmada (Wang et al. 2005).

Vale a pena ressaltar que estes estudados citados mostram relagcéo
do alelo G com menor risco de DAC,; contrariamente, 0 nosso estudo

mostrou relagédo do alelo G com ébito.
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Este tipo de divergéncia ndo é incomum em estudos de polimorfismos,
visto que o efeito do polimorfismo na doenca esta sujeito a interacdes gene-
gene e gene-ambiente; assim como a expressao do polimorfismo em
populacdes especificas. Tendo estes fatores listados, vale a pena ressaltar
as diferencas culturais, raciais e até mesmo no biétipo entre a populacéo
chinesa e a populacdo brasileira abordada neste estudo. Estes fatores
poderiam justificar em parte esta diferenca encontrada: o alelo G parece ser
protetor para DAC na populacdo chinesa e risco para 0bito na populacao
brasileira com DAC estabelecida. Também é preciso ressaltar que além das
diferencas raciais e culturais, o estudo chinés mostrou relacdo do
polimorfismo com DAC e este estudo mostrou relacdo deste alelo com o

Obito em uma populacdo com DAC estabelecida.

5.6 Fenotipos e Gendtipos e Eventos

Dado a importancia da interacdo entre genes e ambiente, e de
provaveis fenotipos serem marcadores dos polimorfismos, fizemos analises
especificas para tabagismo e HDL-c. Estas duas variaveis foram escolhidas,
pois apresentaram diferenca na distribuicdo entre os genotipos no tempo
basal.

Um estudo caso-controle feito na populacdo da Costa Rica, mostrou
que o polimorfismo R192Q estd associado ao risco de IAM entre néao-
tabagistas (Sen-Banerjee et al., 2000).

Coincidentemente com a literatura, houve diferenca na incidéncia do

tabagismo entre os gendtipos do polimorfismo R192Q (p = 0,0352). Diante
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desta diferenca , fizemos uma analise estratificada de eventos por status de
tabagismo. Esta analise néo foi significativa.

O polimorfismo Promoter_161 apresentou diferenca no tempo basal
nas concentracées de HDL-c (p = 0,0369). Diante deste fato fizemos uma
analise estratificada para os eventos cardiovasculares por HDL-c de risco ou
ndo. Para esta analise o HDL-c foi categorizado em risco ou nédo de acordo
com os valores de corte estabelecidos na definicdo da Sindrome Metabdlica
(IDF, 2006). Esta analise estratificada também nao evidenciou diferenca

entre 0s gendtipos estudados.

5.7 Analise combinada de polimorfismos: R192Q e Leu55Met

Os polimorfismos ,R192Q e Leub55Met, sdo os que foram
primeiramente descritos no gene da PON1 e até hoje sdo o0s mais
estudados. Também foram os polimorfismos mais freqlientes na nossa
populacdo. Adicionalmente, estes polimorfismos ndo estdo em desequilibrio
de ligacdo na nossa populacdo quando analisados os haplétipos.
Considerando todos estes pontos, nos optamos por fazer uma analise
combinada destes polimorfismos para os eventos cardiovasculares.

Para esta analise combinada consideramos a presenca do alelo A
nestas duas posi¢oes. Este alelo parece estar associado ao maior risco para
Obito. Para esta andlise combinada montamos trés modelos de adicdo
alélica. Em todas estas analises realizadas estas combinacdes alélicas dos
polimorfismos, R192Q e Leu55Met, ndo foram preditivas de eventos

cardiovasculares.
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5.8 Grupo MASSII Genético Médico

Considerando que este grupo clinico foi o que sofreu menor
interferéncia do tratamento na historia natural da DAC, talvez, por este
motivo, estes pacientes estariam mais expostos aos riscos dos
polimorfismos e consequentemente conseguiriamos mostrar a relacdo dos
polimorfismos com os desfechos clinicos.

Baseados nestes fatos, nds decidimos analisar de forma mais
profunda a ocorréncia dos eventos cardiovasculares e sua distribuicdo entre
os polimorfismos estudados. ApOs a realizacdo de andlises univariadas,
fizemos a selecdo das variaveis para a construcdo de modelos de regressao
logistica.

O genotipo GG na posicdo R192Q conferiu risco aumentado em 6,5
vezes para a ocorréncia de IAM (novo evento). E de extrema importancia
destacar que este gendtipo conferiu maior risco para novo IAM do que IAM
prévio (OR: 3,79).

Estes dados sao coincidentes com outros estudos na literatura que
associam este alelo como fator de risco independente para IAM (Osei-
Hyiaman et al., 2001) E importante ressaltar que os dados encontrados
neste estudo destacam-se e somam-se aos estudos anteriores, pois esta
demonstrando a associacdo deste SNP com IAM em uma populagdo com
DAC estabelecida.

Na analise de regresséo logistica para eventos combinados, o alelo
gue associou-se de forma independente foi 0 Alelo A na posicdo R192Q.

Este alelo foi a variavel preditora que apresentou o maior OR no modelo de
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regressao logistica. Surpreendentemente, o risco para eventos combinados
conferido pelo alelo A superou o risco do IAM prévio e da Idade > 65 anos.

Observando nossos resultados, a posicdo R192Q apresenta forte
relacdo com eventos cardiovasculares neste subgrupo de pacientes. Porém
houve associacao de forma independente tanto do alelo A, quanto do alelo G
com os desfechos estudados.

Esta associacdo do polimorfismo R192Q com eventos cardiovasculares
em uma populacdo com DAC estabelecida sdo concordantes com o0s
resultados de um estudo publicado recentemente. Este estudo € de extrema
importancia nesta area da literatura médica, visto a grande lacuna que
existe; porém apresenta algumas limitacbes que devem ser consideradas:
foram incluidos apenas pacientes do sexo masculino e caucasianos; 0s
eventos foram obtidos através de registros nacionais, ou seja, esta
populacdo ndo foi acompanhada nos 10 anos do estudo. Este ultimo fato
pode ser considerado uma limitacao, visto que os desfechos foram obtidos
por fontes terciarias e estavam sujeitos a adequada classificacdo da doenca
pelo Cdédigo Internacional de Doencas (CID-10) por médicos e profissionais
de saude nao ligados ao estudo (Regieli et al., 2009).

Por outro lado, este estudo reforca os resultados que encontramos
neste grupo clinico de paciente do MASS Il, pois incluiu pacientes que
haviam sido randomizados para um estudo clinico de estatinas, o que se

aproxima ao manejo clinico deste trabalho.
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5.9 Limitacdes do Estudo

Evidéncias sugerem que a atividade da paraoxonase pode predizer a
doenca cardiovascular de forma mais precisa do que o0 genotipo
isoladamente (Jarvik et al., 2000). Entretanto, sabemos que a atividade da
paraoxonase € em parte determinada pelo gendétipo, estando desta forma
estes dois fatores correlacionados entre si (Robertson et al., 2003).

Neste estudo néo foi possivel dosar a atividade de paraoxonase, fato
que pode em parte pode explicar os nossos resultados. Estudos futuros
nesta area devem considerar esta analise bioquimica/fenotipica, visto que, a
combinacéo genatipo e fendtipo podem nos fornecer neste caso uma melhor
estimativa de risco.

Este estudo apresenta outras limitacbes que sao inerentes do
desenho deste estudo (coorte retrospectiva). As amostras de DNA foram
colhidas na randomizacao/inclusdo destes pacientes no estudo MASS II.
Infelizmente ndo séo todos os pacientes que possuem o DNA armazenado e
dentre os pacientes que colheram o DNA, algumas amostras nao estéo
adequadas para a analise.

Sendo um estudo coorte retrospectiva 0 niumero de pacientes ja foi
previamente estabelecido, e os dados clinicos e demogréaficos previamente
coletados o que ndo permite analise de novos fatores/caracteristicas.

A raca € uma caracteristica importante a ser analisada nos estudos
genéticos, visto a influéncia das ragas na ocorréncia dos polimorfismos.
Porém a raca branca é predominante no estudo MASS Il, com baixo nimero

de pacientes da raca amarela e negra o que impossibilita a analise
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estratificada dos polimorfismos pela raca. Também vale ressaltar o viés que

pode ocorrer na auto-denominacao da raca.

5.10 Consideracdes Finais

Um aspecto importante a ser considerado quando comparamos 0O
presente estudo com os dados de literatura, sdo as caracteristicas da
populacdo estudada. A grande maioria dos estudos publicados demonstra
correlacdo entre o gene PON1 com o desenvolvimento de DAC e ndo com a
incidéncia de novos eventos cardiovasculares.

Este estudo foi realizado em uma populacdo de alto risco, com
doenca coronaria estabelecida, que foi acompanhada por um periodo
minimo de cinco anos. Neste cenario, o0 risco atribuivel, de um marcador
genético especifico, para um novo evento cardiovascular pode estar
perfeitamente reduzido diante de tantos fatores ja conhecidos. Porém, o
estudo de marcadores genéticos capazes de estratificar individuos de alto-
risco para DAC pode ser extremamente relevante em termos de

intervencdes terapéuticas e na andlise custo-beneficio.



6 CONCLUSOES
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Os dados apresentados neste estudo permitem-nos concluir que nos

pacientes do projeto MASS Il ao longo de cinco anos de observagao:

- O alelo G do polimorfismo rs13306698 (R160G) do gene da PON1,
presente em cinco pacientes, estd associado ao 6bito na populacéo
MASS Il no periodo de cinco anos.

- Os polimorfismos estudados ndo foram preditores de nova
intervengdo, acidente vascular encefélico, infarto agudo do
miocardio e eventos combinados (infarto agudo do miocardio,
morte e nova intervencgao).

- Os niveis de colesterol total, LDL-c, HDL-c e triglicérides nao
tiveram influéncia dos polimorfismos da PON1 no tempo basal e no
decorrer do estudo.

No grupo clinico do estudo MASSII Genético:

- O gendtipo GG na posicdo R192Q foi preditor independente de
novo infarto do miocardio.

- O alelo A na posicdo R192Q € um preditor independente de
eventos combinados (infarto agudo do miocéardio, morte e nova

intervencao).
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Anexo A - Termo de consentimento livre e esclarecido
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Anexo D
HOSPITAL DAS CLINICAS
DA

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° SEx0: Ml FL

DATA NASCIMENTO Szl

ENDEREGO .. . ) R N° ...... APTO
BAIRRO ” ——— CIDADE e
CEP..cuivissv TELEFONE: DDD (............)

2 RESPONSAVEL LEGAL ... g AR
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE SRR SEXO: M F

DATA NASCIMENTO / /

ENDERECO N® APTO
BAIRRO CIDADE

CEP TELEFONE' DDD ( )

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

“Avaliagio das variantes genéticas relacionadas ao metabolismo lipidico em pacientes
diabéticos e ndio diabéticos com doenca arterial coronariana™

PESQUISADOR: Prof. Dr. Whady Armindo Hueb
CARGO/FUNGAO: Médico Assistente INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° 25248
UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade Coronariopatia Cronica

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA
SEM RISCO RISCOMINIMO X RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4 DURAGAO DA PESQUISA: 6 meses
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa ; 2. procedimentos que serdo utilizados e propésitos,
incluindo a identificagdo dos procedimentos que s3o experimentais; 3. desconfortos e riscos
esperados; 4. beneficios que poderdo ser obtidos; 5. procedimentos alternativos que possam ser
vantajosos para o individuo.

Este termo de consentimento pode conter palavras técnicas que vocé talvez ndo conhega. Por favor,
em caso de duvida pergunte ao seu médico o significado destas palavras

NATUREZA E OBJETIVO DESTE ESTUDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um subprojeto de pesquisa do estudo MASS.

Este projeto tem como objetivo estudar suas caracteristicas genéticas relacionadas ao metabolismo de
gorduras no sangue (exemplo: colesterol, triglicérides), que podem estar envolvidos com a doenga que
vocé tem no coragdo que é a doenga coronariana.

Como vocé ja participa do projeto MASS, este subestudo ndo Ihe trara nenhum desconforto uma vez que
o seu sangue foi colhido no inicio do estudo MASS e esta armazenado no hospital (InCor).

Apbs voceé ter assinado o termo de consentimento livre e esclarecido, vamos estudar uma parte do seu
material genético (DNA) que pode explicar porque vocé (ou alguém de sua familia) tem a doenga
coronariana. Para isto precisaremos extrair o seu DNA da amostra de sangue ja coletada. Este sangue
estd armazenado no Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular do Incor onde sera realizada a
extragdo do DNA e analise do sangue para identificar algumas caracteristicas genéticas que podem estar
relacionadas com a evolugdo mais rapida da doenga coronariana, portanto, sabendo desta associagao
podemos fazer melhor prevengao da doenga coronariana.

Vocé continuara a tomar todos os remédios que vem fazendo uso, ou a critério de seu médico estes
poderdo ser modificados no futurc se o seu médico julgar mais apropriado, portanto ndo acarretara
quaisquer alteragdes em seu tratamento médico em nossa instituigdo.

ALTERNATIVAS

Sua participagao é totalmente voluntaria. Vocé podera solicitar o seu desligamento deste projeto a
qualquer momento. Podera também solicitar a destruigdo das amostras de DNA que estardo
armazenadas no nosso laboratério.

POSSIVEIS BENEFICIOS DO PROJETO DE PESQUISA

Sua participagdo nesta pesquisa podera, através dos conhecimentos adquiridos, ajudar outras pessoas
com a doenga coronariana como vocé.

+ Estudo MASS

O estudo MASS foi preparado para avaliar a cirurgia de revascularizagdo miocardica realizada com e
sem auxilio de coragdo/pulmao artificial (circulagao extracorpérea) em pacientes portadores de angina
pectoris e doenga arterial coronaria estaveis, objetivando conhecer os beneficios avaliados através
destas 2 técnicas apés acompanhamento de 6 meses e determinar qual é a melhor opgao de
tratamento neste grupo selecionado de pacientes.

Embora esteja estabelecido que a cirurgia de revascularizagdo miocardica realizada com auxilio do
coragao/pulmao artificial oferece beneficios conclusivos aos pacientes portadores de isquemia
miocardica, aliviando os sintomas e melhorando a qualidade de vida em determinados subgrupos de
pacientes, ndo se tem observado um consenso quanto aos resultados sem circulagao extra corpérea.

(™)
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Explicagdes sobre o MASS

Esta pesquisa selecionou pacientes com idade entre 35 e 75 anos, portadores de angina estavel e
fung&o ventricular preservada, e com indicagao para realizagdo eletiva de cirurgia de revascularizagao
. miocardica.

Todos os pacientes com avaliagdo bimestral e, durante as consultas o paciente faz avaliagéo clinica e
exames rotineiros previstos e coronariografia de controle apés 6 meses do procedimento.

Por se tratar de alternativa técnica para um mesmo procedimento (cirurgia de revascularizagao
miocardica), objetivamos avaliar todos os beneficios de cada uma das alternativas

O objetivo do MASS ¢é determinar qual o melhor beneficio para cirurgia de revascularizagao
miocardica com e sem circulag3o extracorpérea para este grupo selecionado de pacientes, ao qual
vocé pertence.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a
pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

2. iiberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem
que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.
4 disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes da pesquisa
5. viabilidade de indenizagao por eventuais danos a saude decorrentes da pesquisa.

CUSTOS:

N3o existem custos para participagdo neste estudo vocé continuara tendo acesso a exames e consultas
rotineiras ou extras previsto no projeto. N3o sera feito nenhum pagamento ao paciente pela participagao
neste estudo.

CONFIDENCIALIDADE

As informagdes deste estudo serfo entregues aos médicos responsaveis que poderdo verificar seu
prontuario o que |he identificara através de um acrénimo invertido reconhecido somente pelo investigador
principal. Exemplo: Antonio da Silva: junta-se as trés primeiras letras do sobrenome com as duas
primeiras letras do nome principal ficando assim um acrénimo invertido SILAN.

O consentimento assinado também podera ser verificado pelas autoridades sanitarias locais. Ainda que
haja necessidade de liberar informagdes para estas partes, garantmos o absoluto sigilo e
confidencialidade dos dados. Os resultados deste estudo podem ser apresentados em reunides ou
publicagbes, entretanto, sua identidade serad mantida confidencial nestas reunides.

PARTICIPAGAO VOLUNTARIA / RETIRADA DO ESTUDO:

Sua participagao neste estudo € totalmente voluntaria. Caso vocé se recuse a participar deste estudo,
vocé n3o sofrera nenhuma penalidade ou perdera qualquer beneficio que porventura vocé tenha com seu
médico ou institui¢do.

TERMINO DO ESTUDO!
Sua participago neste estudo pode ser encerrada sob as seguintes circunstancias:
« Vocé tenha se mudado para outra area e, portanto, ndo vai mais se consultar com seu médico;

« Seu meédico considera benéfico para sua saude a sua saida do estudo;
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* O patrocinador decida encerrar o estudo;

® As autoridades locais decidam interromper o estudo.

V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Caso o paciente apresente problemas médicos relacionados a enfermidade, encontra-se disponive!
médico e telefone do projeto de pesquisa para orienta-lo

InCor - Instituto do Coragao do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 - Cerqueira Cesar — S3o Paulo/SP

Médico: Dr. Whady Armindo Hueb Telefone: (011) 3069 5032

V. OBSERVAGOES COMPLEMENTARES:

VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sé&o Paulo, de de 20

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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Anexo B - Aprovacao na Comissao Cientifica do Instituto do Coracgéo

Ho

Mem. CC. 0808

Sao Paulo, 19 de maio de 2005

Ao
Prof. Dr. Whady Hueb

Ref.: Protocolo de Pesquisa SDC 2623/05/043

A Comissao Cientifica do Instituto do Coragéo, apreciou na sessdo 472/05/08 de 19.5.2005
a aprovacao “ad referendum” do Protocolo de Pesquisa SDC 2623/05/043 “Avaliagdo das
Variantes Genéticas Relacionadas ao Metabolismo Lipidico em Pacientes Diabéticos e
nao Diabéticos com Doenca Arterial Coronariana)”, e foi o seguinte o parecer: “Ciente”.

Atenciosamente

Selma-C. Quaia Fortunato
Secretaria da Comissao Cientifica
InCor - HC.FMUSP
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Anexo C - Aprovacao da CAPPesq

APROVACAO

A Comissfio de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
13.10.05, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 416/05, intitulado:

"Avaliagdo das variantes genéticas relacionadas ao metabolismo lipidico
em pacientes diabéticos e ndo diabéticos com doenga arterial
coronariana” apresentado pela COMISSAO CIENTIFICA E DE ETICA
DO INSTITUTO DO CORAGAO.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Salde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Whady Armindo Hueb

Pesquisador (a) Executante: Dra. Leticia de Aradjo Funari Ferri

CAPPesq, 13 de Outubro de 2005.

Ly e
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comisséo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05430 010 - Sao Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesg@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br

mis
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Caracteristicas dos pacientes (MASS Il) em relacdo ao polimorfismo
rs3917464

RS3917464
Variavel
CG GG p

Numero de Pacientes 11 474
Sexo: Masculino 10 90,91% 319 67,30% 0,1833"
Raca
Amarelo 2 18,18% 35 7,38%  0,4616"
Branco 8 72,73% 409 86,29%
Negro 1 9,09% 30 6,33%
Tabagismo 2 18,18% 159 33,54% 0,4558"
Sindrome Metabdlica 9 81,82%  228/464  49,14% 0,0661"
Diabetes Mellitus 4 36,36% 145 30,59% 0,9364"
Hipertensao Arterial 8 72,70% 275 58,00% 0,374
IAM prévio 5 45,50% 218 46,00% 0,972
Grupo de tratamento
Angioplastia 2 18,18% 159 33,54% 0,5133"
Cirurgia 4 36,36% 161 33,97%
Médico 5 45,45% 154 32,49%
Lesao
Biarterial 3 27,27% 207 43,67% 0,43707)
Triarterial 8 72,73% 267 56,33%

(*) Razéo de verossimilhanca
(**) Teste do qui-quadrado
(***) Teste exato de Fisher
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Uso de drogas no tempo basal em relagao ao polimorfismo rs3917464

_ RS3917464
Variavel p
CG GG
Estatina 5/11  4545%  239/474 50,42% 0,7446")
Anti-hipertensivo 11/11  100,00%  462/474  97,47% 0,5931""
Antiplaquetério 11/11  100,00%  469/474  98,95% 1,0000"

(*) Razao de verossimilhanca
(**) Teste do qui-quadrado
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Concentracado lipideos no tempo basal em relacdo ao polimorfismo

rs3917464 PON1

rs3917464 PON1

Variaveis CG GG p
N Média + DP n Média + DP
Colesterol Total 11 232,64 £ 31,14 468 223,15 + 48,63 0,3024
LDL-Colesterol 10 158,40 + 30,43 442 148,38 + 41,40 0,3004
HDL-Colesterol 10 38,60 £ 5,64 451 37,08 + 10,36 0,2284
Triglicérides 11 183,91+ 74,18 469 193,51 + 115,53 0,7944

Teste de Kruskal-Wallis
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Anexo G

Colesterol total nos tempos: 0, 12, 36 e 60 meses em relagdo ao

polimorfismo R192Q

R192Q
Colesterol AA (n=122) AG (n=133) GG (n=45)
Tempo (meses) Média DP Média DP Média DP
0 219,11 46,99 221,56 46,38 219,18 47,39
12 211,45 39,06 211,11 41,80 217,36 48,18
36 204,70 38,45 213,53 41,70 198,80 51,25
60 192,17 37,10 205,56 46,75 196,18 39,06

Colesterol total nos tempos: 0, 12, 36 e 60 meses em relagcdo ao

polimorfismo R192Q

225
220 }\

S 215 _\-i
g 210 - /.\.

S 200 -
195 -
190 . . \'
0 20 40 60

Tempo (meses)

—— AA (h=122) ——AG (n=133) GG (n=45)
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Colesterol total nos tempos: 0, 12, 36 e 60 meses em relagdo ao
polimorfismo R160G

R160G
Colesterol AA (n=297) AG (n=2)
Tempo (meses) Média DP Média DP
0 221,90 47,18 194,00 43,84
12 213,06 41,51 209,50 16,26
36 208,34 42,33 225,00 7,07
60 199,01 42,19 205,00 66,47

Colesterol total nos tempos: 0, 12, 36 e 60 meses em relacdo ao

polimorfismo R160G

230 -
225
= 220
5 215
% 210
3 205
O 200
195
190 A . . .

0 20 40 60
Tempo (meses)

—— AA (n=297) —B—AG(n=2)
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Colesterol total nos tempos: 0, 12, 36 e 60 meses em relagdo ao

polimorfismo Leu55Met

Leu55Met
Colesterol AA (n=124) AT (n=139) TT (n=50)
Tempo (meses) Média DP Média DP Média DP
0 221,08 45,98 218,10 45,27 230,22 52,98
12 216,56 40,66 205,96 39,71 215,36 47,42
36 207,98 40,32 206,65 41,92 205,68 48,75
60 198,10 39,02 198,95 44,73 196,52 41,47

Colesterol total nos tempos: 0, 12, 36 e 60 meses em relacdo ao

polimorfismo Leu55Met

235 -
230 -
_ 225
© 220
£ 215
$ 210
S 205
O 200
195
190 A . . .

0 20 40 60
Tempo (meses)

——AA(n=124) —— AB (n=139) BB (n=50)
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Colesterol total nos tempos: 0, 12, 36 e 60 meses em relagcdo ao

polimorfismo Promoter_161

Promoter 161

Colesterol CC (n=178) CT (n=102) TT (n=16)
Tempo (meses) Média DP Média DP Média DP
0 216,07 44,67 227,62 48,06 222,13 55,97
12 212,57 43,09 212,37 40,80 210,88 31,27
36 205,80 42,27 210,44 41,87 204,56 36,70
60 196,52 39,09 203,69 47,91 199,19 29,94

Colesterol total nos tempos: 0, 12, 36 e 60 meses em relagcdo ao

polimorfismo Promoter_161

230
225
— 220
S 215
% 210
< 205
O 200
195
190 . : .

0 20 40 60
Tempo (meses)

—4—CC(n=178) —8—TC (nh=102) TT (n=16)
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Colesterol total nos tempos: 0, 12, 36 e 60 meses em relagdo ao

polimorfismo rs3917464

PON1: rs3917464

Colesterol CG (n=6) GG (n=287)
Tempo (meses) Média DP Média DP
0 237,67 33,90 219,74 47,40
12 223,33 39,80 212,24 42,09
36 210,33 12,82 207,42 42,54
60 182,67 43,78 199,01 41,67

Colesterol total nos tempos: 0, 12, 36 e 60 meses em relacdo ao

polimorfismo rs3917464

250
t:::::i ——

Tempo (meses)

—+—CG(n=6) —— GG (n=287)

_ 200 A —
Q
& 150 -
@
2 100
(=]
Q 50 -
U T T 1
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Niveis de colesterol nos tempos basal, 1, 3 e 5 anos na analise

genotipica de dominancia do alelo G e A na posicao R192Q

R192Q: alelo G
Tempo Presente: GG e GA Ausente: AA
N Média DP N Média DP
Basal 122 219,11 46,99 178 220,96 46,51
1 ano 122 211,45 39,06 178 212,69 43,44
3 anos 122 204,70 38,45 178 209,80 44,62
5 anos 122 192,17 37,10 178 203,19 45,01
R192Q: alelo A
Tempo Presente: AA e AG Ausente: GG
N Média DP N Média DP
Basal 45 219,18 47,39 255 220,38 46,60
1 ano 45 217,36 48,18 255 211,27 40,43
3 anos 45 198,80 51,25 255 209,31 40,34
5 anos 45 196,18 39,06 255 199,15 42,85
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Niveis de colesterol Basal nos tempos basal, 1, 3 e 5 anos na analise

genotipica de dominancia do alelo T e A:Leu55Met

Leu55Met: alelo T

Tempo Presente Ausente
N Média DP N Média DP
Basal 124 221,08 45,98 189 221,31 47,59
1 ano 124 216,56 40,66 189 208,45 41,96
3 anos 124 207,98 40,32 189 206,39 43,70
5 anos 124 198,10 39,02 189 198,31 43,80
Leu55Met: alelo A
Tempo Presente Ausente
N Média DP N Média DP
Basal 50 230,22 52,98 263 219,51 45,54
1 ano 50 215,36 47,42 263 210,96 40,44
3 anos 50 205,68 48,75 263 207,27 41,10
5 anos 50 196,52 41,47 263 198,55 42,06
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Niveis de colesterol Basal nos tempos basal, 1, 3 e 5 anos na analise

genotipica de dominancia do alelo T: Promoter_161

Promoter_161: alelo T

Tempo Presente Ausente
N Média DP N Média DP
Basal 178 216,07 44,67 118 226,87 48,98
1 ano 178 212,57 43,09 118 212,17 39,53
3 anos 178 205,80 42,27 118 209,64 41,11
5 anos 178 196,52 39,09 118 203,08 45,81

Niveis de lipides no tempo basal na analise de dominancia do alelo G e

A na posi¢ado R192Q nos pacientes sem uso de estatina no tempo basal

R192Q: alelo G
Lipideos Basais Presente Ausente
N Média DP N Média DP
Colesterol total 96 215,69 44,10 140 217,39 44,17
LDL 89 143,87 38,56 132 145,86 37,36
HDL 87 37,01 9,08 136 36,37 9,65
Triglicérides 94 184,27 136,15 141 188,69 112,16
R192Q: alelo A
Lipideos basais Presente Ausente
N Média DP N Média DP
Colesterol Total 33 210,39 41,36 203 217,72 44,49
LDL 30 146,37 36,90 191 144,85 38,00
HDL 31 35,35 9,19 192 36,82 9,46
Triglicérides 33 179,12 108,77 202 188,19 124,29
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Niveis de lipideos no tempo basal na analise de dominanciado alelo T e

A:Leu55Met nos pacientes sem uso de estatina no tempo basal

Leu55Met: alelo T

Lipideos Basais Presente Ausente p
N Média DP N Média DP
Colesterol Total 98 217,22 42,16 150 218,14 45,79 0,609
LDL 90 14499 36,36 142 146,91 39,18 0,668
HDL 89 37,24 9,16 144 36,85 9,68 0,763
Triglicérides 97 189,45 140,11 149 182,13 106,17 0,096
o Leu55Met: alelo A
Lipideos
Basais Presente Ausente p
N Média DP N Média DP
Colesterol Total 35 226,23 51,81 213 216,39 42,93 0,544
LDL 33 158,12 44,06 199 144,18 36,70 0,355
HDL 34 38,12 11,59 199 36,81 9,07 0,334
Triglicérides 35 166,37 69,42 211 188,11 126,83 0,113

Niveis de lipideos no tempo basal na anélise de dominéncia do alelo T:

promoter 161 nos pacientes sem uso de estatina no tempo basal

Promoter 161: alelo T

L|p|de.os Presente Ausente p
Basais — —
N Média DP N Média DP
Colesterol Total 140 213,67 44 81 94 223,37 44,77 0,126
LDL 140 153,15 46,73 94 149,18 40,70 0,456
HDL 136 36,94 9,05 85 36,49 9,92 0,796
Triglicérides 142 181,23 108,98 91 197,07 142,12 0,897
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Andlise estratificada por tabagismo para o R192Q
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Tabagistas (n=166)

Gendtipos R192Q

AA AG GG p
n % n % n %

Eventos Combinados 16 29,6% 24  28,2% 11 40,7% 0,461
Nova Intervencéo (PCl + RM) 7 13,0% 14 16,5% 29,6% 0,166
Nova Revascularizagéo

Miocérdio 2 3, 7% 9 10,6% 4 14,8% 0,200
Nova Angioplastia 5 9,3% 8 9,4% 5 18,5% 0,374
Infarto Agudo Miocardio 6 11,1% 8 9,4% 4 148% 0,732
Acidente Vascular Cerebral 1 1,9% 4 4,7% 0 0,0% 0,382
N&o tabagistas (n=331)

Gendtipos R192Q
AA AG GG p
n % n % n %

Eventos Combinados a7 329% 42 32,1% 18 31,6% 0,981
Nova Intervencéo (PCl + RM) 25 175% 22 16,8% 12 21,1% 0,774
Nova Revascularizagéo

Miocérdio 8 5,6% 11 8,4% 9 15,8% 0,065
Nova Angioplastia 22 154% 12 9,2% 6 10,5% 0,266
Infarto Agudo Miocardio 10 7,0% 7 5,3% 5 8,8% 0,670
Acidente Vascular Cerebral 7 4,9% 2 1,5% 4 7,0% 0,150

Variaveis categdricas estéo representadas por n eventos e percentual
Valores percentuais calculados por gendétipos
Teste estatistico: Qui-quadrado
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Anexo L

Eventos estratificados por HDL: Promoter_161

HDL-c sem risco HDL-c com risco
n=291 p n=175 p
CC CT+TT CcC CT+TT
Eventos
Combinados 47 (28,5) 45(35,7) 0,189 38(32,5) 19(32,8) 0,970
Nova Intervencéo
(PCI + RM) 27 (16,4) 22(17,5 0,804 22(18,8) 9 (15,5) 0,592
Nova
Revascularizacéo
Miocardio 12 (7,3) 10 (7,9) 0,832 13(11,1) 3(5,2) 0,199
Nova
Angioplastia 18 (10,9) 13(10,3) 0,871 15(12,8) 8 (13,8) 0,858
Infarto Agudo
Miocérdio 12 (7,3) 11 (8,7) 0,648 10 (8,5) 4 (6,9) 0,705
Acidente
Vascular
Cerebral 4 (2,4) 6 (4,8) 0,278 3(2,6) 35,2 0,372

Variaveis categoricas estdo representadas por n eventos (percentual)
Valores percentuais calculados por genétipos
Teste estatistico: Qui-quadrado
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