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SOARES, Fabia Carla da Silva. Avaliacédo da influéncia de variantes no NPY e no NPYR2
e da metilacdo de DNA global na gravidade da sindrome coronariana aguda. 2018. Tese
(Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Salde) — Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundacéo Oswaldo Cruz, Recife, 2018.

RESUMO

O neuropeptideo Y (NPY) é um dos neurotransmissores mais abundantes do sistema nervoso,
que pode estimular angiogénese, inflamacdo e adipogénese na regido abdominal através do
Receptor 2 do NPY (NPYR2). Alteragcbes na sua sinalizacdo foram associadas, com a
Sindrome Coronariana Aguda (SCA). O estudo avaliou a relacéo entre as variantes. ¢.20T>C,
€.84G>A, c.150G>A, c.-485T>C do NPY e as c.-1088C>T e c.-1116A>G do NPYR2, como
da metilacdo de DNA global, com a gravidade da SCA, através do Thrombolysis in
Myocardial Infarction (TIMI) score. Participaram do estudo 221 pacientes com SCA e 95 sem
SCA, selecionados no Real Hospital Portugués , situado em Recife, PE. Além, de 278
doadores de sangue da Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia, Recife, PE. Houve
associacdo do género masculino (p = 0,0014; OR = 2,42) tabagismo (p = 0,0291; OR = 2,31)
e dislipidemia (p < 0,0001; OR = 3,76) com a SCA. Existiu associagéo da variante ¢.20T>C
do NPY com SCA (p = 0,0274; OR = 3,24), entre o0 grupo com SCA e o grupo saudavel. Na
andlise entre as variantes e os fatores de risco no grupo com SCA, NPY c.84G>A foi
associado com a hipertensdo. A analise entre o TIMI e as variantes mostrou para a NPY
c.20T>C (p = 0,0261; OR = 4,00) uma diferenca entre os grupos TIMI baixo e
intermediario/alto. Ocorreu um maior nivel de metilacdo no grupo SCA e quando estratificado
pelo TIMI, o grupo intermediério/alto apresentou um menor padrdo de metilacdo. A variante
NPY ¢.20T>C ao mesmo tempo em que pode ser um fator de risco para SCA pode influenciar
com um efeito de protecdo na gravidade da . Um perfil hipermetilado de DNA global no
grupo com SCA foi associado ao risco de SCA, podendo se tornar um biomarcador para SCA.
Em relacdo ao escore de risco TIMI, o baixo nivel de metilacdo global se mostrou associado
ao grupo intermediario/alto para SCA, possibilitando esse perfil hipometilado ser utilizado
como um marcador para estratificar os pacientes para risco de morte ou de eventos
cardiovasculares.

Palavras-chave: Sindrome Coronariana Aguda. Escore de Risco TIMI. Neuropeptideo Y.
Receptor 2 do NPY. Variantes. Metilagdo de DNA global.

Descritores Decs: Sindrome Coronariana Aguda. Neuropeptideo Y. Receptores de
Neuropeptideo Y. Polimorfismo de Nucleotideo Unico (variantes). Metilacdo de DNA.



SOARES, Fabia Carla da Silva. Evaluation of the influence of NPY and NPYR2 variants
and of global DNA methylation on the severity of acute coronary syndrome. 2018. Thesis
(Doctoral in Biociences and Biothechnology for Health) — Aggeu Magalhdes Research
Center, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2018.

ABSTRACT

The neuropeptide Y (NPY) is one of the most abundant neurotransmitters in the nervous
system, which can stimulatte angiogenesis, inflammation and adipogenesis in the abdominal
region through NPY Receptor 2 (NPYR2). Alterations in its signaling were associated with
Acute Coronary Syndrome (ACS). The study evaluated the relationship between variants
€.20T>Cc.84G>A), ¢c.150G>A , c.-485T>C of NPY and c.-1088C>T and c.-1116A>G of
NPY2R, as well as of global DNA methylation, with the severity of SCA, through the
Thrombolysis in Myocardial Infarction (TIMI) score. A total of 221 patients with ACS and 95
patients without ACS, all participated in the study from the Real Hospital Portugués, located
in Recife, PE. In addition, of 278 blood donos of Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia,
Recife, PE. . There was an association among male gender ((p = 0.0001; OR = 2.42), smoking
((p = 0.0029; OR = 2.31) and dyslipidemia (p < 0.0001; OR = 3.76) with ACS. Also, an
association of variant ¢.20T>C (p = 0,0274; OR = 3,22), of NPY with SCA, between the
group with ACS and the healthy group. In the analysis between variants and risk factors in the
ACS group, NPY ¢.84G>A was associated with hypertension. The analysis between TIMI
risk and the variants showed for NPY ¢.20T>C a significant difference between the low and
intermediate/high TIMI risk groups (p = 0.0223; OR = 4.00). A higher methylation level was
observed in the SCA group. When stratified by TIMI risk, the intermediate/high group
presented a lower methylation pattern. The variant NPY c. 20T>C while it may be a risk
factor for SCA it may influence with a protective effect to the severity of the disease. A
hypermethylated global DNA profile in group with ACS may be associated with the risk of
ACS, and may become a promising biomarker for ACS. Regarding the TIMI risk score, the
low level of global methylation was most associated with the intermediate / high risk group
for ACS, allowing this hypomethylated profile to be used as a marker to stratify patients to
risk of death or cardiovascular events.

Key words: Acute Coronary Syndrome. TIMI Risk Score. Neuropeptide Y. NPY receptor 2.
Variants. Global DNA methylation.

Decs Descriptors: Acute Coronary Syndrome. Neuropeptide Y. Neuropeptideo Y receptors.
Single Nucleotide Polymorphism (variants). Metilacdo de DNA.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso e 0 sistema imunologico tém distintas estruturas anatdmicas
povoadas por tipos de células bastante diferentes e ainda assim eles possuem muitos objetivos
em comum. Ambos 0s sistemas, nervoso e imunoldgico, sdo sensoriais e sentem mudangas no
ambiente e proporciona respostas integradas que permitem a sobrevivéncia (STEINMAN,
2012).

Estudos indicam que os sistemas nervoso e imunoldgico estdo envolvidos em uma via
bidirecional e uma dessas comunica¢des ocorre entre neuropeptideos e citocinas (DE LA
FUENTE et al., 2000). Alguns neuropeptideos influenciam a imunidade inata e adaptativa
através da interacdo com células imune nos 6rgdos linfoides, na corrente sanguinea ou nos
sitios de inflamacdo (BROGDEN et al., 2005; STERNBERG, 2006). Nesse sentido, foi
identificado receptores de neuropeptideos em leucocitos demonstrando assim que estes
neuropeptideos podem regular as funcdes desses leucécitos (BLALOCK, 1994). Dessa forma,
fortalece o conceito dessa interacdo dos sistemas neuro e imune.

Crescentes evidéncias sugerem que o neuropeptideo Y (NPY) desempenha um papel
modulador importante no sistema imune, com efeitos sobre a funcdo dos macroéfagos, células
B e T, assim como na capacidade estimuladora das células dendriticas (WHEWAY;
HERZOG; MACKAY, 2007).

O neuropeptideo Y foi identificado como um peptideo de 36 aminoéacidos, sendo um
dos neurotransmissores mais abundantes do sistema nervoso central e periférico
(BLOMQVIST; HERZOG, 1997). Ele também induz a proliferacdo de células vasculares do
musculo liso em humanos, promovendo a formagdo e o desenvolvimento de novos vasos
sanguineos (MOVAFAGH et al., 2006). A atuacdo do NPY ¢ realizada através de receptores
que incluem seis subtipos: NPYR1, NPYR2, NPYR3, NPYR4, NPYR5 e NPYRG6
(BROTHERS; WAHLESTEDT, 2010) e que sdo encontrados em uma grande variedade de
células e tecidos, como por exemplo, em neutréfilos no sangue periférico e em células do
musculo cardiaco atrial direito (DIMITRIJEVIC"; STANOJEVIC’, 2013; EJAZ et al., 2011).

Além disso, o NPY foi encontrado nas terminagdes do nervo simpético cardiaco
promovendo crescimento celular, tal como, angiogénese e arteriogénese, atraves da
proliferacdo celular do masculo liso (MATYAL et al., 2012). Inclusive esse papel de ser um
estimulador de angiogénese, assim como de inflamac&o e da adipogénese na regido abdominal
ocorre através do receptor NPYR2 (HIRSCH; ZUKOWSKA, 2012). Dessa maneira, 0 NPY

pode influenciar a funcdo cardiaca, exercendo assim papel importante na manutencdo da
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homeostase cardiovascular e, qualquer alteracdo na sua sinalizacdo tem sido associada a
disfungdes cardiovasculares (ASMA; LOGERFO; PRADHAN, 2011).

Por outro lado, estudos vém investigando variantes nos genes do NPY e do NPYR2 e
associando a doencas cardiacas e/ou seus fatores de riscos, como as variantes do NPY
€.20T>C (rs16139), c¢.84G>A (rs5572), c.150G>A (rs5573) e ¢.-485T>C (rs16147) (DE LUIS
et al., 2017; BHASKAR et al., 2010a, 2010b; KARVONEN et al., 1998, 2001; SHAH et al,
2009; YU et al., 2010). As variantes do NPYR2 ¢.-1088C>T (rs6857715) e c.-1116A>G
(rs6857530) tem sido mais associadas a obesidade (CAMPBELL et al., 2007; SIDDIQ et al.,
2007; TOREKOV et al., 2006; TREUTLEIN et al., 2017).Essa possivel associagdo de
variantes do NPY, dos seus receptores com doencas cardiovasculares, principalmente com a
doenca coronariana (LI et al., 2003; MACIA et al.,, 2012; MATYAL et al.,, 2012), tem
mostrado que esse é um importante peptideo na area da neuroimunomodulacédo
(DIMITRIEVIC"; STANOJEVIC’, 2013). Dessa maneira, ha indicios de que o NPY regule a
neuroinflamacg&o no sistema cardiovascular (EJAZ; LOGERFO; PRADHAN, 2011).

Adicionalmente, analises na area da epigenética tém mostrado alteracdes no perfil dos
niveis de metilagio de DNA global em pacientes com doencas cardiovasculares
(BACCARELLI et al., 2010), inclusive em doenca coronariana (WEI et. al, 2014) e infarto do
miocardio (GUARRERA et al., 2015; KIM et al., 2010).

Além disso, considerando que as doencas cardiacas sdo influenciadas por fatores de
risco, idade, genética, pode o perfil de metilacdo de DNA global mostrar como se encontra
esse cenario, ja que essas variaves poderdo determinar um padrao de metilacdo.

O NPY, seus receptores e um determinado perfil de metilacdo de DNA global podem
se tornar um biomarcador para prognostico de SCA, para estratificar o risco de morte ou de
eventos cardiovasculares ou até mesmo um potencial alvo terapéutico contribuindo para

outros tipos de tratamentos.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Neuropeptideo Y

No inicio dos anos 70, o termo "neuropeptideo” foi utilizado pela primeira vez por
David de Wied em peptideos relacionados com peptideos hormonais, mas com atividade
bioldgica ndo enddcrina no cérebro. Esta nocédo inicial avalia os neuropeptideos como uma
classe especifica de sinais quimicos produzidos pelos neurénios, liberados em uma forma
regulada e agindo em outras células neurais. Os neuropeptideos sdo codificados por mais de
70 genes em genomas de mamiferos e podem ser agrupados em pelo menos 10 subfamilias de
acordo com caracteristicas estruturais, para 0s quais existem receptores frequentemente
compartilhados ou relacionados (BURBACH, 2010).

O NPY foi identificado como um peptideo de 36 aminoacidos, possuindo um residuo
de tirosina (Y) no terminal NH2 e uma amida tirosina no terminal COOH e um residuo
tirosina (na posicdo 36) e outros 4 residuos na posi¢do 1, 20, 21 e 27. A abreviatura do
residuo de tirosina e a letra “Y”, dando o nome ao neuropeptidio. O NPY foi isolado
inicialmente a partir de cérebro de porco (SCHWARTZ et al., 1990; TATEMOTO, 1982)
(Figura 1).

Figura 1 - Estrutura do neuropeptideo Y

Fonte: Alvaro (2008)

O NPY pertence a uma familia de peptideos, a familia do NPY, que inclui o peptideo
YY (PYY) e o polipeptideo pancreatico (PP) (TATEMOTO, 1982; SCHWARTZ et al.,
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1990). O NPY tem permanecido extremamente bem conservado durante a maior parte da
evolucédo dos vertebrados, inclusive pode ser identificado em peixes cartilaginosos. O NPY
apresenta 92% da sequéncia idéntica, ao se comparar um tipo de peixe do género Torpedo e
mamiferos, uma distancia evolutiva de mais de 400 milhdes de anos. Sendo considerado um
dos neuropeptideos mais conservados evolutivamente entre as espécies. A forte conservacao
da sequéncia de NPY sugere que ele facilita muitas fun¢es importantes e/ou possui multiplas
vias de interacdo com outras moléculas (COLMERS; WAHLESTEDT, 1993).

Em relacdo a distribuicio e atuacdo do NPY no organismo, como um
neurotransmissor simpéatico ubiquo, presente tanto no interior e fora do sistema nervoso, o
NPY exerce os seus efeitos em quase todos os tecidos e sistemas de regulagdo no organismo.
Centralmente, o NPY é um ansiolitico estresse responsivo e age como 0 mais poderoso
estimulante da fome dentro do corpo. Também foi proposto que o NPY, atuando
centralmente, poderia ser responsavel pelo inicio da cascata de acontecimentos que conduzem
a libertacdo de cortisol em resposta ao stress. Além disso, os efeitos centrais de NPY
revelaram um potencial papel em distirbios de alteracdo de humor, tais como ansiedade,
depressdo, alcoolismo, esquizofrenia e sindrome de stress pds- traumatico, onde os niveis de
NPY s@o conhecidos por estarem reduzidos (HIRSCH; ZUKOWSKA, 2012; EATON;
SALLEE; SAH, 2007).

Na periferia, 0 NPY pode ser encontrado em trés grupos principais: 0s nervos
simpaticos, medula adrenal, e plaquetas (Figura 2) (HIRSCH; ZUKOWSKA, 2012).
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Figura 2 - Fontes e a¢cdes de NPY no cérebro e na periferia
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Fonte: Adaptado de Hirsch e Zukowska (2012, tradugdo nossa)

Legenda: 1-6 mostram regifes centrais e periféricas dentro do corpo onde se encontra o NPY. 1 - o cérebro, o
NPY e seus receptores sdo expressos em muitas regides pds-sinaptica (Y1, Y5) e pré-sinaptica (Y2) sensiveis ao
stress (o hipotalamo e hipocampo), onde o peptideo exerce potentes atividades orexigena e ansiolitica. Na
periferia, 2-6, existem fontes de expressdo de NPY neuronal (2) e ndo neuronais (3-6). No sistema
cardiovascular (secretado dos nervos simpaticos e plaquetas-2), NPY medeia a vasoconstricdo induzida pelo
estresse, hiperplasia vascular e aterosclerose através do seu receptor Y1. Nas células do sistema imunoldgico (3),
0 NPY é induzivel e pode mediar ou qualquer acdo pro ou anti-inflamatérias através de seu receptor Y1 em
macrofagos. No sistema autdcerino/parécrino das células endoteliais (4), o NPY convertido pela dipeptidil-
peptidase IV (DPPIV) para NPY3-36, um agonista seletivo do receptor de Y2 promove angiogénese e
vascularizacdo de tecidos isquémicos e ndo-isquémicos. NPY quando aumentado em ratinhos transgénicos que
aumenta o nivel basal de fibras capilares no membro posterior, enquanto que os ratinhos Y2Rs mostram uma
diminuigdo no namero de fibras capilares, em comparagdo com WT (4). NPY, DPPIV, e Y2Rs sdo também
induziveis em adipdcitos (5) onde eles mediam adipogenesis e obesidade induzida por estresse e dieta.
Finalmente, 0 NPY e PYY sdo expressados no sistema gastrointestinal, mas é o PYY intestinal (6) quando
convertido para PY'Y3-36 por DPPIV, que é conhecido por induzir saciedade agindo no receptor

pré-sinaptico Y2 no hipotalamo para suprimir a ingestdo de alimentos

Estudo mostrou que o NPY ¢ sintetizado nos nervos pos-ganglionares que inervam 0s
orgdos linfoides e é liberado apds estimulacdo neuronal (ROMANO et al., 1991).
Clinicamente, evidéncias demonstraram um aumento do NPY no plasma em pacientes com
hipertensdo (WOCIAL et al., 1995), insuficiéncia cardiaca cronica (CALLANAN et al., 2007;
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MCDERMOTT; BELL 2007), e insuficiéncia renal (BALD; GERIGK; RASCHER, 1997),
onde o fluxo simpatico é aumentada (HIRSCH; ZUKOWSKA, 2012).

No quadro 1 pode ser observada a distribuicdo do NPY no organismo.

Quadro 1- Distribui¢do do NPY no organismo.

Distribuicdo Referéncias bibliogréaficas

Medula espinal, mesencéfalo, metencéfalo | Silva et al., 2005a

Cortex, hipotalamo, ganglio basal, tdlamo, | Allen et al., 1983; de Quidt and

septo, Emson, 19864, Silva et

estriado, amigdala al., 20052

Hipocampo, nomeadamente no giro | Caberlotto et al., 2000

Dentado

Lébulo occipital e crtex temporal Adrian et al., 1983; Beal et al., 1987,
Delalle et al., 1997

Hipofise Grunditz et al., 1984;Jones et al., 1989;
Silva et al., 2005a

Glandulas sebaceas e lacrimais Ebara et al., 1992; Kirch et al., 1996;
Seifert et al., 1996

Mucosa nasal Zhao et al., 1998; Knipping et al.,
2003

Baco, pancreas, ilhéus de Langerhans, Ahmed et al., 1997; Ponery and

coracao Adeghate, 2000; Adeghate et al.,
2001; Lambert et al., 2002

Células endoteliais Jackerott and Larsson, 1997;
Jacques et al., 2003; Silva et al.,
2005b

Célon, neurdnios entéricos, esfincter | Rettenbacher and Reubi, 2001; Cox

pilorico and Tough, 2002; Lindestrom and
Ekblad, 2002; Anitha et al., 2006

Figado e timo Kranz et al., 1997; Esteban et al.,2001b

Glandulas supra-renais de Quidt and Emson, 1986b;
Fernandez-Vivero et al., 1993; Pelto-
Huikko, 1989; Cavadas et al., 2001

Fonte: Adaptado de Alvaro (2008) e Salgado (2007).

2.1.1. Sintese do NPY

Semelhante a todos os polipeptideos e proteinas, 0 NPY é produzido por clivagem de
um peptideo precursor, sintetizado nos ribossomas e transportado para o limen do reticulo
endoplasmatico e, deste, para o complexo de Golgi, a qual é seguida pela sua translocacao
para a rede trans-Golgi, onde o peptideo é armazenado até nova ativacdo. A maioria do NPY é
armazenada em grandes vesiculas densa-core (MICHEL, 2004).

O precursor do NPY é o pro-peptideo de 97 aminoacidos (pre-pro-NPY) (MINTH et

al., 1984). O peptideo sinal de 28 aminoacidos € removido, resultando o pro-NPY, com 69
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aminoécidos. O pro-NPY consiste no NPY1.39, em que um grupo de trés aminoacidos no
terminal carboxilico, Gly37-Lys-Arg39, esta flanqueado por um grupo de 33 aminodcidos (o
CPON, “C-terminal Flanking Peptide of NPY”, peptideo flanqueador do NPY, no terminal
carboxilico). Posteriormente, 0 NPY 139 sofre & acdo da enzima carboxipeptidase B (CPB),
gerando o NPYi137, entdo essa forma é amidada pela enzima peptil-glicina-amino-
monoxigenase (PAM) na extremidade C-terminal (BRADBURY; FINNIE; SMYTH et al.,
1982; MEDEIROS; TURNER, 1996) resultando no NPYi13s que vem a ser a forma
biologicamente ativa do NPY (MEDEIROS; TURNER, 1996) (Figura 3).

Figura 3 - Esquema da sintese de NPY a partir do precursor pro-NPY

1 28 97
Pre-Pro-NPY | Peptideo Sinal NPY Gly-Lys-Arg CPON
l/ Peptidase Sinal
1 97
Pro-NPY NPY Gly-Lys-Arg CPON
l/ Enzima de Conversdo
1 39
NPY1.39 NPY ” Gly-Lys-Arg
l/ Carboxipeptidase B
1 37
NPY, 5, NPY Gly
l PAM
1 36
NPY, 3¢ NPY | CONH,

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2002).

O NPY pode sofrer mais protedlise e ser clivado em diferentes tamanhos. A
aminopeptidase P (APP) e dipeptidil-peptidase 1V (DPPIV) sdo duas principais
aminopeptidases responsaveis pela clivagem do NPY para NPY2-36 e NPY3-36,
respectivamente (HORSSTEN et al., 2004). Esta protedlise, no entanto ndo inativa o NPY,
mas em vez disso, suprime a sua afinidade para o receptor Y1 e mantém a afinidade do
peptideo para os receptores NPYR2 e NPYRS. Desta forma, as peptidases, e em particular a
DPPIV, que existe em abundancia em células endoteliais, células epiteliais, células do sistema
imunoldgico e, pode atuar como uma enzima de conversdo, determinando os tipos de
atividades que os peptideos do tipo NPY podem exercer (HIRSCH; ZUKOWSKA, 2012).
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2.1.2 Receptores do NPY

Para exercer a sua funcdo o NPY interage com receptores acoplados a proteina G, dos
quais cinco tem sido clonados de mamiferos (NPYR1, NPYR2, NPYR4, NPYYR5 e npyr6).
A Familia dos receptores do NPY é a mesma familia para todos os membros da familia do
NPY, 0o NPY, 0 PP e 0 PYY, e inclui: o receptor NPYR1, inicialmente caracterizado como um
receptor pos-sinaptico; o receptor NPYR2, que é considerado um receptor pré-sinaptico; o
receptor Y3, cuja clonagem ainda ndo foi descrita; o receptor NPYR4, que foi o primeiro
receptor identificado para o PP; o receptor NPYR5, que estd envolvido na regulacdo do
apetite; e o receptor npyr6, que, apesar de ja ter sido clonado e a sua expressdo genética
resultar em proteinas funcionais em coelhos e camundongos, ainda ndo tem funcdo conhecida
em primatas (MICHEL et al., 1998). Aos subtipos NPYR1, NPYR2 e NPYR5 ligam
preferencialmente o NPY e o PYY, enquanto que ao NPYR4 liga, preferencialmente, o PP
(ALVARO, 2008).

O NPYR1 é abundantemente expresso no sistema nervoso central (SNC) e nos vasos
sanguineos (COLMERS; WAHLESTEDT, 1993; GRUNDEMAR et al., 1992). Uma das
principais funcGes desse receptor tem sido associada a vasoconstricdo (CAPURRO;
HUIDOBRO-TORO, 1999; WIEST et al., 2006) e também a proliferacdo de células do
musculo liso (ZUKOWSKA-GROJEC et al., 1998).

O efeito pds-sinaptico vasoconstritor do NPY sobre 0s vasos sanguineos coronarios se
baseia predominantemente na ativacdo do NPYR1 (PRIETO et al., 1988). Sob condigdes
fisiopatoldgicas, pode-se esperar que o peptideo contribua para a lesdo isquémica no coracao
através de uma via mediada pelo NPYR1 (GULLESTAD et al., 2000).

O NPYR2 esta localizado, principalmente, a nivel pré-sinaptico e estd implicado na
inibicdo da liberacdo de neurotransmissores (MICHEL et al., 1998). Na &rea cardiaca este
receptor tem significativa importancia, pois ele esta envolvido no processo de angiogénese
(EKSTRAND et al, 2003; LEE et al., 2003; ZUKOWSKA-GROJEC et al., 1998).

Perifericamente, através do seu NPYR1, o NPY potencia os efeitos das catecolaminas
para produzir uma vasoconstri¢cdo potente e prolongada, além de regular independentemente a
longo prazo a vasoconstricdo em face de ativacdo prolongada do sistema nervoso simpatico
(HIRSCH; ZUKOWSKA, 2012).

O NPY é também um estimulador de angiogénese através do NPYR2 e NPYRS5 e,
adicionalmente, desempenha varios papéis significativos no sistema imunitario, mais provavel

através do NPYRL1. A ativacdo do NPYRL, resultando niveis elevados de NPY, também tem
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sido implicado em doengas tais como a aterosclerose, onde aumenta o NPY devido a
administracdo exdgena ou endogena apds a exposicao ao estresse cronico que pode apresentar
vasos hipersensiveis a angioplastia e pode induzir lesdes oclusivas que se assemelham a
placas aterosclerdticas avancadas. Além, NPY3- 36, um produto clivado de NPY, foi
mostrado que promove a angiogénese, inflamacdo, e a adipogénese na gordura visceral
abdominal através do seu receptor de Y2 (HIRSCH; ZUKOWSKA, 2012).

2.1.3 Comunicagao Neuroimune do NPY

Estudos com animais experimentais demonstraram que 0 NPY diminuiu a producéo da
citocina pro-inflamatoria TNF-a apds a estimulacdo com o lipopolissacarideo (PUERTO et
al., 2005). Por outro lado, aumentou a producdo da citocina anti-inflamatéria TGF-1
(ZHOU; XU; JIANG, 2008). Este fato revelou a capacidade do NPY de também diminuir a
reacdao inflamatéria, (DIMITRIJEVIC"; STANOJEVIC’, 2013). Adicionalmente, a ingestdo
do NPY (administrado de forma oral) inibiu a inflamacao pela diminuicdo da Th17 e citocinas
Th1l aumentando as citocinas Th2 no Sistema Nervoso Central (BROD; BAUER, 2012).
Além disso, foi observado que o efeito inibitério do NPY na fagocitose foi mediado através
da ativacdo dos receptores NPYR1 e demonstrando que o papel do NPY na regulacdo da
fagocitose de células da microglia € promissor, uma vez este neuropeptideo demonstra uma
forte acdo inibidora sobre as respostas relacionadas com a microglia ativada (FERREIRA et
al., 2011).

No entanto, durante uma resposta imune/inflamatoria o NPY pode exercer efeitos pro-
inflamatdrios através do recrutamento de células dendriticas imaturas, mas podem exercer
efeitos anti- inflamatérios promovendo uma polarizacao de Th2 (BUTTARI et al.,2014). Isso
demonstra que o NPY pode possuir um papel modulador dentro do organismo.

2.1.4 Variantes no NPY e no NPYR2

O gene NPY esta localizado na posicdo 7pl15.1, possue quatro exons (BAKER;
HORT; BALL, 1995) e tem 7,7 kb de comprimento (WETHERILL et al., 2008).

Estudos investigaram a variante ¢. 20T>C (rs16139) que foi identificada na regido
codificadora do gene do NPY localizado no cromossomo 7p15.1, T1128C, no qual ocorre
uma substituicdo da base timina para a citosina resultando na substituicdo da leucina por

prolina na posi¢do 7 (Leu7Pro) no peptideo sinal do pré-pro-NPY. A leucina tem uma
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cadeia lateral alifatica hidrofdbica e favorece a formacdo de a-hélices. A prolina tem uma
estrutura ciclica que influencia consideravelmente a arquitetura da proteina secundéria e
terciaria, ndo favorece a formacéo de a-hélices, mas em vez disso introduz quebras e tor¢des
em partes a-helicoidais do esqueleto do peptido. Devido a estas diferencas quimicas entre
prolina e leucina, a substituicdo de Pro (7) para Leu (7) no peptideo sinal pode levar a
alteracbes no processamento celular dessa molécula no reticulo endoplasmatico, o que por sua
vez poderia resultar em modificacdes na biodisponibilizacdo do NPY ou na cinética de
liberacdo da molécula (KARVONEN et al., 1998). Inclusive a c. 20T>C (rs16139) pode levar
alteracdo na sintese, empacotamento e secre¢cdo do NPY, levando a um aumento deste
(MITCHELL et al., 2008).

Estudos tem associado a ¢.20T>C (rs16139) a hipertensdo (LIFTON, 1996, MORRIS;
GRIFFITHS, 1998), a doenca aterosclerdtica acelerada (KARVONEN et al.,, 1998;
KARVONEN et al., 2001), assim como a obesidade em criangas (KRISHNAN et al., 2017).

A evidéncia de associagdo da variante a ¢. 20T>C (rs16139) com complica¢cdes mais
graves que derivam de hipertensdo e /ou aterosclerose é mais convincente (MCDERMOTT;
BELL 2007). Devido a sua potente acdo vasoconstritora com potencial para induzir isquemia
(ROSENWINKEL et al., 2001) e a correlagdo dos niveis plasméticos elevados de NPY com
condigdes isquémicas (ULLMAN et al., 1990), o NPY tem sido considerado um gene
candidato para infarto do miocardio.

A frequéncia portadora do alelo C varia de 6-15% em PopulacBes caucasianas, mas é
muito baixa ou ausente em populacbes orientais (DING, 2003; JIA et al., 2005). Mais
recentemente esta variante foi encontrada com uma alta freqiiéncia (5,9%) na populacédo
iraniana com doenga arterial coronariana (MASOUDI-KAZEMABAD et al., 2012).

Outras variantes no gene do NPY vém sendo estudadas, como a ¢.84G>A (rs5572) e a
€.150G>A (rs5573)c, para obesidade e hipertensdo inclusive com anélise de haplétipos com o
Leu7Pro e mostrando que o Leu7Pro esta associado com a hipertensdo (BHASKAR et al.,
2010a; BHASKAR et al., 2010b). Estas diferencas na frequéncia do alelo e frequéncias de
haplotipos entre as populagfes serdo Uteis em estudos de associagdo ou andlise de ligacdo para
identificar potencial funcional variacdo neste local, o qual pode estar associado com muitos
mecanismos fisioldgicos (BHASKAR et al., 2007).

A variante ¢.-485T>C do NPY (rs16147) se encontra localizada na regido promotora
deste gene (DOMSCHKE et al., 2008). Evidéncias mostraram que essa variante levou a
alteracdo da expressdo do NPY in vitro como provavelmente influencia os niveis de expressdo
do mRNA in vivo (SOMMER et al., 2010; ZHOU et. al, 2008). Estudos mostraram uma
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associagédo da variante c.-485T>C com o desenvolvimento da aterosclerose precoce (SHAH et
al., 2009) e com acidente vascular cerebral (KIM et al., 2009, 2010; YU et al., 2010).
Recentemente outros resultados demonstraram uma relacdo dessa variante como diabetes tipo
2 (PATEL et al., 2014) e com um efeito de reducéo a resisténcia a insulina (DE LUIS et al.,
2017).

O NPY2R esta localizado na posi¢do 4g32.1 e possue um tamanho de 8,447 kb,
incluindo dois exons e codifica uma proteina com 381 aminoacidos (TAKIGUCHI et al.,
2010, WETHERILL et al., 2008).

Variantes do NPYR2 também vém sendo investigadas e associadas a fatores de risco
para doengas cardiacas. Estudos mostraram que a variante ¢.-1088C> T (rs6857715) pode
influenciar o aumento da expressdo génica em células neuroenddcrinas (WEI et al., 2013),
como esta relacionada a obesidade severa ou obesidade (LIJUN et al., 2005, SIDDIQ et al.,
2007, TREUTLEIN et al., 2017), assim como a c.-1116A> G (rs6857530) também se
encontra associada a obesidade (CAMPBELL et al., 2007; TOREKOV et al., 2006). E ambas
estdo relacionadas com baixos niveis séricos de colesterol de lipoproteina de alta densidade
(HDL-C) (TAKIGUCHI et al., 2010).

2.2 Epigenética

O termo "epigenética™ define os estudos de mudancas hereditarias na expressdo do
gene e organizacdo da cromatina que ndo sdo codificados no DNA gendmico. A heranga
epigenética representa um mecanismo critico que permite uma propagacdo notavelmente
estavel de estados de atividade do gene ao longo de muitas geracGes celulares. O campo da
epigenética tem recebido notavel atencdo nos Gltimos anos, devido a percep¢do de que a
heranga epigenética é essencial para o desenvolvimento e processos celulares criticos, tais
como a transcri¢ao de genes, diferenciacéo e protecdo contra genomas virais. Os mecanismos
epigenéticos sdo versateis e adaptados para a fungdo da memoria celular especifica ndo s
durante o desenvolvimento, mas também durante o tempo de vida. Consistente com a
importancia de mecanismos epigenéeticos, a desregulacdo de estados epigenéticos esta
intimamente ligada a doengas humanas, mais notavelmente o cancer (SAWAN et al., 2008).

O epigenoma ¢ influenciado por fatores ambientais ao longo da vida. Os nutricionais
que podem ter efeitos profundos sobre a expressdo de genes especificos por modificacdo
epigenética como o envelhecimento, pois sabe-se agora que os organismos envelhecidos, isto

¢, aqueles de idade avancada, ttm modificado assinaturas epigenéticas (WILSON, 2008).
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Informacdo epigenética que cumpra os critérios de hereditariedade podem ser
classificados em trés tipos distintos: metilacdo do DNA, modificacOes de histonas e RNAS
ndo-codificantes (Figura 4) (SAWAN et al., 2008). Esses mecanismos ou informag6es podem
ser responsaveis por ativar ou inativar genes que regulam o crescimento celular, proliferagéo,
apoptose, e assim determinam 0 momento em que 0 gene pode ser expresso durante o
desenvolvimento (ADCCOCK et al., 2007).

Figura 4 - Diferentes tipos de informac@es epigenéticas
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Fonte: Adaptado de Sawan et al. (2008, tradugdo nossa).

Nota: Metilacdo de DNA, modificagdes de histonas, e silenciamento de gene mediado por RNA constituem trés
mecanismos distintos de regulacdo epigenética. A metilacdo do DNA é uma modificagcdo covalente da citosina
(C), que esta localizado 5 para uma guanina (G) em um dinucleétido CpG. Modificacdes de histonas
(cromatina) referem-se a modificagdes pds-traducionais covalente das caudas N-terminais de quatro histonas
nucleares (H3, H4 H2A e H2B ). O mecanismo mais recente da heranga epigenética envolve RNAs, que seja na
forma microRNA ou Xist pode alterar estados de expressao de genes na forma hereditaria.

2.2.1 Metilagéo de DNA

A metilacdo do DNA ocorre por uma adi¢ao covalente de um grupo metil no carbono

5" do anel de citosina, resultando em 5-metilcitosina (BIRD , 2002). A adi¢do de grupos metil
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é realizada por uma familia de enzimas, as DNA metiltransferases (DNMTS), essas que
catalisam essa adi¢do desses grupos para os residuos de citosina do DNA (BAYLIN, 2005).

Os dinucleotideos CpG estdo distribuidos de forma escassa em grande parte no
genoma dos mamiferos, mas ocorrem densamente em regides chamados ilhas CpG. Estas
regides variam entre 0,5 kb e 4 kb de comprimento e sdo encontrados principalmente em
regibes promotoras de genes funcionais. Cerca de metade dos genes no genoma humano
contém ilhas CpG, e dentro destas, a maioria das citosinas ndo estdo metiladas em tecidos
normais. (BELSHAW, 2008; BIRD, 1986; JOHNSON). Nao ocorendo dessa forma no
cromossomo X inativado das mulheres e nos genes imprintados (EFSTRATIADIS, 1994,
MOHANDAS et al., 1981).

Aproximadamente 90% da metilacdo do DNA ocorrem em areas ndo codificantes do
genoma em células normais. 5mC constitui aproximadamente 1% de todas as bases de DNA e
é encontrado quase exclusivamente como metilacdo do dinucleotideo CpG. A maioria dos
CpGs metilados é encontrada em elementos de DNA repetitivos (satélite SAT2 e SATS,
elementos nucleares intercalantes longos - LINES, elementos nucleares intercalantes curtos -
SINEs e RepeticBes terminais longas - LTRs) sugerindo que a metilacdo da citosina evoluiu
como uma defesa contra transposons e outros elementos parasitas. Esta evidéncia levou
alguns a teorizar que a metilagdo global do DNA pode ser a primeira linha de defesa do
genoma contra o insulto ambiental (GUERRERO-PRESTON; HERBSTMAN; GOLDMAN,
2011).

A metilacdo € a modificacdo mais comum no DNA eucaridtico, tendo sido ativamente
investigada, devido a sua habilidade de alterar a expresséo do gene. Mudancgas nos parametros
da metilacdo podem ocorrer na forma de hipometilagcdo ou hipermetilacdo. A hipometilacdo
no DNA estd associado a reativacdo do gene ou a instabilidades cromossomais. A
hipermetilagdo na regido promotora dos genes por outro lado esta envolvida na repressdo
transcricional (DE SMET; LORIOT; BOON, 2004; EDEN et al.,, 2003; GOPISETTY;
RAMACHANDRAN; SINGAL, 2006; JONES; BAYLIN, 2002).

Quando ocorre metilagdo na regido promotora pode acontecer recrutamento de
repressores como as proteinas que se ligam a grupos metil, remodelamento da cromatina e/ou
inibicdo da ligacdo de fatores de transcri¢cdo (como AP-2, myc, NFK), levando a interrupgéo
da transcricdo, e consequentemente, da expressdo génica (Figura 5) (GALRAO, 2011).

A metilacdo do DNA reprime a transcricdo diretamente pela inibicdo da ligacdo de
fatores de transcricdo, e indiretamente pelo recrutamento de proteinas que se ligam ao CpG
metilado (JIRTLE; SKINNER, 2007). Em tecido de mamiferos, o estado ndo metilado esta



31

associado com uma estrutura de cromatina aberta e com transcrigdo ativa, enquanto que o
DNA metilado recruta complexos de proteinas que promovem a deacetilacdo das histonas que
leva a compactacédo da cromatina silenciando genes (JOHNSON; BELSHAW, 2008).

Figura 5 - Representacdo esquematica do silenciamento génico
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Legenda: A) Os sitios CpGs encontram-se desmetilados, ha ligacdo dos fatores de transcricdo e expressdo
génica. B) Os sitios CpG encontram-se metilados, C) os sitios metilados ndo possibilitam a ligagdo dos fatores
de transcricdo, havendo recrutamento de complexos repressores (proteinas que se ligam a grupos metilas e
desacetilases de histonas) que resultam em D) remodelamento da cromatina e consequentemente silenciamento
génico.

Estudos veem associando niveis baixos de metilagdo de DNA global com o risco de
doengas cardiovasculares (BACCARELLI et al., 2010), como com o risco de doenca
coronariana (WEI et al., 2014) e infarto do miocardio (GUARRERA et al., 2015). No entanto,
outras pesquisas evidenciaram uma relacdo entre um alto nivel de metilacdo de DNA global
com doenca arterial coronariana (SHARMA et al., 2008, 2014), assim como com o infarto do

miocardio e acidente vascular cerebral (KIM et al., 2010).

2.3 Sindrome Coronariana Aguda

2.3.1 Epidemiologia
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As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a causa nimero 1 de morte em todo o mundo.
Estima-se que 17,5 milhdes de pessoas morreram de doencas cardiovasculares em 2012,
representando 31% de todas as mortes do mundo. Dessas mortes, estima-se que 7,4 milhdes
foram devido a doenca arterial coronariana e 6,7 milhdes foram devido a acidente vascular
cerebral. Mais de trés quartos das mortes por DCV ocorrem em paises de baixa e média renda
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2015).

No Brasil ocorreram em 2011, 335.213 6bitos por doencas do aparelho circulatorio, o
que corresponde a 28,6% do total, sendo que as maiores taxas ocorreram nas regides Sudeste
e Nordeste. Desses 6bitos, 103.486 ocorreram por isquemia cardiaca, sendo 6.540 s6 no
estado de Pernambuco (BRASIL, 2014).

2.3.2 Diagnéstico

A sindrome coronariana aguda (SCA) é causada pela obstrucdo das artérias coronarias
e abrange grupos de sintomas clinicos compativeis com isquemia miocardica aguda, do tipo
Infarto Agudo do Miocérdio e Angina Instavel (THEROUX; FUSTER, 1998).

Na SCA estdo incluidas angina instavel, infarto do miocérdio sem Supra do segmento
ST (IAMSS-ST) e infarto do miocardio com Supra do segmento ST (IAMCS-ST)
(THEROUX; FUSTER, 1998; NATIONAL INSTITUTE FOR HEALTH AND CARE
EXCELLENCE, 2010).

O diagnostico da SCA é baseado na avaliacdo dos sintomas e sinais clinicos por
exemplo: histdria clinica de dor toracica sugestiva de isquemia, avaliacdo dos fatores de risco
para doenca aterosclerotica e dados do exame fisico completo incluindo a frequéncia cardiaca,
pressao arterial, eletrocardiograma (alterac6es eletrocardiograficas isquémicas), e dosagem de
marcadores bioquimicos de lesdo miocéardica (niveis elevados), dos quais troponina € o mais
comumente usado. A SCA tem diversas causas, e 0 diagnostico de infarto do miocardio é
classificado de acordo com a Il definicdo universal de infarto do miocardio
(CASAGRANDE, 2002; EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY, 2012; HERREN;
MACKWAY-JONES, 2001; MISTRY; VESELY, 2012).

O eletrocardiograma (ECG) é recomendado pelas diretrizes clinicas como um teste de
primeira linha que deve ser realizado imediatamente. O ECG tem boa especificidade (97%),
mas baixa sensibilidade (28%) em SCA (FESMIRE; PERCY; BARDONER, 1998). Esta

avaliacdo € de importancia crucial, pois os biomarcadores cardiacos sdo normalmente
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indisponiveis inicialmente (CORCORAN; GRANT; BERRY, 2015).

E importante salientar que além dos dados clinicos e alteracdes eletrocardiograficas,
atualmente utilizados para o diagndstico das SCAs, os marcadores bioquimicos de lesao
miocardica tradicionalmente mais usados sdo a troponina e a CK- MB - fracdo MB da
creatinofosfoquinase (KELLER et al., 2009; RECHLIN et al., 2009).

A CK-MB por muito tempo tem sido considerada um marcador para o diagndstico de
IAM, porém é menos sensivel e especifica, em comparagdo com as troponinas cardiacas
(ANDERSON, 2007). O surgimento de ensaios de alta sensibilidade (hs-troponina cTn) é um
avanco importante para o teste de diagnostico para a SCA. Outros potenciais biomarcadores
incluem proteina de ligacdo de acidos graxos do tipo cardiaco (H-FABP); biomarcadores de
inflamacéo sistémica, como a proteina C reativa (CRP); marcadores de disfuncdo ventricular,
peptideo natriurético cerebral (BNP); e copeptina e albumina modificada pela isquemia
(RAZZOUK et al., 2012).

Apesar de estar associado com pior progndstico, troponina, por si s6 ndo é uma
medida precisa de risco quando comparados com o0s escores de risco que incorporam
variaveis clinicas, o ECG, e biomarcadores (YAN; YAN; TAN, 20017).

2.3.3 Estratificacdo de Risco

O grupo de investigacdo Thrombolysis in Myocardial Infarction (TIMI) propds uma
classificacdo simples de prognostico que categoriza o risco de morte e de eventos
cardiovasculares e define para os pacientes uma a melhor estratégia terapéutica para cada caso
(ANTMAN et al., 2000).

A estratificacdo TIMI classifica o risco de morte dos pacientes de acordo com a
presenca de sete variaveis prognosticas: 1) idade > 65 anos; 2) antecedente de doenga arterial
coronaria > 50%; 3) uso de acido acetilsalicilico nos tltimos sete dias; 4) presenga de trés ou
mais fatores de risco para Doenca Arterial Coronaria (DAC); 5) dois ou mais episédios de
angina em 24 horas; 6) desvio do segmento ST > 0,5mm e 7) elevacdo dos marcadores de
necrose miocardica (ANTMAN et al., 2000).

Como o peso estimado para cada uma das sete variaveis foi de magnitude semelhante,
0 escore foi calculado determinando-se o valor de 01 (um) quando uma varidvel estava
presente. A simples soma aritmética do nimero de varidveis presentes constituiu o escore de
risco TIMI para cada paciente. No modelo inicial, houve progressivo e significante aumento

da taxa de eventos com o aumento do escore de risco TIMI, e o0s pacientes foram
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categorizados em baixo risco (0 a 2 pontos), risco moderado (3 a 4 pontos) e alto risco (5a 7

pontos) (Figura 6).
Figura 6 - Categorizacdo do risco TIMI
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Fonte: Antman et al. (2000, traducéo nossa).

Além do TIMI, outros escores séo utilizados para mensurar o risco de mortalidade ou
de eventos cardiovasculares, como 0 HEART e o Global Registry of Acute Coronary Events
(GRACE) (MARCOON et al., 2013; SATILMISOGLU et al., 2017; SIX et al., 2013.

2.3.4 Fisiopatologia da SCA

Os fatores genéticos e ambientais contribuem para o desenvolvimento da lesdo
aterosclerdtica e progressdo da doenca (BOUDOULAS et al., 2016) estdo apresentados

esquematicamente na Figura 7.
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Figura 7 - Fatores de risco genéticos e ambientais que promovem o desenvolvimento e
progressdo da aterosclerose coronaria.
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Fonte: Adaptado de Boudoulas et al. (2016, traducéo nossa).

Fortes evidéncias cientificas indicam que a ativacdo inflamatdria é importante na
iniciacdo e manutencdo e progressdo de aterosclerose. A cascata inflamatoria tem sido
implicada durante toda a formacao da placa, desde as fases iniciais de disfuncdo endotelial
para o desenvolvimento de sindromes coronarianas agudas (SCA). Indicios recentes indicam
gue 0s primeiros estagios na aterosclerose sdo de natureza inflamatéria. A presenca de
macrofagos, linfocitos T, células dendriticas e mastdcitos em lesdes aterosclerdticas; a
deteccdo de expressdo de antigenos HLA de classe Il; e o achado de secrecdo de varias
citocinas aponta para o envolvimento de mecanismos imune inflamatérios na patogénese
da aterosclerose. A evidéncia para um papel da inflamagdo na ruptura de placa foi
demonstrada pela localizagéo da inflamacdo em locais de ruptura de placas. No entanto, o
foco de inflamagéo pode néo estar precisamente no interior do vaso coronario em si, mas sim
no miocardio lesionado distal para a placa rompida (CENTURION, 2016).

Na figura 8 pode ser observado que a aterosclerose coronaria € um processo de doenca
dindmico. Quando uma placa aterosclerdtica se desenvolve na parede de uma artéria
coronaria, a artéria sofre remodelacdo em que a superficie luminal da artéria e a area da placa

ndo esta linearmente relacionada. O processo inflamatério e neovasos (vasa vasorum) podem
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estar presentes na superficie da placa. Apos a ruptura de uma placa aterosclerdtica, trombose
pode ocorrer que conduz a progressdo da doenga (mais frequentemente) e/ou para uma
sindrome coronariana aguda. A placa estavel pode se tornar instdvel e uma placa instavel
pode ser estabilizada (setas bidirecionais) (BOUDOULAS et al, 2016).

Figura 8 - A Doenca arterial coronaria é um processo de doenga dinamico.
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Fonte: Adaptado de Boudoulas et al. (2016).

2.3.5 Doencas cardiacas e 0 NPY

Desde primeiros estudos que demonstraram a relacdo do NPY com a area cardiaca, em
animais foi sugerido que o NPY cardiaco € liberado de nervos simpaticos durante o infarto
do miocérdio induzido experimentalmente (HAN et al., 1989) e demonstraram que 0s niveis
do plasma do NPY sdo elevados em sindromes coronarias agudas e durante a insuficiéncia
ventricular esquerda em humanos onde eles se correlacionam de forma positiva com a
gravidade da insuficiéncia cardiaca e o Y1 com a mortalidade (HULTING et al., 1990,
ULLMAN et al., 1994).

Outro estudo mais recente avaliando pacientes com infarto agudo do miocardio com
supra ST ao longo de 24h do ciclo de atividade clinica sendo tratados com intervencéo
coronaria percutanea primaria (PPCI) para STEMI foi observado que os niveis plasmaticos de
NPY da amostra de sangue periférico foram significativamente elevados nas primeiras 6h,
mas permanecendo elevados em comparacdo com o intervalo normal. Também o nivel de
NPY no plasma também se correlacionou com a resolugdo da elevacdo do segmento ST e o

tamanho do enfarte avaliado por liberagéo total de troponina (CUCULI et al., 2013).
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Polimorfismos do gene NPY estdo associadas a um risco aumentado de inicio precoce
da aterosclerose (SHAH et al., 2009), um aumento no risco da progressao acelerada da
aterosclerose (KARVONEN et al., 2001; YU et al., 2010), infarto do miocardio e morte subita
(YU etal., 2010).

2.3.6 Doengas cardiacas e epigenética

A metilacdo anormal do DNA tem sido reconhecida como um importante fator
subjacente ao desenvolvimento e progressdao em varias doengas comuns. A maioria dos
estudos realizados até agora se tém concentrado sobre o céncer e apenas alguns tém
investigado o papel de mecanismos epigenética, tais como a metilagio do DNA, no
desenvolvimento de doenca cardiovascular (ZAINA, 2014a). Inclusive indicios mostram que
alteracbes epigenéticas podem contribuir para o desenvolvimento de aterosclerose, em
particular, a metilagdo do DNA pode influenciar o inicio e progresséo da doenca (ZAINA et.
al., 2014b).

Mudangas no microRNA, nos padrbes de metilacdo do DNA e na estrutura de histona
tém sido implicados nas vulnerabilidades de doencas cardiovasculares através de geracfes
(THORNBURG, 2015).

Pesquisas preliminares trazem indicios sobre as correlacdes entre a metilacdo do
DNA, histonas modificacbes, e 0os mecanismos baseados em RNA com DCV incluindo
aterosclerose, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio, e hipertrofia cardiaca (SCHIANO
etal., 2015).

Um estudo fornece evidéncias de que a hipermetilagdo anormal no promotor do
DDAH2 (gene que regula a funcdo das células endoteliais progenitoras- EPCs) esta
positivamente relacionada a disfungdo de EPCs em pacientes com doenca arterial coronariana
(NIU et al., 2014).

Outros dados mostram resultados modestos, mas consistentes e significativos,
relacionados a mudancas de metilagdo do DNA (hipometilagdo de quatro sitios CpG
localizados dentro da sequéncia do gene MIR10B) em tecidos vasculares, indicando a
importancia de mecanismos epigenéticos na aterosclerose (NAZARENKO et al., 2015).

Adicionalmente, considerando o papel do NPY e dos seus receptores na
neuroimunomodulagdo das doencas cardiacas e as evidéncias da importancia da atuacdo dos
mecanismos epigenéticos nessas doencas, se faz necessario um melhor entendimento desse

cenario.
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30BJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a influéncia das variantes do NPY, do NPYR2 e do nivel de metilacdo de

DNA global em pacientes com a sindrome coronariana aguda estratificados pelo escore de

risco TIMI.

3.2 Especificos

a)
b)

f)
9)

Avaliar o nivel de gravidade da SCA através do escore de risco TIMI;
Verificar a frequéncia das variantes do NPY [c.20T>C (rs16139), c.84G>A
(rs5572), ¢.150G>A (rs5573) e ¢.-485T>C (rs16147)]e do NPYR2 [c.-1088C> T
rs6857715) e ¢.-1116A> G (rs6857530)] e sua associacdo com a SCA,;

Avaliar associacdo das variantes com o escore de risco TIMI e com as
caracteristicas clinicas, bioldgicas e habito dos pacientes;

Verificar associacdo do nivel de metilacdo de DNA global com a SCA;

Avaliar a relacdo do nivel de metilagdo de DNA global com o escore de risco
TIMI e com caracteristicas clinicas, bioldgicas e habito dos pacientes;

Verificar os niveis séricos do NPY e do NPYR2 e sua relagdo com a SCA;
Avaliar associacdo das variantes e do perfil de metilacdo de DNA global com
0s niveis séricos do NPY e do NPYR2.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Estudo observacional, analitico de corte transversal, com comparagao entre grupos.

4.2 Populacéo e local de estudo

O estudo foi realizado com pacientes internados no Real Hospital do Coracédo (RHC)
que pertence ao Real Hospital Portugués (RHP), situado em Recife — PE, no periodo de 2014
até 2018. Participaram pacientes adultos, acima de 18 anos de idade, de ambos 0s sexos,
sabidamente coronarianos. Todos foram submetidos ao eletrocardiograma, ecocardiografia, a
cineangiocardiografia, além das dosagens de marcadores de lesdo miocardica (CK-MB e
troponina).

4.2.1 Grupo de pacientes com SCA

O grupo SCA foi composto por pacientes internados no RHP com diagnostico de SCA
(n = 221). Adicionalmente, foram coletados nos prontuérios dados a respeito da presenca de
fatores de risco para SCA, como diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica, tabagismo e
dislipidemia. Houve uma estratificacdo neste grupo em dois subgrupos: esperado (homem >
65 anos; mulher > 55 anos) e precoce (homem < 65 anos; mulher < 55 anos) e esse ponto de
coorte (idade) esta relacionado a faixa de idade que normalmente sdo encontrados individuos

com SCA ou pode ser considerado um desenvolvimento precoce da SCA.

4.2.2 Grupos de comparacgao

Foram compostos por dois grupos, um grupo de pacientes internados no RHP sem
SCA (sSCA), possuindo fibrilacdo atrial (n = 95) e um grupo saudavel, formado por doadores
de sangue da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (Hemope) (n = 278).
Neste Gltimo grupo, os individuos sdo submetidos a uma triagem por onde séo realizadas
entrevistas e exames laboratoriais para HIV, doenca de chagas, hepatite C, sifilise HTLV 1 e

2, para posteriormente serem considerados aptos para doacéo.
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4.2.3 Nivel de gravidade

O grupo SCA foi estratificado pelo escore de risco TIMI e constituidos por aqueles
considerados de baixo, intermediario e alto risco (ANTMAN et al., 2000).

Na classificagdo para gravidade séo considerados sete fatores de risco. Para cada fator
é atribuido valor 0 ou 1, caso esteja ausente ou presente no caso clinico em questdo. A
presenca de cada fator de risco adiciona um ponto ao escore total, que varia de zero a sete. Os
pacientes foram avaliados da seguinte maneira: idade superior a 65 anos; trés fatores de risco
concomitantes para doenca arterial coronariana; lesdo prévia em artéria coronéria > 50%;
desvio do segmento ST durante a apresentacao inicial; dois ou mais eventos anginosos nas
ultimas 24 horas; uso de acido acetilsalicilico nos Gltimos sete dias; e elevacdo de marcadores
séricos (ANTMAN et al., 2000). S&o considerados de baixo risco os pacientes que no final

obtiverem 1 a 2 pontos, de médio risco 3 a 4 pontos e de alto risco 5 a 7 pontos.

4.3 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo, pacientes com diagnéstico comprovado de SCA, ap06s
realizacdo de exame fisico, de eletrocardiograma, e de dosagem de marcadores de lesdo
miocardica. Para os individuos saudaveis, doadores do banco de sangue foram previamente
submetidos a uma triagem através de entrevista e posteriormente exames laboratoriais para
certificar que os doadores estdo em boas condi¢cBes de saude. Todos os individuos que
aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

4.4 Critérios de exclusdo

Para o grupo SCA e sSCA, foram excluidos do estudo individuos em uso de anti-
inflamatdrios, pacientes com traumas recentes, pacientes com historia de processo infeccioso
em atividade ou neoplasias e aqueles que ndo concordaram com a participacdo no estudo.

Foram excluidos do grupo saudavel aqueles que apresentaram sorologia positiva para
doencas infectoparasitarias e aqueles cujos exames soroldgicos ndo foram encontrados no

banco de dados.
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4.5 Definicdo e categorizagao das variaveis

4.5.1 Variaveis dependentes

Foram consideradas variaveis dependentes a SCA:

a)

b)

f)

Escore de riso TIMI — definido pelo risco de morte e categorizado em risco baixo,
intermediario ou moderado e alto;

NUmero de lesGes arteriais — definida por exame angiogréfico e categorizada em 0,
<2e>2;

Fracdo de efecdo (FE) — definida por exame ecocardiografico e categorizada em
<50% e >50%;

Proteina ¢ Reativa (PcR) — definida por exames laboratoriais, o seu valor normal
dependeré da idade e do género e categorizada em normal (n&o) ou alterada (sim);
CK-MB massa — dosagem acima de 5,6 ng/mL, categorizada em sim (dosagem
acima de 5,6 ng/mL) ou ndo (normal);

Troponina | — dosagem acima de 0,11 ng/mL, categorizada em sim (dosagem acima
de 0,11 ng/mL) ou ndo (normal).

4.5.2 Variaveis independentes

Foram consideradas variaveis independentes a SCA:

a)
b)

c)

d)

Género — Feminino ou masculino;

Idade - Anos completos no momento da entrada ao RHP ou da coleta do material
bioldgico;

Inicio da SCA - Idade que o individuo estava quando foi diagnosticado com SCA,
no momento da entrada ao RHP ou da coleta do material bioldgico, sendo levado
em consideracdo o grupo esperado (Homem > 65 anos; Mulher > 55 anos) e precoce
(Homem < 65 anos; Mulher < 55 anos);

As variantes dos genes NPY e NPYR2:

- NPY c. 20T>C (rs16139) - TT, TC/CC;

- NPY c.84G>A (rs5572) - GG, GA/AA;

- NPY c.150G>A (rs5573) - GG, GA/AA,
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- NPY c.-485T>C (rs16147) - TT, TC/CC;
- NPY2R c.-1088C>T (rs6857715) - TT, TC/CC;
- NPY2R c.-1116A>G (rs6857530) - AA, AG/GG.

e) Metilacio de DNA global - Nivel de metilaghio no DNA (hipermetilado ou

hipometilado);

f) Tabagismo — Consumo de qualquer quantidade diéria de tabaco e categorizado em

sim (tabagista) ou néo;

g) Dislipidemias — Alteragbes nos valores normais para colesterol, LDL, HDL ou

triglicerideos, categorizado em sim (alterado) ou n&o;

h) Diabetes — Paciente em tratamento com hipoglicemiantes ou 2 episddios de

glicemia em jejum > 126 mg/dL, categorizado em sim (diabético) ou ndo;

i) Hipertensdo - Pacientes em uso de antihipertensivos ou pressdo arterial >
140/90mmHg em duas afericOes, categorizado em sim (hipertenso) ou néo;
j) Dosagem dos niveis séricos do NPY e do NPYR2.

4.6 Obtencdo das amostras

Durante a realizacdo dos exames de rotina no RHC, que incluem as dosagens de CK-
MB e troponina, e também coletados dois tubos, totalizando 10 ml de sangue (um tubo seco
para dosagens do NPY e do NPYR2, e outro tubo com EDTA para anélise das variantes dos
genes e da metilacdo de DNA global).
4.7 ldentificagédo das variantes

4.7.1 Extracdo e purificacdo de Acidos Nucléicos

O DNA genbmico foi extraido utilizando o “kit” illustra blood genomicPrep Mini

Spin, de acordo com as instrugdes do fabricante (GE Healthcare Life Sciences).

4.7.2 Determinacgao das frequéncias das variantes nos genes do NPY e do NPYR2

As regides onde se localizam as variantes de interesse para o0 gene do NPY, c. 20T>C
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(rs16139), c.84G>A (rs5572), c.150G>A (rs5573) (BHASKAR et al., 2007), foram
amplificadas pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os primers utilizados para

amplificar 516pb do exon 2 foram:

Forward - 5’CCTGGGTTCTCTCTGCGGGACTG*3
Reverse - 5’>CCCATTTTGTGTAGAGTGTGCCCTGT’3.

Como controle negativo, foram utilizados os reagentes sem adicdo de DNA.

A genotipagem das variantes do NPY foi realizada por PCR convencional utilizando a
Platinum™ SuperFi™ PCR Master Mix (Invitrogen Life Technologies), para volume final de
25 ul (Invitrogen Life Technologies), de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Os
fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1,5%.

As condicOes de amplificacdo foram: desnaturacdo inicial de 95 °C por 5 minutos, em
seguida, 35 ciclos compostos por desnaturacdo (95 °C por 1 minuto), anelamento (60 °C por
30 segundos) e extensao (72 °C, por 45 segundos) e, por fim, uma extensdo final de 72 °C por
7 minutos.

Os produtos de PCR foram encaminhados ao Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdaes (NPT/CPgAM) para sequenciamento, os quais foram
analisados no programa Chromas Lite 2.01.

A andlise das variantes do NPY, c.-485T> C (rs16147) (Assay ID C__ 2267279 10), e
do NPYR2,c.-1088C>T (rs6857715) (Assay ID C__ 29013142 _10) e c.-1116A>G
(rs6857530) (Assay ID C_ 44837 _30), foi realizada através de PCR em tempo real usando
sondas especificas (Applied biosystems). A genotipagem foi realizada utilizando o 7500 Real
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), nas seguintes condigdes:
desnaturacdo inicial a 95 °C durante 10 minutos, e 40 ciclos compostos por desnaturagéo (92
°C por 15 segundos), anelamento (60 ° C por 60 segundos) e extensdo (60 °C, por 60

segundos) e, por fim, uma extenséo final de 60 °C por 60 segundos.

4.8 Avaliacao do nivel de metilagdo de DNA global

Para quantificar o DNA gendmico foi utilizado o NanoDrop 2000c¢ Spectrophotometer
(Thermo scientific, Wilmington, DE). Os niveis de metilacdo de DNA global foram obtidos
através de um kit comercial baseado em ELISA (5-mC DNA ELISA Kit, Zymo Research,
Irvine, CA, EUA). O kit permite a deteccdo de 5-metilcitosina (5-mC) global no DNA, pois

contém um anticorpo monoclonal sensivel e especifico para 5-mC.
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O 5-mC DNA ELISA é um kit de alto rendimento que possui uma placa de 96 pocos e
a porcentagem de 5-mC em uma amostra de DNA (100 ng) que pode ser quantificada com
precisdo a partir de uma curva padrao gerada com controles (100 ng) incluidos no Kkit.

As amostras de DNA foram desnaturadas e incubadas na placa, seguindo o protocolo
do fabricante e finalmente mensuradas na absorbancia de 405 nm usando o leitor de placa de
Elisa Multiskan FC (Thermao scientific).

A quantificacdo de metilacdo global do DNA (%5-mC) foi obtida através de uma
equacdo derivada da regressdo polinomial de segunda ordem [%5-mC (X)= e(y-b/m)], e
posteriormente ajustada para %CpG de metilacdo multiplicando pelo fator 8,2. Esse fator foi
obtido a partir da divisdo dos sitios CpG/comprimento do genoma de Escherichia coli
(0,0747) pelo de humano (0,0091). A razdo pela qual foi ajustado para a metilacdo de %CpG
em humano é porque 0os DNAs padréo (controles) sdo compostos de DNA de E. coli metilado
e ndo metilado, e esses DNAs tem um nimero maior de sitios CpG do que a maioria das
espécies de mamiferos. Portanto, os valores das amostras sdo calculados diretamente da curva
padrdo e teriam um % 5mC ligeiramente menor do que o0 %5mC global real.

Para cada amostra, a analise de metilacdo foi realizada em duplicata.

4.9 Dosagem dos niveis séricos do NPY e do NPYR2

O NPY e o NPYR2 foram dosados no soro através dos kits Human NPY
(Neuropeptide Y) ELISA Kit (MyBioSource) e do Human Neuropeptide Y Receptor Y2
ELISA Kit, respectivamente, utilizando o método Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
(ELISA) para obtencdo de suas concentracdes. Todas as etapas seguiram o protocolo
especifico contido nos kits. As leituras e os calculos das concentracGes referentes as dosagens
em questdo foram realizados usando o leitor de placa de Elisa Multiskan FC (Thermo

scientific) e mensuradas na absorbancia de 450 nm.

4.10 Analise estatistica

A analise foi realizada no Laboratorio de Méyodos Quantitativos do Departamento de
Saude Coletiva (NESC) do IAM-Fiocruz e foi utilizado o software R (The R Project for
Statistical Computing, R Development Core Team) — versdo 2.10. Primeiramente, foi
realizada uma andlise descritiva para expor 0s resultados obtidos. A apresentacdo das

varidveis mensuradas foi feita através de tabelas ou graficos incluindo também o uso de
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algumas medidas descritivas. Para a analise comparativa entre as variaveis qualitativas foi
aplicado o teste qui-quadrado, e quando necessério Fisher. Também se utilizou uma
abordagem com a analise univariada de cada uma das varidveis independentes com a variavel
resposta, onde a forca de associacdo entre as variaveis independentes e a variavel resposta foi
expressa pela Razdo de Chances “Odds Ratio (OR)” com intervalo de confianca 95%. Para o
calculo da Raz&o de Chances foi utilizado a regresséo logistica (binomial/multinomial).

Na analise das variaveis quantitativas foi utilizado o teste de Shapiro Wilk para testar
a suposicdo de normalidade das variaveis envolvidas e, para a andlise comparativa das
variaveis foi utilizado o teste de Mann-Whitney ou T-Student. A correlagcdo de Pearson foi
utilizada para avaliar a relagdo entre duas variaveis continuas e as demais conclusfes foram

tomadas ao nivel de significancia de 5%.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto intitulado: “Avaliacdo da influéncia do neuropeptideo Y na sindrome
coronariana aguda” se encontra inserido no projeto: “Preditores para a sindrome coronariana
aguda: avaliacdo do valor prognostico de biomarcadores e polimorfismos genéticos na
estratificagdio de risco”, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Procardio/Realcor do Real Hospital Portugués (CAAE: 03187512.2.0000.5202 /parecer n°
631.090), em abril de 2014 (Anexo A).

Os pacientes com SCA (Apéndice A) e sSCA (Apéndice B) do RHP, além dos
individuos saudaveis do Hemope (Apéndice C) participantes do estudo foram orientados

sobre a pesquisa em questdo e assinaram o TCLE.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo da populacdo estudada

De um total de 221 pacientes com SCA, a maioria (76,02%) foi do género masculino.
Esta distribuicdo também foi observada para o grupo sSCA e saudavel sendo 52,69% (49/93)
e 84,17% (234/278), respectivamente.

As medianas das idades dos pacientes com SCA, sem SCA e grupo saudavel foram
60, 63 e 45 anos, respectivamente, ndo foram encontradas diferencas entre os grupos SCA e
sSCA (p = 0,7775) mas foi encontrada entre os grupos com SCA e saudavel (p < 0,0001).

Os pacientes com a SCA foram classificados de acordo com o risco TIMI,
apresentando uma distribuicdo de 34,84% (77/221) com nivel baixo, 46,61% (103/221) nivel
intermediario e 18,55% (41/221) nivel alto. (Tabela 1).

Foi observado inicialmente que a SCA estaria associada ao género, tabagismo,
diabetes e dislipidemia, mas ndao com a hipertensdo, porém com a analise de regressdo
multivariada a variavel diabetes perdeu a significancia (Tabela 1). Em relacdo ao género, foi
demonstrado que os homens possuem uma chance em torno de duas vezes a mais de
desenvolver a SCA comparado as mulheres. Os individuos tabagistas também teriam em
torno de duas vezes de chances de ter SCA quando comparado aos ndo tabagistas. E 0s
individuos com dislipidemia possuem um pouco acima de trés vezes de chances de ter a SCA

guando comparados aos ndo portadores desse fator de risco.

Tabela 1 - Caracteristicas biologicas, clinicas e hbitos de pacientes SSCA e SCA.

(continua)
. SSCA SCA IC 95%
Caracteristicas OR p
N* % N (221) % Inf  Sup
GENERO
Feminino 49 52,69 168 76,02 1,00
Masculino 44 4731 53 23,98 242 141 4,15 0,0014
TABAGISMO
Néo 82 89,13 162 73,3 1,00
Sim 10 10,87 59 26,7 231 113 5,13 0,0291
DISLIPIDEMIA
Néo 66 71,74 89 40,27 1,00

Sim 26 28,26 132 59,73 3,24 190 5,95 <0,0001



Tabela 1 - Caracteristicas bioldgicas, clinicas e habitos de pacientes SSCA e SCA

(concluso).

Caracteristicas

TIMI

Baixo
Intermediario
Alto

Alteragdo de PcR
Nao

Sim

NE

LA

<2

>2

NE

TROPONINA | >0,11 ng/mL
N&o

Sim

NE

CK-MB massa >5,6 ng/MlI
Néo

Sim

NE

FE

<50%
>50%
NE

SSCA SCA IC 95%
OR
N* % N@21) % Inf_ Sup
77 34,84 - -
103 46,61 - -
41 1855 - -
71 3550 - -
129 64,50 - -
21 - -
13 6,37 - -
104 50,98 - -
87 42,65 - -
17 - -
31 1416 - -
188 85,84 ] ]
2 - -
63 31,34 - -
138 68,66 - -
20 - -
71 3318 - -
122 57,01 - -
21 981 - -

Fonte: a autora

Nota: *O N amostral dentro do grupo sSCA varia (para género = 93 e tanto tabagismo, diabetes,
hipertenséo e dislipidemia = 92); NE: Dados ndo encontrados; TIMI: TIMI risk; PcR: Proteina ¢
Reativa: FE: frac8o de ejecdo; Regresséo Logistica - OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianga;

p:valor de p.

6.2 Analise das variantes do NPY e do NPYR2 com a SCA

48

Os grupos SCA e saudavel apresentaram equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) (p >
0,05) para todas as variantes dos NPY e NPYR2. No grupo sSCA, as variantes NPY
€.150G>A, NPYR2 c.-1088C>T e c.-1116A>G mostraram estar em HWE, ndo se
encontraram em equilibrio génico as NPY ¢.20T>C e NPY c.84 G>A. Logo, ndo houve a

realizacdo de analises estatisticas envolvendo essas duas populagdes.

A NPY ¢.20T>C mostrou como maioria 0 genétipo TT (94,57%) no grupo com SCA,
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enquanto que 5,43% dos pacientes possuem o gendtipo TC. No grupo sSCA, 94,51% das
amostras apresentaram genotipo TT, enquanto que 5,49% apresentaram o gen6tipo TC ou CC
(Tabela 2). No grupo saudavel, 96.40% das amostras apresentaram genotipo TT, enquanto
que apenas 3.60% apresentaram o geno6tipo TC e quando realizada a analise apés o ajuste pela
idade foi verificada um ganho de associacdo entre essa variante e a SCA, que antes estava
com p = 0,3251 para o TC/CC e p = 0,3307 para o alelo C e posteriormente ficou com p =
0,0274 para 0 TC/CC e p = 0,0294 para o alelo C, com chances em torno de trés vezes do
individuo que possue o genétipo TC/CC ou o alelo C desenvolver a SCA, como pode ser
observado na tabela 3.

Em relacdo a NPY ¢.84G>A, os resultados mostram que 93,67% dos pacientes com
SCA apresentaram geno6tipo GG, enquanto que 6,33% dos pacientes apresentaram genoétipos
GA ou AA. Os resultados mostraram que 92,31% das amostras de individuos sSCA
apresentaram gendtipo GG, enquanto que apenas 7,69% apresentaram genétipo GA ou AA
(Tabela 2). Os resultados mostraram que 94,96% das amostras de individuos saudaveis
apresentaram gendtipo GG, engquanto que apenas 5,04% apresentaram genotipo GA ou AA.
N&o houve associacdo com a NPY ¢.84G> A e a SCA, entre as populagdes dos grupos SCA e
saudavel (Tabela 3).

Os resultados da NPY ¢.150G>A mostraram que 24,89% dos pacientes com SCA tem
genotipo GG, enquanto 75,11% desses apresentam genotipos GA/AA. Entre 0s pacientes
SSCA, 32,97% apresentam 0 gen6tipo GG, enquanto 67,03% apresentam o GA ou AA
(Tabela 2). Em relacdo ao grupo saudavel, o gendtipo GG estava presente em 27,34%,
enquanto 72,66% apresentaram GA/AA (Tabela 3). Ndo houve diferenca estatistica entre as
populagdes dos trés grupos.

No que se refere a variante do NPY c¢.-485T>C, 26,61%, do grupo SCA possuem
genotipo TT, enquanto 73,39% desses apresentam genotipos TC/CC. Entre os pacientes
sSCA, 25,81% tem o genotipo TT, enquanto 74,19% apresentam o TC/ CC. N&o existe
associacdo entre essa variante e SCA (Tabela 2). No grupo saudavel, os individuos possuem
24,22% do gendtipo TT, enquanto 75,78% apresentaram TC/CC (Tabela 3). Nas duas analises
realizadas com as trés populagdes ndo encontramos associagdo entre a ¢.-485T>C e a SCA.

Em relacdo a NPYR2 ¢.-1088C> T, a distribuicdo genotipica no SCA mostrou que
17,65% tém o genotipo TT, enquanto 82,35% possuem TC/CC. No grupo sSCA, 24,21% dos
pacientes apresentaram genétipo TT, enquanto 75,79% tinham os gendtipos TC/CC (Tabela
2). No grupo saudavel, 21,57% de individuos apresentaram o genétipo TT, enquanto 78,43%

foram compostos do genotipo TC/CC (Tabela 3). Nas duas andlises realizadas com as trés
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populagdes ndo encontramos associagao entre a c.-485T>C e a SCA.

Os resultados relacionados a NPY2R c.-1116A> G mostraram que 0s pacientes do
grupo SCA apresentam 33,48% o0 gendtipo AA, enquanto 66,52% possuem o geno6tipo AG ou
GG. No grupo sSCA, 26,32% apresentam 0 genotipo AA, engquanto que 73,68% tem o
genotipo AG ou GG (Tabela 2). Nos individuos do grupo saudavel, 21,50% possuem o
genotipo AA, enquanto 78,50% tém AG/GG (Tabela 3). Quando realizada a anélise regressdo
logistica foi verificada uma associacdo da c.-1116A> G com a SCA (p = 0,0054 para o
AG/GG e p =0,0109 para o alelo G), entre o grupo saudavel e SCA, porém apds o ajuste pela
idade houve a perda dessa associacéo (p = 0,4619 para 0 AG/GG e p = 0,2982 para o alelo G),
como pode ser observado na tabela 3.

Tabela 2 - Analise das variantes dos genes NPY e NPYR2 nos grupos sSCA e SCA

(continua)
. SSCA SCA I1C 95%
Variantes OR p
N** % N % Inf Sup
NPY c.20T>C
(rs16139)
TT 86 94,51 209 94,57 *
TC/CC 5 5,49 12 5,43 * * * *
Alelos
T 176 96,7 430 97,29 *
C 6 3,3 12 2,71 * * * *
NPY c.84G>A
(rs5572)
GG 84 92,31 207 93,67 *
GA/AA 7 7,69 14 6,33 * * * *
Alelos
G 174 95,6 427 96,6 *
A 8 4,4 15 3,4 * * x *
NPY c.150G>A
(rs5573)
GG 30 32,97 55 24,89 1,00
GA/AA 61 67,03 166 75,11 1,48 0,87 2,52 0,1463
Alelos
G 98 53,85 220 49,77 1,00

A 84 46,15 222 50,23 1,18 0,82 1,69 0,4027
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Tabela 2 - Analise das variantes dos genes NPY e NPYR2 nos grupos sSCA e SCA
(conclusdo)

. sSCA SCA IC 95%
Variantes OR p
N** % N % Inf  Sup
NPY c.-485T>C (rs16147)***

TT 24 25,81 58 26,61 1,00
TC/CC 69 74,19 160 73,39 0,96 055 165 0,8836
Alelos

T 87 46,77 224 51,38 1,00

C 99 53,23 212 48,62 0,83 058 1,19 0,3354

NPYR2 c.-1088T>C (rs6857715)

TT 23 24,21 39 17,65 1,00
TCI/CC 72 75,79 182 82,35 1,49 082 266 0,1796
Alelos

T 92 48,42 188 42,53 1,00

C 98 51,58 254 57,47 1,27 089 181 0,2010

NPYR2 c.-1116A> G (rs6857530)

AA 25 26,32 74 33,48 1,00
AG/GG 70 73,68 147 66,52 0,71 041 120 0,2089
Alelos

A 95 50 257 58,14 1,00

G 95 50 185 41,86 0,72 045 1,14 0,1699

Fonte: a autora

Nota: * Dados ndo analisados; **: O N amostral nas popula¢@es das variantes do grupo sSCA varia (para as
NPY ¢.20T> C, NPY ¢.84G>A e NPY ¢.150G>A = 91; NPY ¢.-485T>C =93; NPYR2 ¢.-1088C> T = 95;
NPYR2 c.-1116A> G = 95); ***: O N amostral no grupo SCA é de 218; Regressdo Logistica OR: Odds Ratio;
IC: Intervalo de confianca; p: valor de p.

Tabela 3 - Andlise das variantes dos genes NPY e NPYR2 nos grupo Saudavel e SCA.

(continua)
. Saudavel SCA IC 95% IC 95%
Variantes OR p-valor ORidade
N* % N (221) % Inf _ Sup Inf _ Sup
NPY ¢.20T>
C (rs16139)
TT 268 96,4 209 94,57 1,00 1,00
TCI/CC 10 3,6 12 543 154 0,65 3,71 0,3251 322 1,14 9,23 0,0274
Alelos
T 546 98,2 430 97,29 1,00
C 10 18 12 2,71 152 065 3,64 03307 3,09 1,11 8,65 0,0294
NPY ¢.84G>A
(rs5572)
GG 264 94,96 207 93,67 1,00 1,00
GA/AA 14 504 14 6,33 1,28 0,559 2,76 0,5320 166 0,61 4,47 0,3189
Alelos
G 542 97,48 427 96,6 1,00 1,00

A 14 252 15 34 136 064 2,87 0415 1,74 0,66 4,51 0,2579



52

Tabela 3 - Anélise das variantes dos genes NPY e NPYR2 nos grupo Saudavel e SCA.
(concluséo)

. Saudavel SCA IC 95% IC 95%
Variantes OR p-valor ORidade p
N* % N (221) % Inf  Sup Inf  Sup
NPY
c.150G>A
(rs5573)
GG 76 27,34 55 24,89 1,00 1,00
GA/AA 202 72,66 166 75,11 1,14 0,76 1,70 0,5366 1,30 0,75 2,27 0,3549
Alelos
G 289 51,98 220 49,77 1,00 1,00
A 267 48,02 222 50,23 1,09 0,85 1,40 0,4889 1,22 0,88 1,71 0,2376
NPY c.-
485T>C
(rs16147)**
TT 31 24,22 58 26,61 1,00 1,00
TC/CC 97 75,78 160 73,39 0,88 053 145 06240 0,76 0,40 1,42 0,3928
Alelos
T 121 47,27 224 51,38 1,00 1,00
C 135 52,73 212 48,62 0,85 0,62 1,16 0,2966 0,77 0,52 1,14 0,1951
NPYR2 c.-
1088T>C
(rs6857715)
TT 44 21,57 39 17,65 1,00 1,00
TC/CC 160 78,43 182 82,35 1,28 0,79 2,08 0,3089 0,92 0,49 1,75 0,8040
Alelos
T 201 49,26 188 42,53 1,00 1,00
C 207 50,74 254 57,47 1,31 1,00 1,72 0,0493 1,15 0,80 1,64 0,447
NPYR2 c.-
1116A> G
(rs6857530)
AA 46 21,5 74 33,48 1,00 1,00
AG/GG 168 78,5 147 66,52 054 035 0,83 0,0064 081 046 1,43 0,4619
Alelos
A 212 49,53 257 58,14 1,00 1,00
G 216 50,47 185 41,86 0,71 054 0,92 0,0109 0,83 0,58 1,18 0,2982
Fonte: a
autora

Nota: *O N amostral nas populacdes das variantes do grupo saudavel varia (para as NPY ¢.20T> C, NPY
€.84G>A e NPY ¢.150G>A = 278; NPY ¢.-485T>C = 128; NPYR2 ¢.-1088C> T = 204; NPYR2 c.-1116A> G =
214); **: O N amostral no o grupo SCA é de 218; Regresséo Logistica OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de
confianca; p: valor de p; ORpape: Odds Ratio ajustada pela idade.

6.3 Relagdo das variantes com o risco TIMI

Foi observada uma associagdo entre o risco TIMI com a variante NPY ¢.20T>C. A
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NPY ¢.20T>C apresentou diferenca (p = 0,0261; OR = 4,00) entre os grupos de risco TIMI
baixo e intermediario/alto. No grupo de risco TIMI baixo, a distribuicdo genotipica foi de
89,61% TT e 10,39% TC/CC, enquanto no grupo de risco TIMI intermediario/alto, 97,22%
possuem o genotipo TT e 2,78% os TC/CC (Tabela 4).

Em relacdo a variante NPY ¢.84 G>A, o grupo de risco TIMI baixo apresentou uma
distribuicdo de 92,21% para GG e 7,79% GA/AA, enquanto no grupo de risco TIMI
intermediario/alto, 94,44% possuem o gendtipo GG e 5,56% os GA/AA (Tabela 4). Néao foi
observada diferenca estatistica entre essa variante e o risco TIMI.

Para a variante NPY ¢.150 G>A, o grupo de risco TIMI baixo teve uma distribuicéo
de 28,57% para GG e 71,43% GA/AA, enquanto o grupo de risco TIMI intermediario/alto
apresentou 22,92% para GG e 77,08% para GA/AA (Tabela 4). Nao foi observada associacao
entre essa variante e o risco TIMI.

A variante NPY ¢.-485T>C foi encontrada no grupo de risco TIMI baixo com uma
distribuicdo de 27,63% para TT e de 72,37% TC/CC e o grupo de risco TIMI
intermediario/alto mostrou 26,06% para TT e 73,94% para TC/CC (Tabela 4). N&o foi houve
associacao entre essa variante e o risco TIMI.

Em relacdo a variante ¢.-1088 C> T do NPYR2, o grupo de risco TIMI baixo possue
uma distribuicdo de 18,18% para TT e 81,82% TT/TC e o grupo de risco TIMI
intermediario/alto teve 17,36% para TT e 82,64% para TT/TC (Tabela 4). N&o foi observada
diferenca estatistica entre essa variante e o risco TIMI.

A NPYR2 c.-1116A> G, o grupo de risco TIMI baixo apresentou 25,97% do genoétipo
AA e 74,03% para AG/GG. No grupo de risco intermediario/alto do TIMI, 37,50% dos
pacientes possuem geno6tipo AA e 62,50% os AG/GG (Tabela 4). E também essa variante ndo

apresentou associacdo com o risco TIMI.

Tabela 4 - Andlise das variantes dos genes NPY e NPYR2 entre os graus de risco TIMI no grupo SCA

(continua)
Escore de risco TIMI
. Baixo Intermedidario/Alto Intermediario/Alto* x Baixo
Variantes
(n=77) (n=144)
N % n % OR 95% IC p-

NPY ¢.20T> C (rs16139)
TT 69 89,61 140 97,22 1
TC/CC 8 10,39 4 2,78 4,00 1,23-16,66 0,0261
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Tabela 4 - Analise das variantes dos genes NPY e NPYR2 entre os graus de risco TIMI no grupo SCA
(concluséo)

Escore de risco TIMI

. Baixo Intermediario/Alto  Intermediario/Alto* x Baixo
Variantes
(n=77) (n=144)
N % n % OR 95% IC p
NPY ¢.84G>A (rs5572)
GG 71 92,21 136 94,44 1
AG/AA 6 7,79 8 5,56 1,43 0,46 -4,35 0,5173
NPY ¢.150G>A (rs5573)
GG 22 28,57 33 22,92 1
GA/AA 55 71,43 111 77,08 0,74 0,39-141 0,3551
NPY c.-485T>C (rs16147)**
TT 21 27,63 37 26,06 1
TC/CC 55 72,37 105 73,94 0,92 0,49-1,75 0,802
NPYR2 ¢.-1088T>C (rs6857715)
TT 14 18,18 25 17,36 1
TC/CC 63 81,82 119 82,64 0,83 0,45-1,49 10,5300
NPYR2 ¢.-1116A> G (rs6857530)
AA 20 25,97 54 37,50 1
AG/GG 57 74,03 90 62,50 1,72 0,93-3,22 10,0852

Fonte: a autora

Nota: * Referéncia; **Possue o N amostral de 76 do grupo TIMI baixo e 142 no Intermediario/Alto; Regressdo
Logistica OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianga; p: valor de p

6.4 Relacdo entre as variantes e as caracteristicas clinicas, bioldgicas e habito

Também foi analisada a existéncia de associacdo entre as seis variantes com género,
inicio da SCA, género/tempo, tabagismo, diabetes, hipertensao, dislipidemia, niveis alterados
da proteina C-reativa (PCR), numero de lesdes arteriais, niveis alterados da troponina, niveis
alterados da CK-MB massa e a fracédo de ejecdo no grupo SCA.

Em relagdo a variante ¢.20T>C do NPY ndo foi observado associa¢do com as variaveis
(Apéndice D). No entanto, a variante NPY ¢.84G>A se mostrou associada a hipertensao,
indicando que individuos dentro do grupo SCA que ndo possuem 0s genotipos GA/AA tem
uma chance de risco de 3,57 a mais de ter a hipertenséo (p = 0,0223; OR = 3,57), como pode
ser observado na tabela 5.

Na NPY ¢.150G>A ¢é demonstrada uma forte tendéncia para um fator de protecdo de

48% para dislipidemia no grupo SCA (p = 0,0532; OR = 0,52), como se pode verificar na
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tabela 6. Em relacdo as variantes NPY c.-485T>C (Apéndice E) e NPYR2 c.-1088C>T
(Apéndice F) nenhuma associacao foi encontrada com as variaveis.

Entretanto, a variante NPYR2 c.-1116 A>G mostrou associagdo com o tempo de inicio
da SCA (Tabela 7), indicando que o individuo que possue essa variante tem quase duas vezes

de chances de desenvolver a sindrome precocemente (p = 0,0253; OR =1,91).

Tabela 5 - Analise da variante ¢.84G>A do NPY com as caracteristicas bioldgicas, clinicas e habitos

(continua).
o NPY c.84G>A (rs5572) IC 95%
Variaveis GG GAIAA OR P
N % N % Inf Sup
GENERO
Masculino 156 7536 12 8571 1,00
Feminino 51 24,64 2 14,29 0,51 0,08 1,95 0,3881
INICIO DA SCA
Esperado 95 4589 4 28,57
Precoce 112 54,11 10 71,43 2,12 0,69 7,93 0,2162
GENERO/TEMPO
Masculino
Esperado 54 3462 3 25 1,00
Precoce 102 6538 9 75 1,5882 0,45 7,38 0,501
Feminino
Esperado 41 8039 1 50 1,00
Precoce 10 1961 1 50 4,1 0,15 109,92 0,333
Esperado
Homem 54 44,26 3 60 1,00
Mulher 68 5574 2 40 0,5294 0,07 3,30 0,4945
Precoce
Homem 102 8226 9 90
Mulher 22 17,74 1 10 0,5152 0,03 2,95 0,539
TABAGISMO
Néo 150 72,46 12 8571 1,00
Sim 57 2754 2 14,29 2,27 0,60 14,29 0,2903
DIABETES
Né&o 117 5652 9 64,29 1,00
Sim 90 4348 5 3571 1,38 0,46 4,55 0,5715
HIPERTENSAO
Sim 45 21,74 50,00 1,00
Né&o 162 78,26 50,00 3,57 1,18 11,11 0,0223

Tabela 5 - Analise da variante ¢.84G>A do NPY com as caracteristicas bioldgicas, clinicas e habitos.

(concluséo)




NPY c.84G>A (rs5572)

1C 95%

Variaveis GG GA/AA OR p
N % N % Inf Sup

HIPERTENSAO
Sim 45 21,74 7 50,00 1,00
Né&o 162 7826 7 5000 357 1,18 11,11  0,0223
DISLIPIDEMIA
Né&o 84 4058 5 3571 1,00
Sim 123 59,42 9 64,29 0,81 0,2427 2,4390 0,7198
Ateracdo de PcR
Né&o 65 34,76 6 46,15 1,00
Sim 122 6524 7 5385 0,62 0,20 2,00 0,4100
LA
0 11 579 2 1429 1,00
<2 96 5053 8 57,14 046 0,09 2,43 0,3597
>2 83 43,68 4 2857 0,26 0,04 1,62 0,1503
TROPONINA > 0,11 ng/mL
N&o 30 1463 1 7,14 1,00
Sim 175 8537 13 9286 2,23 042 41,22  0,4481
CK-MB massa >5,6 ng/mL
Né&o 58 30,85 5 3846 1,00
Sim 130 69,15 8 6154 0,71 0,23 2,45 0,5688
FE
<50% 66 36,67 5 38,46 1,00
>50% 114 63,33 8 61,54 0,93 0,30 3,17 0,8969

Fonte: a autora
Nota: PcR: Proteina c Reativa: FE: fracdo de ejecdo; Regressdo Logistica OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianca; p: valor de p

Tabela 6 - Analise da variante ¢.150G>A do NPY com as caracteristicas bioldgicas, clinicas e habito.

(continua)
o NPY c¢.150G>A (rs5573) IC 95%
Variaveis GG GA/AA OR p
N % N % Inf Sup
GENERO
Masculino 41 7455 127 76,51 1,00
Feminino 14 2545 39 2349 0,90 0,45 1,86 0,7680
INICIO DA SCA
Esperado 26 4727 73 4398 1,00
Precoce 29 52,73 93 56,02 1,14 0,62 2,11 0,6701
GENERO/TEMPO
Masculino
Esperado 15 36,59 42 33,07 1,00
Precoce 26 6341 85 66,93 1,1676 0,5509 2,4166 0,6796

Tabela 6 - Andlise da variante ¢.150G>A do NPY com as caracteristicas bioldgicas, clinicas e habito.
(concluséo)




NPY c¢.150G>A

o (rs5573) IC 95%
Variaveis GG GA/AA OR p
N % N % Inf Sup
Feminino
Esperado 11 78,57 31 7949 1,00
Precoce 3 2143 8 2051 10,9462 0,2254 4,899 0,9422
Esperado
Homem 15 41,67 42 46,15 1,00
Mulher 21 58,33 49 5385 10,8333 03771 18107 0,647
Precoce
Homem 26 83,87 85 8252 1,00
Mulher 5 16,13 18 17,48 11,1012 10,3943 3,5899 0,8616
TABAGISMO
N&o 42 76,36 120 72,29 1,00
Sim 13 2364 46 27,71 1,24 0,62 2,59 0,5543
DIABETES
Né&o 34 61,82 92 5542 1,00
Sim 21 38,18 74 4458 1,30 0,70 2,46 0,4069
HIPERTENSAO
Né&o 10 18,18 42 2530 1,00
Sim 45 81,82 124 74,70 0,66 0,29 1,37 0,2830
DISLIPIDEMIA
Né&o 16 29,09 73 4398 1,00
Sim 39 7091 93 56,02 0,52 0,26 0,99 0,0532
Alteracdo de PcR
Né&o 20 41,67 51 3355 1,00
Sim 28 58,33 101 66,45 141 0,72 2,74 0,3069
LA
0 3 556 10 6,67 1,00
<2 27 50 77 51,33 0,86 0,22 3,34 0,8224
>2 24 44,44 63 42 0,79 0,20 3,11 0,7330
TROPONINA > 0,11 ng/mL
Nao 7 1296 24 14,55 1,00
Sim 47 87,04 141 8545 0,88 0,33 2,07 0,7723
CK-MB massa >5,6 ng/mL
Né&o 21 38,89 42 2857 1,00
Sim 33 61,11 105 7143 159 0,82 3,05 0,1639
FE
<50% 19 44,19 52 3467 1,00
>50% 24 5581 98 6533 149 0,74 2,97 0,2553

Fonte: a autora

Nota: PcR: Proteina ¢ Reativa: FE: fracao de ejecéo; Regressdo Logistica OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de
confianca; p: valor de p

Tabela 7 - Andlise da variante ¢.-1116 A> G do NPYR2 com as caracteristicas bioldgicas, clinicas e habitos.
(continua)




NPYR2 c.-1116A> G

o (rs6857530) 1C 95%
Variaveis AA AG/GG OR p
N % N % Inf Sup
GENERO
Masculino 53 71,62 115 78,23 1,00
Feminino 21 28,38 32 21,77 0,70 0,37 1,34 0,2787
INICIO DA SCA
Esperado 41 5541 58 39,46 1,00
Precoce 33 4459 89 60,54 1,91 1,09 3,37 0,0253
GENERO/TEMPO
Masculino
Esperado 23 43,4 34 29,57 1,00
Precoce 30 56,6 81 70,43 1,8265 0,9275 3,5934 0,0802
Feminino
Esperado 18 8571 24 75 1,00
Precoce 3 14,29 8 25 2 0,4983 10,1178  0,3524
Esperado
Homem 23 48,94 34 41,46 1,00
Mulher 24 51,06 48 58,54 1,3529 0,657 2,7931 0,4114
Precoce
Homem 30 78,95 81 82,65 1,00
Mulher 8 21,05 17 17,35 0,787 0,3145 2,1008 0,6172
TABAGISMO
Néo 55 7432 107 72,79 1,00
Sim 19 25,68 40 27,21 1,08 0,58 2,07 0,8077
DIABETES
Né&o 41 5541 85 57,82 1,00
Sim 33 44559 62 42,18 0,91 0,52 1,60 0,7319
HIPERTENSAO
Néo 16 21,62 36 24,49 1,00
Sim 58 78,38 111 75,551 0,85 0,43 1,64 0,6354
DISLIPIDEMIA
Né&o 30 40,54 59 40,14
Sim 44 59,46 88 59,86 1,02 0,57 1,79 0,9539
Alteracdo de PcR
Néo 24 34,29 47 36,15 1,00
Sim 46 65,71 83 63,85 0,92 0,50 1,69 0,7923
LA
0 5 7,35 8 5,88 1,00
<2 35 51,47 69 50,74 1,23 0,38 4,05 0,7307
>2 28 41,18 59 43,38 1,32 0,39 4,39 0,6541

Tabela 7 - Analise da variante ¢.-1116A> G do NPYR2 com as caracteristicas bioldgicas, clinicas e habitos.
(conclusdo)
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NPYR2 c.-1116A> G

o (rs6857530) 1C 95%
Variaveis AA AG/GG p
N % N % Inf  Sup
TROPONINA > 0,11 ng/mL
Né&o 13 58,82 18 56,62 1,00
Sim 60 41,18 128 4338 154 0,70 3,33 0,2752
CK-MB massa >5,6 ng/mL
Né&o 20 30,30 43 31,85 1,00
Sim 46 69,70 92 68,15 093 049 175 10,8241
FE
<50% 26 40,00 45 35,16 1,00
>50% 39 60,00 83 6484 123 066 2,27 0,5099

Fonte: a autora

Nota: PcR: Proteina ¢ Reativa: FE: fracdo de ejecdo; Regressdo Logistica OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de

confianca; p: valor de p

6.5 Avaliacao do perfil de metilacdo de DNA global nos grupos

Os grupos SCA e sSCA possuem perfis de metilacdo diferentes (p = 0,0121), assim

como podemos observar na figura 9. O grupo SCA se mostrou com um nivel de metilacdo de

DNA global mais elevado comparado ao sSCA.

Figura 9 - Box-plot (mediana e quartis) do %CpG nos grupos SCA e sSCA.

%CpG

Fonte: a autora
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Valor de p =0,0121
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Legenda: Medianas de %CpG no grupo SCA (12,62%) e do sSCA (8,16%); p (Teste Mann-Whitney)
6.6 Avaliacao do perfil de metilagdo de DNA global com género e idade no grupo SCA
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Comparando 0s géneros masculino e feminino podemos observar que ndo existe
diferenca estatistica nos perfis de metilagdo (Figura 10), porém quando analisando os grupos
esperado e precoce obteve-se uma diferenca significativa (p = 0,0486), ou seja, eles compdem
perfis de metilacéo diferentes (Figura 11). Ao separar 0s grupos esperado e precoce por género é
observado que é o género masculino (p = 0,0278) que esté influenciando o resultado do esperado
e precoce geral, apresentando o grupo de homens precoce (homen < 65 anos) com um perfil de
hipermetilagdo comparado ao esperado (homen > 65 anos; Figura 12A). Como pode ser
verificado na figura 12B, dentro do género feminino (esperado, > 55 anos e precoce < 55 anos)

ndo houve diferenca estatistica.

Figura 10- Box-plot (mediana e quartis) de %CpG nos géneros do grupo SCA
Valor de p =0,7263
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Fonte: a autora
Legenda Medianas de %CpG no género masculino (12,02%) e no feminino (13,%63); valor de p (Mann-Whitney)
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Figura 12- Box-plot (mediana e quartis) de %CpG nos grupos esperado e precoce por géneros do grupo SCA

valor de p = 0.0278 valor de p = 0,5995
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Fonte: a autora

Legenda: A = Medianas de %CpG no grupo esperado ( 7,45%) e precoce ( 13,76%) do género masculino .
B = Medianas de %CpG no grupo esperado ( 13,63%) e precoce ( 13,92%) do feminino .

Valor de p (Mann-Whitney)

Figura 11- Box-plot (mediana e quartis) de %CpG nos grupos esperado e precoce do SCA

valor de p = 0.0486
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Fonte: a autora
Legenda: Medianas de %CpG do grupo esperado (9,63%) e do precoce (13,76%); valor de p (Mann-Whitney)

Também pode ser observado na figura 13, onde é demonstrada a correlacao entre o nivel
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de metilacdo e a idade, de ambos o0s géneros, que a medida que a idade avanga ocorre uma
diminuicdo no padréo de metilacdo (p = 0,0387; r = - 0,15), fazendo com que o DNA se torne

hipometilado.

Figura 13- Correlacdo de %CpG com o avanco da idade no grupo SCA

Valor de p = 0,0387

r=-0,15
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Fonte: a autora

Legenda: Triangulos vermelhos: mulheres; circulos: homens. Linha preta: correlagdo entre a idade
e 0 %CpG em ambos os géneros; linha tracejada azul: correlacéo entre a idade e 0 %CpG para

0 género feminino; linha pontilhada vermelha: correlacéo entre a idade

e 0 %CpG para o género masculino; valor de p e r (correlacdo de Pearson)

6.7 Avaliacao do perfil de metilagdo de DNA global dentro do grupo do risco TIMI

Quando estratificado, os pacientes com SCA pelo TIMI (baixo, intermediario/alto) foi
observado diferenca (p < 0,0001) nos perfis de metilacdo entre os dois grupos. O grupo TIMI
baixo apresentou um nivel mais elevado de metilagdo de DNA, enquanto o intermediario/alto

mostrou um padrdo de metilacdo diminuido (Figura 14).
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Figura 14- Box-plot (média e quartis) de %CpG nos grupos de risco TIMI baixo e intermediério/alto do SCA

T Valor de p < 0,0001
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Fonte: a autora
Legenda: Médias de %CpG do grupo de risco TIMI baixo (17,69%) e do intermedidrio/alto (10,49%);
valor de p (T-Student).

Ao observar os grupos estratificados pelo TIMI por género se pode perceber que o
género masculino esta exercendo uma maior influéncia no resultado geral do grupo TIMI,
existindo diferenca significativa (Figura 15A) no perfil de metilacdo de DNA entre 0s grupos
baixo e intermediario/alto (p<0,001). Em relacéo ao género feminino, houve uma tendéncia para
a diferenca entre os grupos TIMI (Figura 15B).
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Figura 15- Box-plot (mediana e quartis) de %CpG nos grupos de risco TIMI baixo e intermediario por
género do grupo SCA

valor de p < 0.0001 valor de b = 0.0548
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Fonte: a autora

Legenda: A = Medianas de %CpG do grupo TIMI baixo ( 18,18%) e do intermediario/alto ( 6,36%) no
género masculino. B = Medianas de %CpG no grupo TIMI baixo ( 15,21%) e do intermediario/alto ( 10,81%)
no feminino. Valor de p (Mann-Whitney)

6.8 Analise do perfil de metilacio de DNA global com as caracteristicas clinicas,

bioldgicas e habito

Foi utilizado um cut off 8,16 % CpG correspondente a mediana do resultado dos
niveis de metilacdo do grupo sSCA para categorizar as amostras do grupo SCA em
hipometilado e hipermetilado. Os resultados demonstraram que existe diferenca siginificativa
(p= 0,0376) no perfil de metilagao entre os homens do grupo esperado (homen > 65), como

pode ser observado na tabela 8.

Tabela 8 - Andlise entre os grupos hipermetilado e hipometilado correspondentes as
caracteristicas bioldgicas, clinicas e habitos de pacientes com SCA.

(continua)
Cut Off 8,16 %CpG
Variaveis Hipermetilado Hipometilado p
N % N %
GENERO
Masculino 79 70,54 64 82,05 0,1013

Feminino 33 29,46 14 17,95



Tabela 8 - Analise entre os grupos hipermetilado e hipometilado correspondentes as
caracteristicas bioldgicas, clinicas e habitos de pacientes com SCA.
(conclusdo)

Cut Off 8,16 %CpG
Variaveis Hipermetilado Hipometilado p
N % N %

INICIO DA SCA

Esperado 64 57,14 36 46,15 0,1787
Precoce 48 42,86 42 53,85
GENERO/TEMPO

Homem > 65 23 2054 30 38,46 0,0376
Mulher > 55 25 22,32 12 15,38

Homem < 65 56 50,00 34 43,59

Mulher < 55 8 7,14 2 2,56
TABAGISMO

Né&o 82 7321 58 74,36 0,9930
Sim 30 26,79 20 25,64
DIABETES

Né&o 63 56,25 47 60,26 0,6885
Sim 49 43775 31 39,74
DISLIPIDEMIA

Né&o 44 3929 30 3846 1,0000
Sim 68 60,71 48 6154
HIPERTENSAO

N&o 27 24,11 18 23,08 1,0000
Sim 85 7589 60 76,92

Alteracdo de PcR

Né&o 40 38,83 23 3433 0,6657
Sim 63 61,17 44 65,67

LA

0 6 5,94 4 5,56 0,6531
<2 53 52,48 33 4583

>2 42 4158 35 48,61

FE

<50% 31 3163 28 3944 0,3751
>50% 67 6837 43 60,56

CK-MB massa >5,6 ng/mL

Né&o 30 2913 19 26,76 0,8654
Sim 73 70,87 52 7324
TROPONINA > 0,11 ng/mL

Né&o 15 13,39 8 10,53 0,7175
Sim 97 86,61 68 8947

Fonte: a autora

Nota: Cut off 8,16 % CpG: correspondente a mediana do resultado dos niveis de
metilacdo do grupo sSCA,; PcR: Proteina ¢ Reativa: FE: fragdo de ejecdo; p-valor (Qui-
Quadrado / Teste Exato de Fisher).
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6.9 Analise entre os niveis séricos do NPY e do NPYR2 com a SCA, as variantes e com o
padréo de metilagdo de DNA global

N&o houve diferenca significativa entre os niveis séricos do NPY com a SCA (p =
0,3973), quando comparado o grupo SCA e sSCA. Como também ndo foi encontrada
diferenga em relacdo as variantes, NPY ¢.84G>A (p = 0,8000), NPY ¢.150G>A (p = 0,9344),
NPY c.-485T>C (p = 0,5407), NPYR2 c.-1088C>T (p = 0,5764) e NPYR2 c.-1116A>G (p =
0,6256), em relacdo a NPY c. 20T>C néo foi possivel realizar a analise por causa do N
amostral insuficiente. Assim como ndo foi demonstrada uma relagdo significativa (p =
0,4298) entre o nivel de metilacdo de DNA global com o nivel sérico do NPY na correlacéo
realizada (Figura 16). Em relacdo ao experimento relacionado ao NPYR2, os resultados foram

abaixo da sensibilidade (<0,188ng/ml).

Figura 16- Correlacdo entre o nivel de %CpG e niveis séricos do NPY.

Valor de p = 0,4298
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Legenda: Triangulos: SSCA (n = 25), circulos: SCA (n = 15). Valor de p (Mann-Whitney)
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7 DISCUSSAO

A populacdo avaliada neste presente estudo pertence a populacdo brasileira que é
conhecida por possuir uma importante miscigenacéao.

Em relacdo a heterogeneidade da populagdo brasileira, estudos utilizando métodos de
identidade genética avaliaram as estimativas de ancestralidade de individuos nascidos nas
cinco regides geopoliticas brasileiras e observaram que a ancestralidade europeia tinha uma
contribuicdo importante (77,1%), seguida das contribuicdes africana (14,3%) e amerindia
(8,5%) (LINS et al., 2010). Pena et al. (2011) também demonstraram que em todas as regifes
estudadas do Brasil, a linhagem europeia foi predominante, com proporgdes que variaram de
60,6% no Nordeste a 77,7% no Sul.

Adicionalmente, Ferreira et al. (2006) demonstraram numa populacdo de Sao Paulo,
que essa era constituida de 79% de contribuicbes de europeus, 14% de africanos e 7% de
amerindios nativos brasileiros, assim como uma populacéo do Rio de Janeiro também possuia
uma influéncia ancestral predominante europeia (de 55.2% a 58.6%) e uma menor
contribuicdo africana (de 31.1% a 30.3%) e amerindia (de 13.7% a 11.0%) (Manta et al.,
2013).

7.1 Relacéo das variantes do NPY e NPYR2 com a SCA, risco TIMI e caracteristicas dos

pacientes

A frequéncia do alelo P7 de NPY ¢.20T>C varia de 6 a 15% em populagdes
caucasianas, mas € muito baixa ou ausente nas populacGes leste da europa (DING, 2003; JIA
et al., 2005). As maiores frequéncias alélicas foram encontradas nos paises nordicos, além
disso, o0 NPY ¢.20T>C provavelmente originou- se do norte da Europa e depois se espalhou
para as regides vizinhas (DING, 2003).

Devido a sua alta atividade no sistema nervoso simpatico, 0 NPY tem sido associado a
hipertensdo, doenga cardiaca congestiva e outras doengas relacionadas ao sistema
cardiovascular (MCDERMOTT BELL, 2007). A variante NPY ¢.20T>C tem sido associada a
patologias cardiovasculares, como a progressdo acelerada e precoce da aterosclerose
(KARVONEN et al., 1998, 2001), infarto agudo do miocardio e doenca vascular cerebral em
portadores de hipertensdo (WALLERSTEDT et al., 2004).

Foi observado no presente estudo depois de realizada uma regressao logistica ajustada

pela idade, que a variante ¢.20T>C ganhou importancia significativa, demonstrando que a
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presenca do gendtipo TC/CC ou do alelo C pode estar relacionada ao risco de desenvolver a
SCA. Corroborando com Masoudi-Kazemabad et al (2012) que em uma populagéo iraniana
mostraram associacdo entre NPY ¢.20T>C e doenca arterial coronariana, e considerando que
a ancestralidade da populagéo brasileira & predominantemente europeia, principalmente com
com Wallerstedt et al. (2004) que demonstraram a existéncia da associacdo dessa variante
com o infarto agudo do miocardio em uma populacéo hipertensa sueca.

Ao mesmo tempo, quando estratificamos o grupo de risco TIMI foi verificado que os
gendtipos TC/CC estdo mais frequentes no grupo TIMI de baixo risco, indicando uma chance
de quatro a mais de o individuo ser caracterizado como TIMI baixo, sugerindo um efeito
protetor para a gravidade na SCA, ja que os individuos que possuem os genétipos TC/CC
teriam uma menor probabilidade de estarem no grupo de risco intermediario/alto.

A variante NPY ¢.20T>C foi inicialmente associada ao aumento dos niveis séricos de
colesterol e de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (KARVONEN et al., 1998), bem
como em individuos obesos e saudaveis (KARVONEN et al., 2001). Em um estudo posterior
com mulheres finlandesas com doenca cardiaca coronaria foi observada associacdo com
niveis séricos de colesterol total, mas ndo com LDL (ERKKILA et al., 2002). No entanto, em
nosso estudo, nenhuma associagao foi encontrada entre a NPY ¢.20T>C e a dislipidemia.

Recentemente, um estudo demonstrou que NPY ¢.20T>C estd relacionado a
susceptibilidade ao diabetes tipo 2 (DM2) e também foi associada ao metabolismo lipidico
alterado na populacdo indiana de Gujarat (PATEL et al., 2016), bem como a retinopatia
diabética em DM2 (NISKANEN et al., 2000). No entanto, no presente estudo ndo houve
associacdo entre essa variante estudada e diabetes.

Bhaskar et al. (2010b) avaliaram a relacdo da variante NPY c¢.20T>C com a
hipertensdo e encontraram associagdo entre NPY ¢.20T>C e a doenga (BHASKAR et al.,
2010b). Né&o foi observada associagéo entre esta variante e a hipertensdo arterial neste estudo,
porém neste caso nao foi possivel uma comparacdo mais aprofundada, pois o estudo acima
avaliou uma populacéo indiana.

Nossos resultados ndo apresentaram associagdo entre a variante NPY c.84G>A e a
SCA, corroborando com Shah et al. (2009) que ndo mostraram a existéncia de uma associacdo
dessa variante com o inicio precoce da aterosclerose na populacdo americana e europeia. Por
outro lado, em nosso estudo foi encontrada uma associacdo entre NPY c.84G>A e
hipertensdo, indicando que os pacientes com SCA e com 0s genétipos GA/AA teria uma
maior probabilidade de possuir hipertenséo.

Em relacdo a NPY ¢.150G>A ndo se mostrou associada a hipertensdo, corroborando
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com Bhaskar et al. (2010b) que avaliaram a relacdo entre esta variante com hipertenséo,
(BHASKAR et al., 2010b). Por outro lado, foi observada uma forte tendéncia de associacao
dessa variante com a dislipidemia, inclusive sugerindo um fator de protecdo de 48% para
dislipidemia no grupo SCA.

Estudos com populagdo coreana e chinesa mostraram que a variante ¢.-485T>C do
NPY pode ser considerada um fator de risco genético ou estar envolvida com acidente
vascular cerebral (KIM et al., 2009, 2010; YU et al., 2010). Assim como Shah et al. (2009)
demonstraram associacdo dessa variante com o risco de desenvolvimento de aterosclerose
precoce. Nos nossos resultados ndo foi observado associagdo dessa varinte com a SCA,
corroborando com um estudo com Iranianos onde ndo houve com doenca arterial coronariana
(PARIZADEH et al., 2014), porém seria importante considerar que o nosso N amostral para
essa variante no grupo saudavel foi consideravelmente menor comparado as populagdes das
outras variantes desse grupo e a especificidade da populacdo brasileira.

Em relacdo ao diabetes, o presente estudo ndo demonstrou a existéncia de uma
associacdo com a ¢.-485T>C do NPY, discordando de Patel et al. (2014).

Além disso, considerando que para a variante c.-485T>C do NPY também pode
ocorrer a substituicdo do alelo A pelo G e isso provocar a perda do consenso do fator de
transcricdo Spl (DE LUIS et al., 2016).

Evidéncias mostraram que variantes na regido 5 'do NPY2R estdo associadas a
obesidade. Entre estas variantes, a NPYR2 c.-1088C>T foi associada a obesidade em
populacdes indianas de Pima e francesas (MA et al., 2005, SIDDIQ et al., 2007), como esta
implicada a obesidade em pacientes alemaes com depressdo (TREUTLEIN et al., 2017). Esta
variante esta relacionada com o baixo nivel sérico de colesterol de lipoproteinas de alta
densidade (HDL-C) na populacdo japonesa (TAKIGUCHI et al., 2010).

Além disso, um estudo demonstrou que esse polimorfismo influencia a ligagdo do
fator de transcricdo FOX|1, a fim de alterar a expressdo génica em células neuroendocrinas e,
consequentemente, caracteristicas cardiometabolicas (WEI et al., 2013). No entanto, 0s
resultados do presente estudo ndo apontaram a existéncia de associa¢do dessa variante com a
SCA.

Qutra variante, a NPY2R c.-1116A>G também foi associada a obesidade em uma
populacdo de dinamarqueses caucasianos (TOREKQV et al., 2006) e Takiguchi et al. (2010)
relacionaram esta variante ao HDL-C na populacédo japonesa.

No entanto, um estudo com uma populacdo de adolescentes negros da Africa do Sul

demonstrou que ndo houve associacdo da c.-1116A> G com a obesidade (LOMBARD et al.,
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2012). Considerando a obesidade um importante fator de risco para doencas cardiacas, nossos
resultados mostraram que a c.-1116A>G foi associada aos pacientes categorizados como
grupo precoce para SCA, indicando que o individuo que possue essa variante tem em torno de

duas vezes de chances de desenvolver a sindrome precocemente.

7.2 Relacdo do perfil de metilacdo de DNA global com a SCA, risco TIMI e

caracteristicas dos pacientes

Estudo analisando elementos nucleares intercalares longos (LINE-1) numa populagdo
americana verificou que o baixo nivel de metilacdo global em células do sangue esta a
eventos cardiovasculares sugerindo que a hipometilacdo de DNA no sangue pode ser usada
como um marcador para identificar pessoas com risco para eventos cardiovasculares
(BACCARELLI et al., 2010).

Posteriormente, Wei et al. (2014) demonstraram em uma populagdo chinesa que o
nivel de metilacdo do LINE-1 estava inversamente relacionada ao risco de doenca coronariana
(WEI et al., 2014). No ano seguinte, outro trabalho realizado com uma populacdo europeia
observou que os perfis de metilagdo (hipometilagdo em LINE-1) podem estar associados ao
risco de infarto do miocardio em homens europeus, inclusive podendo ser um promissor
biomarcador para avaliagdo de risco individual para IM (GUARRERA et al., 2015).

Por outro lado, no presente estudo foi encontrado um perfil hipermetilado de DNA no
grupo SCA guando comparado ao grupo sSCA. Corroborando com Sharma et al. (2008) que
observaram em uma populacdo indiana um alto nivel de metilacdo global em pacientes com
doenca arterial coronariana (DAC). Em seguida, esse grupo demonstrou a associa¢do de 72
regides diferencialmente metiladas (DMRs) hipermetiladas com a DAC (SHARMA et al.,
2014). Adicionalmente, um estudo com uma populagdo chinesa de Singapura também
demonstrou uma relacdo positiva da metilacdo global com a prevaléncia de infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral, hipertensdo e/ou diabetes em homens utilizando
sequéncias Alu e de DNA satélite (KIM et al., 2010).

O processo de desmetilacdo pode se d& pela atuacdo das proteinas Tet, uma
dioxigenase, através da oxidacdo catalisada por ela, seguida pela descarboxilagdo constitui
uma via para a desmetilacdo ativa do DNA, poréem essas proteinas foram encontras
diminuidas em lesdes ateroscleréticas (HE et al., 2011; ITO et al., 2011), ocasionadndo assim
um perfil hipermetilado. Adicionalmente, foi observada uma relagdo entre uma dieta

aterogénica em roedores com a hipermetilacdo de DNA global (YOO et al., 2012), como para
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DM2 (WILLIAMS et al., 2012, MAGHBOOLI et al., 2015), demonstrando que fatores de
risco cardiovascular como dieta, estilo de vida e outros, assim como a heranca de padrdes
epigenéticos ou interacao entre variantes genéticas e epigenoma podem levar a um epigenoma
anormal o que, por sua vez, resulta em um padrdo transcricional aterogénico (GUARDIOLA
etal., 2016).

Outro estudo com chineses mostrou a existéncia da associa¢do entre o baixo nivel de
metilacdo de LINE -1 com o alto risco de acidente vascular cerebral isquémico em homens,
ndo encontrando alguma relacdo em mulheres (LIN et al., 2014). No entanto, nossos
resultados ndo mostraram diferenga no perfil de metilagdo de DNA global entre os géneros.

Nos resultados do presente estudo foi mostrado que com o avango da idade ocorre
uma diminuicdo do grau de metilacdo e que esse perfil de hipometilacdo na idade mais
avancada estava relacionado aos homens. Concordando com Wilson e Jones (1983) e Fuke et
al. (2004) que demonstraram a existéncia de uma relacdo inversa entre o nivel de metilagéo
global e idade.Um estudo com uma populacdo de mulheres brasileiras no periodo pos-
menopausa sem evidéncias de doenca clinica utilizou o escore de Framingham (FRS), onde as
participantes foram estratificadas em dois grupos, baixo risco e intermediario/alto risco. Eles
encontraram que o baixo nivel de metilacdo global estd relacionado com o risco
intermediario/alto quando comparado com o grupo de baixo risco para doenca cardiovascular
(RAMOS et al., 2016). O FRS e o risco TIMI levam em consideragdo fatores de riscos
semelhantes, neste presente estudo também foi observado um padrdo de metilacdo global
baixo para o grupo TIMI intermediario/alto comparado ao TIMI baixo.

Sabe-se que existe uma relacdo signinficativa entre um alto nivel de concentracdo de
homocisteina (hiper-homocisteinemia) no plasma de individuos com doencas cardiacas (LIU
et al.,, 2015; MA et al., 2017), inclusive apontando que na medida em que ocorre uma
progressao da severidade da doenca arterial coronariana os niveis de homocisteina aumentam
(SKIBINSKA et al., 2004) e que a hiper-homocisteinemia vém sendo associada a perfis de
hipometilagdo de DNA global (YANG et al., 2014; WEI et al., 2014).

Diante disso, podemos sugerir que 0S pacientes categorizados no TIMI
intermediario/alto podem possuir um nivel mais alto de homocisteina quando comparado ao
grupo TIMI baixo, ocasionando assim um perfil hipometilado para esse grupo de maior risco
para SCA. Também é possivel que a variavel idade esteja influenciando esse resultado, pois
no grupo intermedidrio/alto foram encontrados os pacientes com a idade mais avangada, que
inclusive um estudo observou o aumento da homocisteina com o avango da idade (SELHUB
etal., 1993).
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8 CONCLUSOES

Diante de nosssos resultados podemos sugerir algumas conclusoes:

A variante ¢.20T>C do NPY contribui para o desenvolvimento da SCA;

A variante ¢.20T>C do NPY exerce um efeito protetor em relacdo a gravidade da
SCA;

A variante NPY ¢.84G>A é um fator de protecdo em relacdo hipertensdo em
pacientes com SCA,

A variante NPYR2 c.-1116A>G contribui para o desenvolvimento da SCA
precocemente;

O perfil de DNA global hipermetilado por sua associa¢do com o desenvolvimento
da SCA é um potencial biomarcador;

O perfil de DNA global hipometilado por sua associacao ao grupo intermediario +
alto de risco TIMI, contribui para o entendimento da evolugdo natural da doenca

com relacdo a idade dos pacientes.
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9 LIMITACAO DO ESTUDO

Consideramos que o namero de individuos estudados pode limitar as conclusbes dos
nossos resultados. Principalmente que os pacientes estudados pertencem a populacdo

brasileira, que é miscigenada, e ndo houve uma separacgéo de grupos étnicos.
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10 PERSPECTIVAS DO ESTUDO

a) Realizar uma anélise de haplétipo com as variantes estudadas;

b) Comparar os niveis de homocisteina nos pacientes estratificados pelo risco TIMI com
os niveis de metilacdo de DNA global;

c) Estudos futuros de larga escala serdo importantes para melhor avaliar mecanismos

epigenéticos da SCA nessa populacdo.
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APENDICE A - TCLE PARA PACIENTES COM SCA

Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes
Titulo: Preditores para a sindrome coronariana aguda: avaliagdo do valor prognéstico de

biomarcadores e polimorfismos genéticos na
estratificacéo de risco.

Investigador:

Sérgio Tavares

Montenegro

Unidade: Real

Hospital do

Coragéo

Av. Agamenon Magalhdes S/N Derby Recife-PE

Declaro que fui informado em detalhes sobre o estudo acima, que 0 mesmo segue as

determinag0es éticas da resolugdo 196/1996 do conselho nacional de saude e aceito participar do
mesmo. Fui internado neste servico com diagndéstico presumido de Sindrome Coronariana Aguda
(SCA) e informado que a participacdo no estudo ndo ird interferir na conduta do médico assistente. O
objetivo do estudo é coletar dados do prontuério, tais como: dados epidemioldgicos, do exame
clinico, exames realizados, tratamento efetuado e evolugdo clinica, durante o internamento e ap6s um
ano com a intencdo de estabelecer um registro clinico dos pacientes com SCA e estabelecer
marcadores biogquimicos e inflamatérios que possam desempenhar um papel importante na
estratificacéo de risco, tornando a prevengdo da SCA mais eficaz. Além disso, durante a retirada de
sangue para 0s exames de rotina solicitados pelo médico, sera obtida também, uma quantidade
(10mL) de sangue para os exames de citocinas e de polimorfismo genético. Essa retirada de sangue
ndo tgera nenhum efeito danoso para minha salde, podendo ocorrer apenas dor e/ou hematoma no
local da pungdo. Esses exames consistem na andlise de proteina do sangue que avaliam a resposta
inflamatoria de origem imunoldgica e na identificagdo de uma caracteristica na populagdo que
aumenta o risco de se adquirar a SCA, respectivamente.
Fui informado ainda que os materiais coletados véo ficar guardados no Laboratério de Imunologia e
Biologia Molecular do Depsrtamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ, podendo ser utilizados em pesquisas posteriores; e que tenho plena liberdade
de recusar ou retirar o consentimento sem sofrer nenhum tipo de castigo ou pressao por tal.

Ciente que minha identidade serd preservada e minha participagdo é inteiramente
voluntaria, com a garantia de solicitar e receber esclarecimentos antes e durante o curso da pesquisa,
com liberdade de recusar a participar ou retirar a minha permissao, em qualquer fase da pesquisa,
sem penalizacdo alguma, permito que dados arquivados no meu prontudrio médico e o exame de
sangue realizado sejam avaliados para o estudo. O beneficio maior deste trabalho é tragar um perfil
dos pacientes com SCA e individuos saudaveis para estabelecer uma meta para um diagnostico,
tratamento mais eficazes e avalia¢do do risco da doenca.

Concordo, ainda, em seguir as instrugdes das pessoas que estdo conduzindo e monitorando o estudo.

Data: [
Nome do Paciente: Assinatura: Testemunha: Assinatura:

Assinatura do responséavel pelo projeto
Sérgio Tavares Montenegro
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APENDICE B -TCLE PARA PACIENTE INTERNADO NO HOSPITAL
PORTUGUES, MAS SEM DIAGNOSTICO DE DOENCA CORONARIANA AGUDA

Termo de consentimento livre e esclarecido para paciente internado no
Hospital Portugués mas sem diagndstico de
doenca coronariana aguda

Titulo: Preditores para a sindrome coronariana aguda: avaliagdo do valor
progndstico de biomarcadores e polimorfismos
genéticos na estratificacdo de risco.

Investigador:

Sérgio Tavares

Montenegro

Unidade: Real

Hospital do

Coragéo

Av. Agamenon Magalhédes S/N Derby Recife-PE

Declaro que fui informado em detalhes sobre o estudo acima, que 0 mesmo segue as
determinac0es éticas da resolugdo 196/1996 do conselho nacional de saude e aceito participar
do mesmo. Fui selecionado para participar do estudo e fazer parte do grupo controle-internado,
isto ¢, sem o diagndstico de Sindrome Coronariana Aguda-SCA, no entanto internado no
Hospital Portugués com outros diagndsticos.

A minha participacdo sera doando sangue, uma quantidade (5 ml) de sangue
equivalente a uma colher de chd, para o exame de polimorfismo genético, essa retirada de
sangue ndo terd nenhum efeito danoso para a minha satde podendo ocorrer apenas dor e/ou
hematoma no local da puncdo. Esse exame consiste na identificacdo de uma caracteristica na
populagdo que aumenta o risco de se adquirir a SCA. Fui informado ainda, que os materiais
coletados vao ficar guardados no Laboratdrio de Imunopatologia e Biologia Molecular do
Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ, podendo
ser utilizados em pesquisas posteriores; e que tenho plena liberdade de recusar ou retirar o
consentimento sem sofrer nenhum tipo de castigo ou pressdo por tal.

Ciente que minha identidade serd preservada e minha participacdo é inteiramente
voluntaria, com a garantia de solicitar e receber esclarecimentos antes e durante o curso da
pesquisa, permito que o exame de sangue realizado seja avaliado para o estudo. O beneficio
maior deste trabalho é tracar um perfil dos pacientes com SCA, pacientes internados com
outros diagnosticos mas sem SCA e individuos saudaveis para estabelecer uma meta para um
diagnéstico, tratamento mais eficazes e avaliagdo do risco da doenga.

Concordo, ainda, em seguir as instrucGes das pessoas que estdo conduzindo e
monitorando o estudo.

Data: [/
Nome do Paciente:
Assinatura: Testemunha:_ Assinatura:

Assinatura do responsavel pelo projeto
Sérgio Tavares Montenegro



APENDICE C - TCLE PARA INDIVIDUO SAUDAVEL

Termo de consentimento livre e esclarecido para individuo saudavel

Titulo: Preditores para a sindrome coronariana aguda: avaliagdo do valor progndstico
de biomarcadores e polimorfismos genéticos na estratificacéo de risco.
Investigador:
Sérgio Tavares
Montenegro
Unidade: Real
Hospital do
Coragéo
Av. Agamenon Magalhdes S/N Derby Recife-PE

Declaro que fui informado em detalhes sobre o estudo acima, que 0 mesmo segue as
determinaces éticas da resolugdo 196/1996 do conselho nacional de salde e aceito participar
do mesmo. Fui selecionado para participar do estudo e fazer parte do grupo controle-internado,
isto é, sem o diagnostico de Sindrome Coronariana Aguda-SCA.

A minha participacgdo serd doando sangue, para os exames de rotina solicitados pelo
médico, e uma quantidade (5 ml) de sangue equivalente a uma colher de ch, para o exame de
polimorfismo genético, essa retirada de sangue ndo tera nenhum efeito danoso para a minha
salde. Esse exame consiste na identificagdo de uma caracteristica na populagdo que aumenta o
risco de se adquirir a SCA.

Ciente que minha identidade serd preservada e minha participacdo é inteiramente
voluntaria, com a garantia de solicitar e receber esclarecimentos antes e durante o curso da
pesquisa, com liberdade de recusar a participar ou retirar a minha permisséo, em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizacdo alguma, permito que dados arquivados no meu prontuario médico
e 0 exame de sangue realizado sejam avaliados para o estudo. O beneficio maior deste trabalho
é tracar um perfil dos pacientes com SCA e individuos saudaveis para estabelecer uma meta
para um diagnostico, tratamento mais eficazes e avaliagdo do risco da doenca.

Concordo, ainda, em seguir as instrucGes das pessoas que estdo conduzindo e
monitorando o estudo.

Data: [
Nome do Paciente:
Assinatura: Testemunha:_ Assinatura:

Assinatura do responsavel pelo projeto

Sérgio Tavares Montenegro
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APENDICE D - ANALISE DA VARIANTE C.20T>C DO NPY COM AS
CARACTERISTICAS BIOLOGICAS, CLINICAS E HABITO

Apéndice D - Andlise da variante ¢.20T>C do NPY com as caracteristicas bioldgicas, clinicas e habito.

(continua)
o NPY ¢.20T> C (rs16139) IC 95%
Variaveis TT TC/CC OR p
N % N % Inf Sup

GENERO
Masculino 158 75,60 10 83,33 1,00
Feminino 51 2440 2 16,67 0,62 0,09 2,45 0,5452
INICIO DA SCA
Esperado 9% 4593 3 2500 1,00
Precoce 113 54,07 9 7500 255 0,74 11,73 0,1695
GENERO/TEMPO
Masculino
Esperado 55 34,81 2 20,00 1,00
Precoce 103 6519 8 80,00 214 051 1448 0,3476
Feminino
Esperado 41 80,39 1 50 1,00
Precoce 10 1961 1 50 4,10 0,15 109,92 0,333
Esperado
Homem 55 4545 2 33,33 1,00
Mulher 66 5455 4 66,67 167 031 12,35 0,5638
Precoce
Homem 103 824 8 8889 1,00
Mulher 22 176 1 1111 0,59 0,03 3,43 0,6218
TABAGISMO
Né&o 155 74,16 7 5833 1,00
Sim 54 2584 5 4167 2,05 0,59 6,69 0,2365
DIABETES
Néo 118 56,46 8 66,67 1,00
Sim 91 4354 4 3333 0,65 0,17 2,13 0,4902
HIPERTENSAO
Néo 50 2392 2 16,67 1,00
Sim 159 76,08 10 83,33 157 040 1045 0,5674
DISLIPIDEMIA
Néo 87 41,63 2 16,67 1,00
Sim 122 58,37 10 83,33 357 091 2357 0,1063
Alteracdo de PcR
Né&o 66 34,74 5 50,00 1,00
Sim 124 6526 5 50,00 0,53 0,14 1,98 0,3324
LA *

0 11 567 2 20 1,00



<2 101 52,06 3 30 0,16 0,02 1,09 0,0609
>2 82 4227 5 50 0,34 0,06 1,94 0,2228

Apéndice D - Andlise da variante ¢.20T>C do NPY com as caracteristicas bioldgicas, clinicas e habito.
(concluséo)

NPY ¢.20T> C (rs16139)

o 1IC 95%
Variéveis TT TC/IcCC  OR P
N % N % Inf  Sup
TROPONINA > 0,11 ng/mL
Néo 29 1394 2 18,18 1,00
Né&o 29 1394 2 18,18 1,00
Sim 179 86,06 9 81,82 0,73 018 494 0,6953
CK-MB massa >5,6ng/mL
Néo 60 3125 3 3333
Sim 132 68,75 6 6667 091 023 442 0,8953
FE
<50% 69 37,10 2 28,57 1,00
>50% 117 6290 5 71,43 1,47 0,31 1049 0,648

Fonte: a autora
Nota: PcR: Proteina ¢ Reativa: FE: fragdo de ejecdo; Regressdo Logistica OR: Odds Ratio; IC: Intervalo
de confianca; p: valor de p; * Regressdo Logistica Multinomial.
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APENDICE E - ANALISE DA VARIANTE C.-485T>C DO NPY COM AS
CARACTERISTICAS BIOLOGICAS, CLINICAS E HABITO

Apéndice E - Analise da variante c.-485T>C do NPY com as caracteristicas biolégicas, clinicas e habito.

95

(continua)
NPY c.-485T>C
(rs16147) IC 95%
Variaveis T TC/cC OR p
N % N % Inf Sup

GENERO
Masculino 48 82,76 117 73,12 1,00
Feminino 10 17,24 43 26,88 1,76 0,85 3,97 0,1462
INICIO DA SCA
Esperado 25 431 73 45,62
Precoce 33 569 87 5437 0,90 0,49 1,65 0,7409
GENERO/TEMPO
Masculino
Esperado 17 3542 39 33,33 1,00
Precoce 31 6458 78 66,67 10968 05347 2,2063 0,7974
Feminino
Esperado 8 80 34 79,07 1,00
Precoce 2 20 9 20,93 1,0588 0,2152 7,8266 0,9479
Esperado
Homem 17 5152 39 41,49 1,00
Mulher 16 48,48 55 5851 11,4984 0,6747 3,3479 0,3197
Precoce
Homem 31 86,11 78 79,59 1,00
Mulher 5 13,89 20 2041 155897 0,5832 5,1084 0,3934
TABAGISMO
N&o 41 70,69 119 74,38 1,00
Sim 17 29,31 41 2562 0,83 0,43 1,65 0,5866
DIABETES
Né&o 37 63,79 86 53,75 1,00
Sim 21 36,21 74 46,25 1,52 0,82 2,85 0,1877
HIPERTENSAO
Né&o 18 31,03 33 20,62 1,00
Sim 40 68,97 127 79,38 1,73 0,87 3,38 0,1110
DISLIPIDEMIA
Né&o 25 43,10 62 38,75 1,00
Sim 33 56,90 98 61,25 1,20 0,65 2,20 0,5621
Alteracdo de PcR
Né&o 15 29,41 54 36,99 1,00
Sim 36 7059 92 63,01 0,71 0,35 1,39 0,3302
LA
0 3 556 10 6,8 1,00



<2 27 50 76 51,7 0,84 0,22 3,30 0,8078
>2 24 4444 61 415 0,76 0,19 3,01 0,6988

Apéndice E - Analise da variante c.-485T>C do NPY com as caracteristicas biolégicas, clinicas e habito.
(conclusdo)

NPY c.-485T>C

(rs16147) 1C 95%
Variaveis T TC/cC OR p
N % N % Inf  Sup
TROPONINA > 0,11 ng/mL
Né&o 6 10,34 24 1519 1,00
Sim 52 89,66 134 8481 064 023 158 0,3644
CK-MB massa >5,6 ng/mL
Né&o 16 2857 46 32,39 1,00
Sim 40 7143 96 6761 083 042 1,62 0,6016
FE
<50% 15 28,85 55 3986 1,00
>50% 37 7115 83 6014 061 030 1,20 0,1628

Fonte: a autora
Nota: PcR: Proteina ¢ Reativa: FE: fracdo de ejecdo; Regressdo Logistica OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de
confianca; p: valor de p



APENDICE F - ANALISE DA VARIANTE C.-1088C> T DO NPYR2 COM AS
CARACTERISTICAS BIOLOGICAS, CLINICAS E HABITO

Apéndice F - Andlise da variante ¢.-1088C> T do NPYR2 com as caracteristicas bioldgicas, clinicas e
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habito.
(continua)
NPYR2 c.-1088T>C
o (rs6857715) 1IC 95%
Variaveis T Tc/ice OR p
N % N % Inf Sup
GENERO
Masculino 52 7222 116 77,85 1,00
Feminino 20 27,78 33 22,15 0,74 0,39 1,42  0,3591
INICIO DA SCA
Esperado 34 47,22 65 43,62
Precoce 38 52,78 84 56,38 1,16 0,66 2,04 0,6143
GENERO/TEMPO
Masculino
Esperado 19 36,54 38 32,76 1,00
Precoce 33 63,46 78 67,24 1,1818 059 2,3337 0,6326
Feminino
Esperado 15 75 27 81,82 1,00
Precoce 5 25 6 18,18 0,6667 0,1718 2,6597 0,5544
Esperado
Homem 19 475 38 42,7 1,00
Mulher 21 52,5 51 57,3 1,2143 0,5716 2,5748 0,6116
Precoce
Homem 33 76,74 78 83,87 1,00
Mulher 10 23,26 15 16,13  0,6346 0,2604 1,5944 0,3208
TABAGISMO
Néo 53 7361 109 73,15 1,00
Sim 19 26,39 40 26,85 1,02 0,55 1,96  0,9427
DIABETES
Né&o 37 51,39 89 59,73 1,00
Sim 35 48,61 60 40,27 0,71 0,40 1,26 0,2411
HIPERTENSAO
Néo 14 19,44 38 25,50 1,00
Sim 58 80,56 111 74,50 0,71 0,34 1,38 0,3210
DISLIPIDEMIA
Né&o 29 40,28 60 40,27 1,00
Sim 43 59,72 89 59,73 1,00 0,56 1,77  0,9989
Alteracdo de PcR
Néo 20 31,75 51 37,23 1,00
Sim 43 68,25 86 62,77 0,78 0,41 1,47  0,4523

LA



0 4 5,8 9 6,67 1,00
<2 30 43,48 74 54,81 1,10 0,31 3,83  0,8857
>2 35 50,72 52 38,52 0,66 0,19 2,31 0,5160

Apéndice F - Andlise da variante c.-1088C> T do NPYR2com as caracteristicas bioldgicas, clinicas e habito.
(concluséo)
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NPYR2 c.-1088T>C

o (rs6857715) IC 95%
Variaveis T TC/CC OR p
N % N % Inf  Sup
TROPONINA > 0,11 ng/mL
Né&o 11 15,49 20 13,51 1,00
Sim 60 8451 128 86,49 1,17 0,51 2,57 0,6943
CK-MB massa >5,6 ng/mL
Né&o 22 1549 41 1351 1,00
Sim 42 8451 96 8649 1,23 0,65 230 0,5268
FE
<50% 22 3438 49 3798 1,00
>50% 42 6562 80 6202 086 045 159 0,6246

Fonte: a autora

Nota: PcR: Proteina ¢ Reativa: FE: fracdo de ejecéo; Regressdo Logistica OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de
confianca; p: valor de p



