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RESUMO

As doengas cardiovasculares (DCV) constituem a principal causa de morte nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Destaca-se o infarto agudo do miocéardio (IAM) como
causa isolada responsavel pela maior proporcdo de mortes por etiologia organica em homens e
mulheres. A participacdo dos fatores de risco classicos (tabagismo, sedentarismo,
dislipidemias, hipertensao e outros) para o desenvolvimento do IAM encontra-se bem descrita
na literatura. Entretanto, a contribuicdo da heranca genética advinda de distintos grupos
populacionais humanos (a exemplo do europeu, do africano sub-saariano e do amerindio) para
a manifestacéo fenotipica e a evolucéo clinica do IAM ainda é pouco mensurada. O presente
estudo investigou a associacdo de estimativas de ancestralidade gendmica, determinada por
marcadores informativos de ancestralidade (AIMs), com variaveis clinicas e bioquimicas
representativas de risco de recidiva ou de complica¢des no periodo pés-infarto em amostra da
populacdo brasileira, que se caracteriza em sua formacdo por um importante grau de
ancestralidade tri-hibrida. As estimativas de ancestralidade [europeia (EUR), africana (AFR) e
amerindia (AMR)] foram determinadas pela genotipagem de 18 AIMs em 408 pacientes
admitidos no Brasilia Heart Study (BHS) com diagndstico de IAM com supradesnivelamento
do segmento ST. Variaveis bioguimicas (perfil lipidico, glicémico e outras) foram medidas
nas primeiras 24 horas pds-evento. Variaveis clinicas (antropomeétricas, pressoricas, gravidade
de Killip-Kimbal e marcadores de lesdo miocardica) foram determinadas no quinto dia de
hospitalizagdo. A proporcdo média de ascendéncia individual determinada na amostra foi de
(EUR = 70,4%), (AFR = 24,3%) e (AMR = 5,2%). Testes de correlacdes revelaram
associacao negativa entre niveis de ancestralidade AMR e as varidveis pressoricas [sistolica
(P =0,021); diastdlica (P = 0,018)] e com a frequéncia cardiaca [FC; (P = 0,006)]. Regressdes
lineares confirmaram esses achados. Dicotomizacdo da amostra entre portadores ou nao de
determinada ancestralidade confirmou, por aplicacdo do teste t de Student, valores médios
aumentados das variaveis pressoricas [sistdlica (P = 0,006); diastélica (P = 0,005); FC (P =
0,005)] entre sujeitos ndo-AMR. Observou-se também uma associagdo positiva ao analisar 0s
valores médios aferidos para a variavel PAD (P = 0.028) e uma tendéncia a significancia
estatistica para a PAS (P = 0.056), entre individuos com ancestralidade EUR . Ademais, pela
analise do qui-quadrado, houve maior frequéncia de historia familiar de doenca arterial
coronariana entre portadores de ancestralidade AFR (P = 0,024) assim como maior proporcao
de uso de betablogueadores entre sujeitos com ancestralidade EUR (P =0,020). Pelo conjunto
exposto, nossos resultados sugerem que maior proporcdo gendmica amerindia no individuo
pode conferir protecdo ao fendtipo da hipertensdo arterial sistémica no curso clinico do pos-
IAM.

Palavras-chave: Infarto agudo do miocardio; Ancestralidade; Genética humana; Marcadores
informativos de ancestralidade; Estudo de associacéo.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of death in developed and
developing countries. The highest proportion of deaths from organic etiology in men and
women is caused by acute myocardial infarction (AMI). The contribution of the classical risk
factors (smoking, physical inactivity, dyslipidemia, hypertension and others) to the
development of AMI are well described in literature. However, the contribution of genetic
heritage of different human population groups (such as the European, the sub-Saharan African
and Amerindian) for phenotypic expression and the clinical evolution of AMI is still poorly
measured. This study investigated the association of genetic ancestry, determined by ancestry
informative markers (AIMs), with representative clinical and biochemical variables of risk of
recurrence or complications in the post-infarction in a sample of the Brazilian population,
which is characterized in their formation a material degree of ancestry tri-hybrid. Estimates of
ancestry [European (EUR), African (AFR) and Native American (AMR)] were determined by
genotyping 18 AlIMs in 408 patients admitted to the Brazilian Heart Study (BHS) diagnosed
with acute myocardial infarction with ST-segment elevation. Biochemical variables (lipid and
glucose profiles, and others) were measured within the first 24 hours after the event. Clinical
variables (anthropometric, blood pressure, Killip-Kimball classification and myocardial injury
markers) were determined on the fifth day of hospitalization. The average
ratio of individual ancestry at the sample was EUR = 70.4%, AFR = 24.3% and AMR = 5.2%.
Correlation tests revealed negative association between levels of AMR ancestry and blood
pressure [systolic (P = 0.021); diastolic (P = 0.018)] and heart rate [HR; (P = 0.006)]
variables. Linear regressions confirmed these findings. Dichotomization of the
sample between patients with or without a given ancestry confirmed increased mean
values of the blood pressure variables [systolic (P = 0.006); diastolic (P = 0.005); FC (P =
0.005)] between subjects with non-AMR ancestry.It was also observed a positive association
to analyze the mean values measured for the variable PAD (P = 0.028) and a trend towards
statistical significance for SBP (P = 0.056) between individuals with EUR
ancestry. Furthermore, the chi-square analysis showed that there was a higher frequency of
family history of coronary artery disease among patients with ancestry AFR (P = 0.024) as
well as a higher proportion of beta-blockers among individuals with ancestry EUR (P =
0.020). Based on the above considerations, our results suggest that a greater Amerindian
proportion in the subject can provide protection to the phenotype of hypertension in the post-
AMI clinical setting.

Key- Words: Acute myocardial infarction; Ancestry; Human genetic; Ancestry informative
markers; Association study
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1- INTRODUCAO

A taxa de mortalidade relacionada as doencgas cardiovasculares (DCV) vem
apresentando um suave declinio nos Gltimos anos, mas ainda permanece como a principal
causa de morte nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Segundo projecdes da
Organizacdo Mundial de Saude, estima-se que, no ano de 2030, aproximadamente 23,6
milhGes de pessoas no mundo morrerdo em decorréncia de distdrbios vasculares,
principalmente as doencas cardiacas e o acidente vascular cerebral®. Nesse contexto, dentre as
doencas mais impactantes, o infarto agudo do miocéardio sera a principal causa isolada de
6bito entre homens e mulheres.

Globalmente, as doencas cardiovasculares representam cerca de 30% de todas as
mortes. No entanto, os padrdes e taxas de mortalidade variam entre os paises de alta renda e
os de média e baixa renda. Enquanto na Europa Oriental a taxa de mortalidade por DCV é de
58%, na Africa Subsaariana é de apenas 10%?°. Essa variabilidade na taxa de mortalidade pode
ser resultado de multiplos fatores como, transi¢cGes epidemiol6gicas, aumento da expectativa
de vida em alguns paises, alta incidéncia de doencas infecciosas em determinadas regides
mais carentes e maior predisposicdo genética aos fatores de risco das doencas
cardiovasculares®.

Da mesma forma, como relatado anteriormente, no Brasil as taxas de mortalidade por
DCV também vém apresentando reducdo, mas permanecem como responsaveis por mais de
um terco dos Obitos ocorridos nos Gltimos anos*. Dentro do grande grupo das doencas
cardiovasculares, as doencas isquémicas do coracdo (DIC) sdo as mais incidentes, dentre as

quais se destaca o infarto agudo do miocardio (IAM) como causa isolada responsavel pela
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maior proporcdo de mortes por etiologia organica em homens e mulheres®. Segundo dados
obtidos a partir dos Indicadores e Dados Bésicos (IDB- Brasil -2010) do portal do Ministério
da Saude e de acordo com a 102 revisdo da classificacdo internacional de doencas (CID-10),
ocorreram 962.931 mortes por doencas cardiovasculares, sendo 95.673 oObitos por doencas
isquémicas do coracdo e 75.735 por infarto agudo do miocardio em individuos de ambos os
géneros e com mais de 30 anos no periodo de 2009 °.

Nos paises desenvolvidos, buscando conter a progressao da incidéncia dessa doenca,
coortes prospectivas com individuos assintomaticos ou com doenca aterosclerética da artéria
coronaria (DAC) cronica foram iniciadas para identificar os fatores de risco para IAM. Por
meio destas coortes, a exemplo de Framingham’, foram identificados os fatores de risco
fisioldgicos e de estilo de vida com forte magnitude de efeito causal para DAC, atualmente
considerados classicos, como a hipertensdo, o diabetes mellitus, o tabagismo e as
dislipidemias. Outra contribuicdo importante na determinacdo dos fatores de risco consistiu
no estudo INTERHEART 8 que avaliou os riscos para DCV em 52 paises dos cinco
continentes, incluindo o Brasil, onde se constataram fatores de risco de simples detecgéo e
passiveis de modificacdo, responsaveis por mais de 90% do risco atribuivel de DCV. Entre
eles, seis fatores destacados: dislipidemia, hipertensdo arterial, diabete melito, obesidade,
tabagismo e estresse. Por outro lado, outros fatores contribuem para a diminuigédo desse risco:
pratica de atividade fisica com regularidade e alimentacdo saudavel®.

Atualmente, programas de educacdo continuada, recomendacdes pelas sociedades
médicas e politicas publicas voltadas a identificagcdo e controle desses fatores tém resultado
em leve, porém consistente, atenuagdo na progressdao da incidéncia de eventos
cardiovasculares agudos nesses paises. Fato evidenciado em um estudo realizado nos Estados

Unidos, onde metade da reducdo da mortalidade cardiovascular em duas décadas pdde ser
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explicada por um melhor controle dos fatores de risco, enquanto a outra metade foi atribuida
aos tratamentos especificos dessas doencas’. Desta forma, cada vez mais estudos vém sendo
realizados procurando estratificar fatores de risco que possam ser considerados coadjuvantes
ou sensiveis ao contexto comportamental, de saide ou bioldgico no desenvolvimento das
doencas arteriais coronarianas.

Outro aspecto que vem sendo estudado e que apresenta relacdo significativa na
incidéncia dos fatores de risco para DCV, consiste na origem e na descendéncia parental das
populacdes, considerando assim o histérico de miscigenacdo da amostra estudada, e na
contribuicdo da ancestralidade genética para a manifestacdo fenotipica das entidades clinicas

cardiovasculares.

1.1 EVIDENCIAS EPIDEMIOLOGICAS

Segundo alguns estudos descritos na literatura, existem diferengas significativas na
incidéncia e na taxa de mortalidade das doencas coronarianas, incluindo o 1AM, entre os
diferentes grupos étnicos, com especial interesse sobre a frequéncia dos eventos em grupos
populacionais de origem europeia, africana subsaariana e amerindia'®. Dentre eles, destacam-
se 0 contingente afro-americano, onde ha evidéncia para uma maior taxa de mortalidade por
essas doencas quando comparado a outras etnias’. Acredita-se que essa diferenca
epidemiologica seja atribuida principalmente & maior prevaléncia dos fatores socio-
demograficos de risco cardiaco na populacdo africana *?, como também na demora na procura
de cuidado, em condicdes econdmicas menos privilegiadas e na dificuldade de acesso as

terapias no longo prazo apés o evento agudo™*2.
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Ademais, para Bosworth et al.'*, dentre os fatores de risco classicos, a hipertensdo é
um dos responsaveis pela alta taxa de DCV em afro-americanos quando comparados a outros
grupos étnicos. A etnia afro-americana apresenta precocidade no desenvolvimento da
hipertensdo e inicio de suas manifestacGes clinicas, além de uma propor¢cdo mais elevada de
taxas pressoricas graves (180/110 mmHg), o que leva a um maior comprometimento de
orgdos-alvo no organismo devido as complicacbes da doenca. Essas condigdes sdo
responsaveis por elevadas taxas de mortalidade para acidente vascular cerebral e doencas
cardiacas em afro-americanos, quando comparados com a populagdo em geral™*.

Estudos indicam que uma possivel explicacdo para essas disparidades raciais no
desfecho cardiovascular esteja relacionada ao controle da pressdo arterial pela eficacia
desigual da farmacoterapia, além de um perfil diversificado de adesdo ao tratamento®.
Pacientes que aderem a medicacao apresentam melhores resultados de satde. No entanto, vem
sendo demonstrado que 60% dos pacientes hipertensos interrompem o tratamento durante o
primeiro ano de cuidados™. Dentre estes, 0s que apresentam menor taxa de adesdo & terapia
medicamentosa e controle pressérico sdo os pacientes do contingente afro-americano®®,
justificando desta forma os indices mais elevados de eventos cardiovasculares quando
comparados a outros grupos populacionais.

Aléem da hipertensdo, a prevaléncia de outros fatores de risco também séo
determinantes na incidéncia das doencas do coracdo e nas elevadas taxas de mortalidade por
causas cardiovasculares entre os diferentes grupos étnicos'’. Dentre eles, o diabetes mellitus, a
obesidade e o tabagismo sdo importantes fatores contribuintes para o desenvolvimento dessas
patologias e podem variar sua frequéncia nas diferentes populacdes. Como no estudo de
Henderson et al.'’, no qual a populacdo hispanica norte-americana, reconhecidamente

descendente de amerindios, apresentou baixa prevaléncia desses fatores de risco e
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consequentemente uma taxa de mortalidade menor quando comparados com a populagédo
descendentes de Europeus daquele pais. Com relagdo ao tabagismo, a prevaléncia do uso do
tabaco por parte do contingente afro-americano é semelhante ao uso encontrado pela
populacéo de origem europeia, diferindo dos padrées de frequéncia elevados encontrados para
os fatores de hipertensdo e hiperlipidemia entre os afro-americanos 8. O fator da inatividade
fisica € mais prevalente nos grupos amerindios e também afro-americanos, especialmente
entre as mulheres. As taxas diferenciais de inatividade fisica nessas populagdes comegcam a se
manifestar na infancia, aumentando na adolescéncia e com a gravidez, associando-se
consistentemente ao tabagismo e ao maior grau de obesidade'®. Apesar desses relatos
tomarem por base a populacdo norte-americana, presume-se que fendmeno similar possa
ocorrer mesmo em amostras de individuos que ndo apresentam composicdo bem definida do
ponto de vista étnico, a exemplo das popula¢fes miscigenadas da América Latina.

Com relacdo ao infarto agudo do miocéardio, especificamente, estudos apresentam
variacBes significativas na ocorréncia dos fatores de risco classicos e diferengas na
manifestacdo clinica da doenca entre os diferentes grupos étnicos. No estudo de Metha et al.?
entre acometidos por 1AM, fatores como hipertensdo, diabetes mellitus, tabagismo e
hipercolesterolemia se mostraram predominantes no grupo afro-americano, quando
comparado ao grupo caucasiano, acompanhados por uma maior prevaléncia de hipertrofia

11" concluiram

ventricular esquerda e de elevacdo do segmento ST. Em linha, Henderson et a
que uma maior prevaléncia dos fatores de risco classicos consegue explicar a maioria das
diferencas existentes nas taxas de mortalidade em funcdo do IAM e outras doencas
cardiovasculares nos varios segmentos populacionais. No entanto, sugere a existéncia de

outros fatores, como a suscetibilidade genética decorrente de diferentes arquiteturas alélicas

distribuidas desigualmente entre as etnias e ainda pouco mensurada, como possivel
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coadjuvante para a variabilidade nas apresentacdes fenotipicas do 1AM, assim como
diferentes formas de evolugéo da condicéo e taxas de mortalidade desiguais para uma mesma

doenca.

1.2 EVIDENCIAS GENETICAS

O componente genético, junto a fatores comportamentais, nutricionais e outros fatores
de estilo de vida contribuem para a suscetibilidade ao desenvolvimento e gravidade das
doencas cardiovasculares®. Atualmente, estudos de associacdo gendmica de elevado
desempenho (a exemplo dos genome wide association study - GWAS) sdo desenvolvidos para
identificar possiveis variantes alélicas associadas aos fenotipos da doenca arterial coronariana
e de seus fatores de risco, auxiliando assim no prognéstico de medidas clinicas
convencionais?®. Por estes estudos, novos loci e polimorfismos de base Unica (single-
nucleotide polymorphism - SNPs) vém sendo identificados na literatura e associados a

prevaléncia do infarto agudo do miocérdio (IAM) em bases populacionais (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas dos SNPs descritos por GWAS em associacdo com infarto agudo do
miocardio (IAM) e respectivas frequéncias dos alelos de risco em modelos parentais de
ancestralidade (CEU = Ancestralidade Europeia), (YRI = Ancestralidade Africana), (MEX=

Ancestralidade Amerindia)

Genes Préximos SNP Fendtipo Loc.Crom. A.R Freq.AR. Freq. AR. Freq.AR OR P Ref.
(CEV) (YRI) MEX)
ALDH2 rs3782886 1AM 12g24.12 A 0 0 0,01 1.46 1x10™ 23
rs671

AP3D1; DOTI1L; rs3803915 1AM 19p13.3 ¢ 0,898 0,897 0,890 1.12 4x10° 23
SF3A2

CDKN2A; CDKN2B  rs10757278 1AM 9p21.3 G 0,500 0,051 N/A 1.28 1x10%° 24
Intergenic rs4977574 1AM 9p21.3 C 0,456 0,173 0,480 1.22 8x10° 23

rs1333049
PLCL2 rs4618210 1AM 3p24.3 G 0,504 0,739 0,510 1.10 3x10° 23

Dados obtidos diretamente do catalogo de GWAS do NHGRI (National Human Genome Research Institute); International HapMap Project;
The 1000 genomes project; Loc. Crom: Localizagdo cromossdmica; SNP: Polimorfismo de Base unica; AR: Alelo de Risco; Freq. AR YRI:
Frequéncia do Alelo de Risco em populagdo com ancestralidade Africana; Freq. AR CEU: Frequéncia do Alelo de Risco em populagdo com
ancestralidade Europeia; Freq. AR MEX: Frequéncia do Alelo de Risco em populagdo com ancestralidade Amerindia;Ref: Referéncia; ALDH2:
Aldehyde dehydrogenase 2 family; AP3D1: Adaptor-related protein complex 3, delta 1 subunit; CDKN2A: Cyclin-dependentkinase inhibitor
2A ;CDKN2B: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B ; DOT1L: DOTI1-like histone methyltransferase;Intergenic: Intergenic; PLCL2:
Phospholipase C-like 2 ; SF3A2: Splicing factor 3a, subunit 2.

Com base nessas informacdes pode-se verificar que € crescente o corpo de evidéncias
gue associa 0 componente genético com a manifestacdo dos fatores de risco para doencas
cardiovasculares e IAM, com margem a suspeicao de que a frequéncia diferencial dos alelos
de risco entre etnias pode figurar como elemento base para explicar a0 menos em parte a
etiologia genética do fenétipo. Desta forma, diferentes arquiteturas alélicas em contingentes
miscigenados podem explicar frequéncias intra populacionais diferenciais dos eventos
vasculares. Por isso, o desenvolvimento de estudos de associacdo alélica deve levar em conta
a possibilidade de estruturagdo étnica nos grupos estudados e a consequente identificacdo de
associacOes espurias, que ocorrem quando a frequéncia de um determinado fenétipo (ex. uma

doenga) varia entre as subpopulagdes. Em uma situacdo onde a subpopulagdo com maior
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frequéncia do fendtipo em questdo esteja super representada no grupo estudado, qualquer
alelo que esteja em alta frequéncia nesta subpopulagdo estara associado com o fenétipo®.
Atualmente, para minimizar estes efeitos e obter resultados confiaveis, os estudos de
associaces alélicas em populacdes miscigenadas vém adotando a metodologia da estimativa
de ancestralidade individual na amostra estudada.

Neste sentido, estimativas de ancestralidade individual permitem avaliar a influéncia
das variacOes étnicas no desenvolvimento de doencas, bem como auxiliar em estudos que
buscam identificar se um determinado fendtipo tem maior influéncia genética ou ambiental *°.
Sua metodologia consiste no uso de marcadores em cromossomos autossémicos?’ que podem
ser de dois tipos: polimorfismos de base Unica (SNPs) bialélicos, e polimorfismos do tipo
insercdo-delecd0.?® Independente da classe do marcador, todos devem possuir frequéncias
alélicas significativamente diferentes entre 0s contingentes populacionais para serem
considerados ancestry informative markers (AIMs) %. Estes AIMs oferecem um alto poder de
inferéncia individual da proporcdo de miscigenacdo®. Normalmente sdo utilizados como
ferramentas de controle para minimizar o efeito de estratificacdo populacional e de possiveis
resultados espuarios em estudos de associacdo genética em populac@es miscigenadas, como € o
caso da populacéo brasileira *!. O uso destes marcadores pode ser considerado uma eficiente
abordagem de diferenciacdo entre os fatores ambientais/estilo de vida e a herdabilidade
genética que incidem sobre os riscos das doencas. No estudo de Ruiz-Narvaez et al. *, foi
pesquisada a associacdo entre ancestralidade genética e o risco de infarto do miocéardio e de
sindrome metabolica em amostra com histérico de miscigenacdo tri-hibrida (europeia,
amerindia e afro-americana). Este estudo aponta que uma elevacdo em 10% no conteido
gendmico afro-americano implica uma elevagdo em 29% do risco de infarto do miocardio e

de 30% em frequéncia de hipertensdo. Outro resultado do mesmo estudo sugere que a cada

21



10% de aumento de ancestralidade amerindia, ocorrem 14% de elevacéo de risco de sindrome
metabolica e 20% de aumento da frequéncia de intoleréncia a glicose.

Diante das consideracdes feitas anteriormente, pode-se afirmar que Sa0 necessarios
mais estudos que conciliem investigacdo clinica criteriosa, parametros laboratoriais
certificados e ancestralidade genética realizada por multiplas baterias de marcadores. Além de
aumentarem a compreensao sobre a fisiopatologia dos distarbios, permitem que sejam
apontados fatores genéticos e de risco basais para o desenvolvimento ou agravo de
enfermidades como no caso desta pesquisa o infarto agudo do miocéardio. Pesquisar esta
interacdo pode favorecer uma intervencdo preventiva, ou mesmo um progndstico clinico
precoce, auxiliando na terapéutica da doenca. No entanto, sdo estudos complexos que podem
apresentar controvérsias nos resultados em relacdo a metodologia aplicada, as variaveis
estudadas e principalmente aos determinantes genéticos dos distdrbios cronicos devido ao
grau de miscigenacdo a que as populacdes estudadas se encontram. Nesse cenario, 0 nosso
estudo se propde a investigar a associacdo entre estimativas de ancestralidade genética
determinada por marcadores moleculares (AIMs) com o comportamento de variaveis clinicas
e bioquimicas representativas de risco de recidiva no periodo poés-infarto, na populacdo
brasileira, que apresenta um importante grau de ancestralidade tri-hibrida (europeia, africana e

amerindia) em sua formagao.
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2- OBJETIVO

Investigar a associacdo de estimativas de ancestralidade genética, determinadas por
marcadores moleculares, com o0 comportamento de variaveis bioquimicas e clinicas
representativas da intensidade e gravidade clinicas do infarto, assim como do risco de

complicacdo intra-hospitalar ou de recidiva no periodo pés-infarto.

Dentre as dimensdes clinicas e bioquimicas em investigagdo, destacam-se:

o Variaveis metabdlicas (glicemia, insulinemia, lipemia, proteina C reativa, e

outras) e clinicas (antropométricas e pressoricas);

o Varidveis de gravidade clinica (pico de CK-MB, estadiamento de Killip-
Kimbal, proporc¢édo de uso de tromboliticos ou PCI primaéria, proporcéo de uso

de betabloqueador e de estatinas, e outras).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRA

A amostra estudada é composta por participantes admitidos na Coorte Brasilia
(Brasilia Heart Study), uma iniciativa prospectiva de recrutamento de pacientes
consecutivos atendidos no Hospital de Base do Distrito Federal (HBDF) com infarto
agudo do miocardio, arrolados desde junho de 2006 e acompanhados por 24 meses em
consultas regulares e avaliacBes médicas ***. Sdo considerados critérios de inclusdo
para admissdo na coorte: (i) periodo inferior a 24 horas entre o inicio dos sintomas de
IAM e a admissé@o no hospital, (ii) supradesnivelamento do segmento ST de pelo menos
1 mm (plano frontal) ou 2 mm (plano horizontal) em duas derivagdes contiguas, (iii)
evidéncia de necrose miocardica pela elevacdo da CK-MB e troponina, e (iv) auséncia
de incompeténcia cognitiva que impossibilite a resposta verbal aos questionarios
médico e nutricional. A razdo da escolha desse tipo de IAM consiste na acuidade
diagndstica para a inclusdo de pacientes em circunstancia compativel com o quadro
agudo do infarto miocardico.

Além dos critérios de inclusdo ja citados, sdo consideradas também as seguintes
causas de exclusdo na coorte: (i) 6bito entre 0 1° e 5° dia apds o IAM, (ii) pacientes com
dados incompletos para andlise estatistica, e (iii) desisténcias e ou impossibilidade de
prosseguir com o0 acompanhamento ambulatorial.

Para a presente pesquisa, um subgrupo foi formado, considerando os critérios de

incluséo e exclusdo adotados pela coorte no periodo de junho de 2006 a agosto de 2012,
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totalizando desta forma 408 pacientes avaliados. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Secretaria de Saude do Distrito Federal sob o parecer n°:
324/2011, e todos os pacientes admitidos foram previamente instruidos sobre os
procedimentos a serem realizados, assinando o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

471 pacientes admitidos consecutivamente com diagnéstico de 1AM,
atendendo os critérios de inclusdo do Brasilia Heart Study

Periodo (06/2006 — 08/2012)

ExclusGes (n=63)

-Obito entre 0 1° e 5° dias pés- IAM (n =23)

- Dados bioguimicos/clinicos incompletos para analise (n=28)

- Desisténcias/impossibilidade de acompanhamento
ambulatorial (n = 12)

408 pacientes arrolados no presente estudo

Figura 1 - Fluxograma de selecdo dos pacientes do estudo

3.2 PROCEDIMENTOS CLINICOS

Os 408 participantes do estudo admitidos na Coorte foram inicialmente
avaliados nas primeiras 24 horas (D1) apés inicio do IAM. Nesta avaliacdo, foram
realizados: (i) coletas de sangue para andlises bioquimicas, separacdo de plasma e
congelamento do material para extracdo de DNA, (ii) antropometria, e (iii) histérico
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médico geral. A pressdo arterial (PA) foi aferida e definida seguindo os critérios
estabelecidos nas VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensio®. Na analise bioquimica da
primeira avaliacdo, foram dosados: hemoglobina glicada, insulina, glicemia, colesterol
total, triglicérides, HDL colesterol, proteina C reativa de alta sensibilidade, ureia,
creatinina, CK-MB e peptideo C.

Os pacientes foram acompanhados diariamente. No quinto dia (D5) po6s-1AM,
procedeu-se com a avaliacdo médica da evolucdo intra-hospitalar. Esta segunda
avaliacdo consistiu no estadiamento clinico do IAM conforme classificacdo de Killip-
Kimbal *, sendo observados os medicamentos utilizados e o surgimento de eventos
isquémicos recorrentes. Caso ocorresse Obito antes da segunda avaliacdo, a confirmacgéo
do evento era feita por meio de registros do prontuario médico ou do atestado de ébito.

Apos alta hospitalar, os pacientes foram encaminhados e submetidos a uma
rotina de acompanhamento clinico-ambulatorial, que incluiu a prescricdo de
medicamentos conforme o quadro clinico e a necessidade individual. Estatinas em
adicdo com ezetimiba ou fibratos foram usados para controle da hiperlipidemia.
Captopril e/ou losartana foram prescritos para pacientes com hipertensdao arterial ou
com fracdo de ejecdo reduzida (FEVE < 40%); metformina e glibenclamida foram
adotados para o controle glicémico; 100 mg /dia de aspirina associada a 75 mg/dia de
clopidogrel foi administrado aos pacientes submetidos a angioplastia coronéria
percutadnea. Quando clinicamente indicado, foi adotado o uso da terapia anti-isquémica
com propranolol e dinitrato de isossorbida, isolado ou em combinagdo. O
acompanhamento clinico foi realizado por profissionais que se mantiveram “cegos’ para

as analises gendmicas realizadas no estudo.
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Além das rotinas clinica e medicamentosa, 0s pacientes também receberam
orientacdo quanto a mudangas no estilo de vida, onde foram sugeridas medidas como
pratica de exercicios fisicos regulares, controle da alimentacéo e perda de peso por meio
de dieta e interrupcdo do tabagismo. O estudo classificou cada sujeito como sedentario
ou praticante de exercicios fisicos conforme relato do proprio paciente. Seguindo os
critérios de praticar ao menos cento e cinquenta (150) minutos de atividade fisica
aerobica moderada, ou setenta e cinco (75) minutos de atividade intensa na semana,
conforme preconiza a Organizacio Mundial de Satde'. Foram classificados como
tabagistas sujeitos que afirmaram fumar ao menos um cigarro por dia, sendo a carga
tabagica em magos-ano calculada conforme a relacdo: (nimero de cigarros/dia dividido
por 20) x (tempo de tabagismo em anos). Foram classificados como ex-tabagistas
aqueles que haviam cessado consumo por um periodo igual ou maior a seis meses antes
da admisséo no estudo, enquanto nao tabagistas foram os que declararam nunca ter feito
uso do tabaco.

Ao final do primeiro més pds-IAM, foi realizada nova consulta em ambiente
ambulatorial, a fim de se verificar o estado geral de salde de cada paciente. Casos de
6bito no periodo foram registrados. Ainda nesta avaliacao, os sujeitos foram submetidos
a ressonancia nuclear magnética cardiaca (RMN-c) com gadolineo e realce tardio para
confirmagdo e quantificacdo da massa infartada, em aparelho da empresa General
Eletric Medical Systems, modelo Signa CV/i (Waukesha, MN, EUA), com campo
magnético principal de 1,5 Tesla equipado com sistema de gradientes com intensidade
40 mT/m e taxa de ascensdo (slew rate) de 150 T/m/s. Utilizou-se uma bobina de
superficie composta de 4 elementos para exames cardiacos comercialmente disponivel.

Esses exames foram realizados com sincronizacdo eletrocardiografica e com o0s
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pacientes em pausa expiratoria para diminuir os efeitos decorrentes dos movimentos

respiratorios.

3.3 ANALISES BIOQUIMICAS

A primeira amostra de sangue foi colhida na emergéncia do hospital por motivo
de admissd@o do paciente, respeitando o intervalo de vinte e quatro horas desde o inicio
dos sintomas do infarto agudo do miocardio e atendendo um periodo médio de jejum de
504 + 231 minutos. Ap0s coleta, o sangue foi centrifugado em EDTA a 5°C, 4.500 rpm
por 15 min para separagdo do plasma e obtengdo do creme leucocitario. As amostras
obtidas foram armazenadas a -80° C para posterior analise. Uma aliquota das amostras
colhidas no primeiro dia pés-IAM foi encaminhada a laboratério privado de analises
clinicas (certificado pelo Programa de Acreditacdo de Laboratdrios Clinicos da
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica) onde foram dosados por testes enzimaticos:
glicose sanguinea (Glucose GOD-PAP, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany),
colesterol total (CHOD-PAP, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), triglicerideos
(GPO-PAP, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) e lipoproteina de alta densidade
(HDL-colesterol) (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). O LDL colesterol foi
calculado pela formula de Friedewald. Proteina C reativa de alta sensibilidade
(Cardiophase, Dade Behring, Marburg, Germany) foi determinada por
imunonefelometria. A insulinemia (Roche Diagnostics, Mannheim, USA) foi
quantificada por eletroquimioluminescéncia, enquanto o peptideo C (Immulite 2000,

Diagnostic  Products Corporation, Los Angeles, CA, USA) se deu por
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Quimioluminescéncia. O indice Homeostatic Model Assessment (HOMA) foi utilizado
para determinar a sensibilidade a insulina (HOMA 2S), assim como para estimar a
capacidade funcional das células [ pancredticas (HOMA 2B). O HOMA 2S foi
calculado com base nos valores de jejum da glicemia e insulinemia, enquanto o HOMA
2B utilizou os niveis plasmaticos de peptideo-C. A hemoglobina glicada (HbAlc)
(Variant 1l, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) foi determinada por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), segundo instrucfes dos respectivos
fabricantes. No laboratério do proprio hospital, foram realizadas as dosagens de ureia
(Urea, Wiener lab, Rosario, Argentina) e creatinina (Creatinina AA, Wiener lab,
Rosario, Argentina) por meio de métodos enziméticos disponiveis comercialmente. Para
CK-MB foram realizadas dosagens ap6s a admissdo no espaco de 6/6h a 12/12h para
verificar a presenga de uma curva enzimatica e determinar o seu pico (CK-MB NAC,

Wiener lab, Rosario, Argentina).

3.4 AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Por ocasido da avaliacdo médica, foram aferidos peso, altura e circunferéncia
abdominal de cada paciente. O peso foi aferido com a utilizacdo de uma balanca digital
portatil (MS 160, Marte Balancas e Aparelhos de Precisdo, Sdo Paulo, SP), com o
individuo posicionado em pé, no centro da balanca, descalgo e com a menor quantidade
de vestimentas possivel. A altura foi medida com o individuo em pé, descalgco, com 0s
calcanhares juntos, costas retas e os bracos estendidos ao lado do corpo, utilizando-se o

antropdmetro. Com base nesses dados foi calculado o indice de massa corporal (IMC;
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em kg/m?). A circunferéncia abdominal foi medida utilizando-se fita métrica nio
extensivel, circundando o individuo no ponto médio entre a Ultima costela e a crista

iliaca no momento da expiragdo®.

3.5 EXTRACAO DO DNA

O DNA foi extraido a partir das amostras de creme leucocitario obtidas e
estocadas no ato da admisséo do paciente ao servi¢co de emergéncia e avaliacdo inicial.
A técnica utilizada para extracdo encontra-se padronizada e seguiu o protocolo descrito
no manual do Kit (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Brasil). A verificagdo do material
obtido com a extracao foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,6%.
Apo6s processamento, o DNA foi armazenado adequadamente e utilizado nas técnicas

especificas de genética molecular e analise genémica.

3.6 DETERMINACAO DA ANCESTRALIDADE GENOMICA

3.6.1 Defini¢édo dos Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIM)

A ancestralidade gendmica da amostra estudada foi estimada a partir de dezoito
(18) AlMs, sendo dezessete (17) SNPs informativos de ancestralidade e um marcador
tipo insercao/delecdo (AT3), todos selecionados previamente na literatura e ja testados

na populacdo brasileira®!, e que tomaram por base as populacdes parentais, Europeia
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(CEU), Africana (Yoruba) e Amerindios (Mayan) com as respectivas frequéncias
descritas na tabela 2. Esses marcadores possuem diferencas de frequéncias alélicas
(delta) maior que 0,6 para os trés eixos de diferenciacdo (africanos vs. europeus;

europeus vs. amerindios e amerindios vs. africanos), conforme listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Descri¢cdo dos AIMs: posi¢bes cromossdmicas, alelos e frequéncias nas

populacgdes parentais (Europeia (EUR), Africana (AFR) e Amerindia (AMR)

Alelo 1 Alelo 2 Frequéncia do Alelo 1
Loco Posicao Génica 1 2 EUR AFR AMR
rs2065160 1032 C T 0,078 0,512 0,850
rs1426654 15921 C T 0,000 0,980 0,950
rs727563 22q13 C T 0,260 0,820 0,950
rs734780 15026 C T 0,070 0,710 0,854
rs730570 14932 A G 0,860 0,185 0,100
rs3796384 3pl4 C G 0,154 0,783 0,875
CRH(3176) 8qg13 G A 0,073 0,682 0,017
FYNULL (2814) 1923 C T 0,998 0,001 1,000
rs7349 10p11.2 G A 0,939 0,016 1,000
rs267071 5022 C T 0,654 0,082 1,000
rs310612 20q13.3 G A 0,237 1,000 0,034
rs3768641 2p13 G C 0,077 0,990 0,000
rs3791896 2g35 C T 0,234 1,000 0,086
rs4280128 13922 G A 0,643 0,041 0,966
rs4766807 12924.2 A T 0,622 0,030 0,948
rs730086 17¢21 C T 0,661 0,067 1,000
rs736556 7pl5 C T 0,244 0,939 0,018
AT3 rs3138521 1025 | D 0,282 0,858 0,061

Fontes: Shriver *® ; Smith®

3.6.2 Método de Genotipagem dos Marcadores de Ancestralidade (SNPs)

A técnica de genotipagem dos SNPs consistiu na preparacdo das amostras por
meio de uma sequéncia de reacfes: (i) amplificacdo simultanea de varios fragmentos
(multiplex) por meio de PCR, (ii) purificacbes enziméticas e (iii) ensaio de extensao de
base Unica, utilizando um terceiro primer, adjacente ao SNP a ser genotipado.
Finalizadas essas etapas, seguiu-se uma eletroforese capilar com analise de
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eletroferogramas, identificando assim os geno6tipos gerados. A seguir, a descri¢do desses

procedimentos.

12 Etapa: Reacdo em cadeia da polimerase em sistema multiplo (PCR multiplex)

Para obtencdo dos fragmentos polimdérficos por meio de PCR, foi utilizado o
Qiagen Multiplex PCR kit (Qiagen, Brasil). Os pares dos iniciadores para cada
fragmento especifico foram testados experimentalmente em gradiente seriado de
concentragdes que variaram entre 0,2 a 0,6 uM, sendo empregados em concentragdo
otimizada, conforme descrito na Tabela 3. As amplificacbes foram realizadas no
termociclador modelo Veriti™ Dx Thermal Cycler (Applied Biosystems®, EUA) com
temperatura de desnaturacdo de 95°C por 15 minutos, seguido por 39 ciclos: a 94°C por
30 segundos, 57°C por 90 segundos e 72°C por 1 minuto, concluindo o programa em 10
minutos de extensdo a 72°C. Para confirmacdo da amplificacdo, os produtos de PCR

obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%.
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Tabela 3 - Concentracdo [uM] dos iniciadores utilizados nas rea¢des de amplificagéo

(PCR) e nas reacgdes de extensdo de base unica (Extenséo) para genotipagem dos AlMs

Iniciadores [1PCR (uM) [ ] Extens&o (uM)
rs1426654 0.2 0.5
rs730570 0.2 0.8
rs3796384 0.2 0.8
rs734780 0.2 13
rs4766807 0.4 0.9
rs2065160 0.4 11
rs267071 0.6 0.9
FYNULL(2814) 0.6 1.0
rs3768641 0.4 0.7
rs3791896 0.4 1.0
CRH(3176) 0.4 11
rs727563 0.6 1.0
rs736556 0.4 0.6
rs4280128 0.4 0.6
rs7349 0.4 0.8
rs730086 0.4 12
rs310612 0.5 12

Fonte: Autor
2% Etapa: Purificacéo |

Apds a amplificacdo, os produtos foram submetidos a um processo de
purificacdo enzimatica para eliminacdo do excesso de iniciadores e degradacdo dos
desoxirribonucleotideos (dNTPs). Para este processo, adicionou-se aos 3,0 ul do
produto de PCR uma mistura de 1 U Exol (USB Corporation, EUA), 1 U fosfatase
alcalina de intestino de carneiro (CIAP) (Invitrogen Corporation, EUA) e tampédo CIAP
(1X), perfazendo um volume total de reacdo de 4,5 ul. Esse contetudo foi incubado no

termociclador durante 60 minutos a 37°C seguido de 15 minutos a 75°C.

3% Etapa: Reacéo de extensdo de base Unica (SnapShot)

Finalizada a etapa de purificacdo, cada produto de amplificacdo foi genotipado
por meio de reacOes de extensdo de base unica utilizando o sistema comercial

SNaPshot™ Multiplex Genotyping System (Applied Biosystems®). Para esta etapa, 1,5
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ul do produto purificado foram adicionados a 1,0 ul de uma mistura de iniciadores S
(que se encontram em gradiente seriado de concentracdo de 0,5 a 1,3 pM; Tabela 3) e a
1,0 pl da mistura de reacdo do kit SNaPshot™, acrescido de H,O Milli-Q perfazendo o
volume final de reacdo de 5,0 pl. A termociclagem foi feita com alteracdo no protocolo
sugerido pelo fabricante, e engloba os seguintes passos: 2 minutos de desnaturagéo a

96°C, seguido de 30 ciclos de 96°C por 10 segundos, anelamento a 58°C durante 10

segundos e extensdo a 60°C durante 20 segundos.

43 Etapa: Purificaco Il

Os fragmentos amplificados pelo método de extensdo de uma Unica base
também foram submetidos a uma nova purificacdo enzimética para a remocdo dos
grupos fosforil das extremidades 5’ dos ddNTPs fluorescentes. Essa purificagdo foi
realizada adicionando-se 1U de CIAP (Invitrogen Corporation, EUA) na presenca do
tampdo CIAP diluido a 1X em 5 ul do produto da reagdo anterior. A reagdo procede a

37°C por 60 minutos, seguido por desnaturacao enzimatica por 15 minutos a 85° C.

52 Etapa: Genotipagem

Apos finalizacdo da etapa de purificacdo 1, seguiu-se a preparacdo da amostra
para a realizacdo da eletroforese capilar, que consistiu em adicionar 1,0 ul do amplicon
final com 8,83 ul de formamida Hi-Di e 0,17 pl de Liz120 Size Standard (Applied

Biosystems). Esta etapa foi realizada em um sequenciador automatico modelo ABI
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PRISM® 3130XL (Applied Biosystems, EUA), sendo utilizado o polimero ABI 3700
POP 7 durante a corrida. Os dados obtidos foram analisados no software GeneMapper

4.0 (Applied Biosystems, EUA) para reconhecimento dos genotipos estudados.

3.6.3 Definicdo das Séries de AmplificacBes

Para a determinacdo dos grupos multiplex, foi realizado todo o procedimento
descrito anteriormente para cada um dos iniciadores singularmente e utilizando-se um
pool de amostras comum. Com base nos resultados gerados, realizou-se uma inspecgéo
visual sobre os perfis dos eletroferogramas obtidos para cada SNP, a fim de se excluir a
possibilidade de sobreposicdo entre 0s genotipos detectados. Seguiu-se entdo a
formagdo dos grupos, cada um contendo entre 4 e 5 marcadores informativos de
ancestralidade, sendo cada grupo representativo de diferenciacdo entre ao menos duas
populagdes parentais.

A Tabela 4 apresenta os marcadores categorizados em cada grupo multiplex com
0s respectivos desenhos e tamanhos dos iniciadores usados nas reacdes de amplificagdo

e de extensdo de base Unica.

3.6.4 Marcador AT3

Para o marcador do tipo insercdo-delecdo (AT3), a genotipagem foi realizada
através de uma reacao simples de PCR. Sua sequéncia:
GCCTGAAGGTAGCAGCTTGT (20, direto) e CCCACACTCCCTCACTCTTC (20,

reverso). Foram utilizados os seguintes reagentes com seus respectivos volumes por
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amostra: 1 U Taqg polimerase (Phoneutria®, Belo Horizonte, MG, Brasil); solucéo
tampéo 10X composta de 500mM KCI, 100mM Tris-HCI, 1% Triton X-100 e pH 8,4
(Phoneutria®, Belo Horizonte, MG); dNTPs a 0,25 mM cada nucleotideo; albumina
bovina a 0,16 mg/ul; MgCl, a 1,5 uM, ¢ 200 ng DNA, em volume total de 10,0 pl. As
amplificagdes sdo realizadas no termociclador modelo Veriti™ Dx Thermal Cycler
(Applied Biosystems®, EUA) com temperatura de desnaturacéo de 95°C por 5 minutos,
seguido de 29 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 54°C e 1 minuto a 72°C,
concluindo o programa em 20 minutos de extensdo a 72°C. Para visualizacdo e
determinacdo dos gendtipos, os produtos de PCR obtidos foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose a 2%.
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Tabela 4 - Descricdo das sequéncias e dos tamanhos dos iniciadores de PCR e dos

iniciadores de extensdo de Unica base, com seus respectivos grupos de multiplex (Série)

Iniciadores Sequéncia Diregéo do Tamanho Grupo Multiplex
iniciador do iniciador

rs1426654-F TTCAGCCCTTGGATTGTCTC Direito 20 1
rs1426654-R AATTGCAGATCCAAGGATGG Esquerdo 20

rs1426654-S gactgaCCGCTGCCATGAAAGTTG Reverso 24

rs3796384-F GCCAATGTCGGAAGGATTAC Direito 20 1
rs3796384-R GCTAGCCAATGTGCAAGACA Esquerdo 20

rs3796384-S (9act)6CGTTCTTCTCTCCATTCAGA Direto 44

rs730570-F GCCTTCCATGGTTTCTCTGA Direito 20 1
rs730570-R AGATTGTGGGGACTGTGAGC Esquerdo 20

rs730570-S (gact)dTCACCTGCATCTCACACTGC Direto 36

rs734780-F GATGGCACTGACCTTCCTTC Direito 20 1
rs734780-R AGGTTGCAGTGAGCCAAGAT Esquerdo 20

rs734780-S (gact)ACCCAGCAGTGGGTATCAC Direto 34

Fynull-F 2814 TCACCCTGTGCAGACAGTTC Direito 20 2
Fynull-R 2814 GTGGGGTAAGGCTTCCTGAT Esquerdo 20

Fynull-S 2814 (gact)2gacCTCATTAGTCCTTGGCTCTTA Reverso 32

rs2065160-F CTGCTGTGCTAGCTGCTGAT Direito 20 2
rs2065160-R GCTGTGAGGACGTCAAACCT Esquerdo 20

rs2065160-S gactCCTCTCGATGAGTAAATATGGG Reverso 26

rs4766807 — F ACTCGGGCCCTAATGGATAC Direito 20 2
rs4766807 — R CAGAGCGAGACCCAGTTTCT Esquerdo 20

rs4766807 — S CTTGTGACTGTCAGCTGACAT Reverso 21

rs267071 - F TGGGACTTGAGCATTATAGGG Direito 21 2
rs267071 - R TGCTAATGCAGCCTTCTCAA Esquerdo 20

rs267071 - S gactCTTTAATGCTCTGAAAACCTTA Direto 26

rs3768641 — F GGGGTGTATCTGATGGATGG Direito 20 3
rs3768641 — R GTAGAGCTGGGCACAGGAAG Esquerdo 20

rs3768641 — S TGGAGAAGGAGCTAGAGAAT Direto 20

rs3791896 — F GCACTGCCATCTCCTTTCTC Direito 20 3
rs3791896 - R TGCTCCTCTCCTTGTCCCTA Esquerdo 20

rs3791896 — S gactAGGGAGAAAAGAGGTGAGGAGA Reverso 26

rs727563-F CACGGTATCCAGAACAAGCA Direito 20 3
rs727563-R ACACTGCCTCCCAATAACCA Esquerdo 20

rs727563-S (gact)3ACCAGGCTGTCTCAAATAAC Reverso 32

CRH-F 3176 TTTGTGCCCCTTCACTATGG Direito 20 3
CRH-R 3176 CCATCTTTCTGCCTGGAAAA Esquerdo 20

CRH-S 3176 (gact)3STGCAGAAGCAAGGCCAATAA Reverso 32

rs7349-F GCAATTGGTTCTCCTGCATT Direito 20 4
rs7349-R GAAATGAGAGTTGTATGGTTAGGC Esquerdo 24

rs7349-S (gact)5AAATGAGAGTTGTATGGTTAGGCT Reverso 44

rs730086 - F GAGAACACTGGGGAGGTTCA Direito 20 4
rs730086 — R CAAAGTTCAGCACACCCTGA Esquerdo 20

rs730086 — S (gact)3CACCTCATTCCTGGTTTTAT Direto 32

rs310612 - F CACCCCTTCCTCACCTCAC Direito 19 4
rs310612 - R TTTCCTCACTCCCCTCTGTG Esquerdo 20

rs310612 — S (9act)4dCAGGCGCAACACAGCCCAGC Direto 36

rs4280128 — F TATTTGGGTAGCGAGGGACT Direito 20 4
rs4280128 - R ATTTCTCTGCATGGGTGGAG Esquerdo 20

rs4280128 — S (9act)TATTATATTTGGGTAGCGAGGGACT Direto 52

rs736556 — F CTCTGCTTCTGGTTCCTTGC Direito 20

rs736556 — R AGAACCAGCCGAAACTGAAA Esquerdo 20 4
rs736556 — S (gact)3TGGTTCCTTGCAGATTACCAAATT Direto 36
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4 - ANALISE ESTATISTICA

Com os gendtipos obtidos para os marcadores informativos de ancestralidade
(AlMs) e utilizando frequéncias alélicas em populagcfes parentais (africanas, europeias
e amerindias), as proporc¢des individuais de ancestralidade foram calculadas com o
método de méxima verossimilhanga, utilizando o programa IAE3CI “°,

O tratamento dos demais dados obtidos foi realizado utilizando-se SPSS for
Windows versdo 17,0. Caracteristicas gerais da amostra sdo apresentadas na forma de
valores médios + desvio padrdo (DP) para variaveis continuas ou como frequéncia
(porcentagem) para dados categoricos. Analise exploratoria dos dados foi realizada para
avaliacdo da normalidade de distribuicdo das variaveis dependentes discretas. O teste de
correlacdo de Spearman foi empregado para verificar associagdo das variaveis clinicas,
bioquimicas e antropométricas obtidas no periodo p6s-IAM com as estimativas
discretas de ancestralidade observadas. Adicionalmente, regressdes lineares foram
aplicadas nas varidveis que revelaram significincia no teste de “Spearman”.
Complementarmente, o teste t de Student foi empregado para investigar possiveis
associacOes entre as varidveis discretas (bioquimicas, clinicas e antropométricas) entre
sujeitos dicotomizados conforme portadores ou ndo de determinada forma de
ancestralidade genomica. O teste do qui-quadrado foi utilizado para averiguar
associagdo entre as estimativas de ancestralidade genética e as variaveis de
caracterizacdo, assim como as representativas da gravidade do IAM. O nivel de

significancia adotado no estudo consistiu em P < 0.05.

38



5-RESULTADOS

No presente estudo, deve-se observar que as associagdes entre as estimativas de
ancestralidade e as variaveis bioquimicas e clinicas investigadas se deram levando em
consideracdo os escores bioguimicos e clinicos obtidos na avaliacdo geral realizada
dentro das primeiras 24 horas apos o IAM (D1). Para as associa¢fes com as variaveis
representativas da gravidade do evento, segundo classificacdo de Killip-Kimbal e
conforme medicamentos prescritos, foram adotados os dados fornecidos apenas pela

avaliacdo clinica realizada ao quinto dia p6s-IAM (D5).

5.1 CARACTERISTICAS GERAIS E CLINICAS DA AMOSTRA ESTUDADA

Conforme os dados exibidos na Tabela 5, o0s 408 pacientes avaliados
apresentaram média etaria de 62,3 anos e constituindo-se amostra predominantemente
masculina (75,7%). Observou-se também uma prevaléncia de sobrepeso entre os
sujeitos investigados, representada pelos valores médios de IMC (26,8 kg/m?) e de
circunferéncia abdominal (97,7 cm) reforcada pela alta proporcdo de sedentarismo
(56,1%) presente entre os pacientes investigados. Ademais, no quesito tabagismo, foi
possivel observar uma prevaléncia elevada de consumo atual (37,6%) e pregresso
(30,9%) proporgdes bem superiores aos 14% da populacéo brasileira adulta que fumam
na atualidade, segundo estatisticas oficiais*.

Em termos gerais, as variaveis lipémicas apresentadas pela amostra estudada

revelam um perfil marcado por dislipidemias, representado por valores sericos médios
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considerados indesejaveis, como para a fragdo HDL (37,9 mg/dL) e para triglicerideos
(169,9 mg/dL). A despeito de os demais valores lipémicos médios se mostrarem
contidos em intervalo aceitavel [colesterol total (190,9 mg/dL), fracdo LDL (125,0
mg/dL) e colesterol ndo-HDL (153,0 mg/dL)], pode-se nitidamente perceber suas
proximidades aos limites superiores considerados desejaveis para essas variaveis*,
Considerando as variaveis relacionadas ao metabolismo glicémico, foi possivel
identificar alteracBes importantes nos valores méedios para a glicemia de jejum (149,7
mg/dL) e para a hemoglobina glicada (6,5%), acompanhado por valores médios também
elevados tanto para insulinemia (28,3 pUI/mL) quanto para os indices HOMA 2S
(57,4%) e HOMA 2B (118,4%), configurando um quadro compativel com uma
prevaléncia aumentada de resisténcia a insulina e ou de diabetes mellitus no grupo
estudado. Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) consistiu em outra condigdo prevalente,
conforme indicam as médias aferidas para pressdo arterial sistdlica (136,4 mmHg) e
diastolica (85,5 mmHg), superiores aos valores de referéncia apresentados pelas VI
Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo®. Ademais, obteve-se também como dado
adicional a frequéncia cardiaca em repouso dos pacientes que ficou na média de 77

batimentos por minuto (BPM).

40



Tabela 5 - Caracteristicas gerais e clinicas da populacao estudada

Variaveis Valores
N 408
Género masculino; % 75,7
Idade; anos 62,3+ 115
IMC; kg/m? 26,8 + 4,4
Circunferéncia Abdominal; cm 97,7+22/4
Sedentarismo; % 56,1
Tabagismo; % 37,6
Ex- tabagismo; % 30,9
PAS; mm/Hg 136,4 + 29,0
PAD; mm/Hg 85,5+ 18,8
FC; BPM 77,0 £16,9
Glicemia; mg/DI 149,7 £ 67,0
HbAlc; % 65+1,8
Insulinemia; pUI/MI 28,3+ 28,6
HOMA 2S; % 57,4 £67,3
HOMA 2B; % 118,4 £ 158,0
Triglicerideos; mg/dL 169,9 £ 169,2
Colesterol Total; mg/dL 190,9 £51,3
Colesterol -HDL; mg/dL 38,0+£10,8
Colesterol — LDL; mg/dL 125,0 £ 90,6
Colesterol — VLDL; mg/dL 153,0 £ 49,4
Proteina C-Reativa; mg/mL 1,23+1,96
Leucécitos; células/mm?® 11.641 + 3.777
Ureia; mg/dL 39,9 £ 16,2
Creatinina; mg/dL 1,2+04

N: nimero da amostra; IMC: Iindice de Massa Corporal; PAS: Pressdo Arterial Sistolica; PAD: Pressdo

Arterial Diastolica; FC: Frequéncia Cardiaca Batimentos por Minuto; HbAlc: Hemoglobina Glicada.
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Os dados apresentados na Tabela 6 complementam a caracterizagdo da amostra
em relacdo a prevaléncia de fatores de risco para a ocorréncia do IAM, assim como
expdem a natureza e a intensidade dos eventos. Percebe-se que uma proporgéo
importante dos pacientes (44,6%) apresentava historia familiar de doenca arterial
coronariana (DAC). Ademais, foram registrados eventos pregressos (primarios) de
infarto nos pacientes estudados em 10,7% dos casos, com necessidade de intervencao
coronariana prévia em 5,6% dos sujeitos.

No tocante aos valores médios de marcadores diagnosticos de lesdo miocardica,
é possivel observar taxas séricas elevadas da isoenzima CK-MB (264,0 ng/ml) e do
peptideo C (4,9 ng/mL) que, associados a extensdo da massa miocardica infartada (16,5
g) aferida por RNM-c (Ressonancia Nuclear Magnética cardiaca) confirmaram a
ocorréncia do IAM. No entanto, dados complementares em relacdo a gravidade do
evento, segundo a classificagdo de Killip/Kimbal®®, mostraram que 89,1% dos pacientes
admitidos apresentavam escore I, indicando eventos de baixa gravidade. Os demais se
enquadravam sobretudo nos escores Il e I, enquanto apenas 1,9% manifestaram
eventos de alta gravidade (nivel 1V).

Com base no quadro clinico exposto, as intervencdes sobre os pacientes
caracterizaram-se principalmente por uso de angioplastia primaria (49,4%), com
reduzida necessidade de cirurgia de revascularizagdo miocardica (1,1%).
Concomitantemente, intervencao farmacoldgica fez-se necessaria para todos 0s sujeitos,
com prevaléncia marcante para o uso de medicamentos com mecanismo de agdo anti-
agregante plaquetaria [Aspirina:  98,1%; Clopidogrel: 83,0%], trombolitico
[Tenecteplase: 64,8% ], anti-hipertensivo [Betabloqueadores: 68,3%; IECA: 50,4%] e

hipolipemiante [Sinvastatina: 66,0%], entre outros.
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Tabela 6 - Caracteristicas relacionadas ao IAM.

Variaveis Valores
Pico de CK-MB; ng/mL 264,0 £ 192,0
Peptideo C; ng/MI 49+35
Historia Familiar de DAC; % 44,6
Intervencdo Coronariana Prévia; % 5,6
Infarto Primario; % 10,7
IAM Hemorragico; % 5,0
Massa Infartada por RNM-c; ¢ 16,5+ 10,3
Killip-Kimbal
I; % 89,1
I; % 6,1
1; % 2,8
IV; % 19
Tempo entre sintomas e tratamento; min 175,3 £ 166,3
Cirurgia de revascularizacdo miocardica; % 1,1
Uso de angioplastia primaria; % 49,4
Uso de terapia medicamentosa no pds-infarto
Aspirina; % 98,1
Clopidogrel; % 83,0
Betabloqueadores; % 68,3
Sinvastatina; % 66,0
Tenecteplase; % 64,8
Enoxaparina; % 58,0
IECA; % 50,4
Heparina ndo fracionada; % 31,9
ARA; % 7,6
Inib-2B3A; % 5,6
BCC; % 3,0

DAC: Doenga Arterial Coronariana; |IAM: Infarto Agudo do Miocardio; IECA: Inibidores da Enzima
Conversora de Angiotensina; ARA: Antagonistas do Receptor de Angiotensina; Inib-2B3A: Inibidores da
Glicoproteina 11B 3; BCC: Blogueador dos Canais de Calcio.
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5.2 CARACTERISTICAS DA ANCESTRALIDADE DA AMOSTRA ESTUDADA

Os valores apresentados na Tabela 7 reproduzem as frequéncias do alelo 1 dos
AlMs utilizados na presente pesquisa em cada populacdo parental, e acrescenta a

frequéncia do referido alelo encontrada na amostra investigada.

Tabela 7 - Descricdo dos AlMs: posi¢bes cromossémicas, alelos e frequéncias nas

populacdes parentais (Europeia (EUR), Africana (AFR) e Amerindia (AMR) e na

amostra.
Alelo 1 Alelo 2 Frequéncia do Alelo 1
Loco Posicdo Génica 1 2 EUR AFR AMR Amostra
rs2065160 1032 C T 0,078 0,512 0,850 0,265
rs1426654 15g21 C T 0,000 0,980 0,950 0,316
rs727563 22q13 C T 0,260 0,820 0,950 0,418
rs734780 15026 C T 0,070 0,710 0,854 0,300
rs730570 14q32 A G 0,860 0,185 0,100 0,612
rs3796384 3pl4 C G 0,154 0,783 0,875 0,394
CRH(3176) 8q13 G A 0,073 0,682 0,017 0,301
FYNULL(2814) 1023 C T 0,998 0,001 1,000 0,288
rs7349 10p11.2 G A 0,939 0,016 1,000 0,782
rs267071 5022 C T 0,654 0,082 1,000 0,441
rs310612 20913.3 G A 0,237 1,000 0,034 0,519
rs3768641 2p13 G C 0,077 0,990 0,000 0,644
rs3791896 20935 C T 0,234 1,000 0,086 0,520
rs4280128 13922 G A 0,643 0,041 0,966 0,634
rs4766807 12q24.2 A T 0,622 0,030 0,948 0,541
rs730086 17921 C T 0,661 0,067 1,000 0,520
rs736556 7p15 C T 0,244 0,939 0,018 0,555
AT3 rs3138521 1025 | D 0,282 0,858 0,061 0,377

Fontes: Shriver *® ; Smith®; Autora

Uma andlise descritiva sobre os niveis de ancestralidade gendmica determinados
para cada individuo revela um perfil de heranca em relacdo as populagdes parentais,
marcado por uma propor¢do média de ancestralidade europeia em 70,4%, de
ancestralidade africana em 24,3%, e de ancestralidade amerindia em 5,2%. Interpretacdo
complementar dos dados da amostra revela frequéncia marcante de sujeitos com
heranga di-hibrida, expressa por 53,7% das pessoas com diferentes niveis de

ancestralidade europeia e africana associados, porém sem traco de heranca amerindia.
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Foi encontrada propor¢do de 5,3% para o grupo formado por di-hibridos descendentes
amerindios e africanos, enquanto os descendentes di-hibridos de amerindios e europeus
corresponderam a 2,2%, totalizando 61,2% de composi¢do genética di-hibrida na
amostra. Sujeitos descendentes de uma Unica populagdo parental corresponderam a
32,8%, 2,6% e 1,4%, nesta ordem, para as ancestralidades europeia, amerindia e
africana. Por fim, a porcentagem de individuos apresentando um perfil tri-hibrido de

ancestralidade foi de 2,0%.
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Figura 2 - Estimativa de ancestralidade gendmica individual da amostra. Cada barra
representa um sujeito, e cada cor representa uma propor¢do de ancestralidade relativa as

populages originais (azul = europeia; vermelha = africana; amarela = amerindia)

5.3 ANCESTRALIDADE GENOMICA E VARIAVEIS BIOQUIMICAS E CLINICAS
DO IAM

Em virtude de as estimativas de ancestralidade genbmica apresentarem
distribuicdo ndo normal, foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman para verificar a
inter-relagdo destes escores com as variaveis bioquimicas e clinicas (D1) da amostra
estudada. Com base nos resultados obtidos, a Tabela 8 mostra que a ancestralidade

europeia, assim como a africana ndo apresentaram correlacées com os perfis metabdlico
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(glicémico, lipémico) ou antropométrico (IMC, CA) do grupo. Associacdes
significativas foram reveladas quando analisada a correlacdo das estimativas de
ancestralidade amerindia com as varidveis representativas do perfil pressorico [PAS (P
= 0.021), PAD (P = 0.018)] e de frequéncia cardiaca [FC (P = 0.06)] no grupo. As
estimativas de ancestralidade amerindia também se mostraram associar com variaveis
do metabolismo lipémico [Col. Total (P = 0.032) e Col. LDL (P = 0.023)].
Complementando as andlises acima descritas e com a finalidade de verificar se a
ancestralidade amerindia apresentava uma relacdo dose-dependente com a pressao
arterial, foram realizados testes de regressao linear os quais demonstraram associagéo de
ancestralidade amerindia com PAS (R? = 0.012), PAD (R? = 0.017) e FC (R? = 0.007),
ao passo que mantiveram auséncia de associacdo das referidas variaveis com as
ancestralidades europeia [PAS (R? = 0.003), PAD (R? = 0.005) e FC (R? = 0.001)] e

africana [PAS (R? < 0.001), PAD (R? < 0.001) e FC (R* < 0.001)] (Figuras 3, 4 e 5).
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Tabela 8 - Matriz de correlagcdes entre os niveis de ancestralidade genémica e as

variaveis bioquimicas e clinicas da amostra

ANCESTRALIDADES

Variaveis
Idade
Peso
Altura
IMC

CA

PAS
PAD

FC

Glicose
HbAlc
Insulina
HOMA 2S
HOMAZ2B
Triglicerideos
Col. Total
Col. HDL
Col. LDL
Ureia
Creatinina
Leucocitos

Pico de CK-MB
Proteina C-reativa

Peptideo C

EUR AFR AMR
.026;.606 -.015;.759 -.041;.407
.065;.192 -.048;.333 .030;.546
.032;.519 -.019;.706 -.018;.713
.017;.729 -.007;.885 .058;.243
.011;.819 -.026;.602 .079;.111
.047,.342 .003;.954 -.114;.021*
.062;.215 .010;.840 -,117;.018*
.067;.176 -.003;.951 -.136;.006*
-.001;.985 .026;.601 .033;.508
-.061;.222 .074,.136 .018;.721
.026;.602 -.035;.486 .006;.900
.007,.886 .019;.697 -.040;.416
.024,.627 -.045;.368 .024;.630
.054;.279 -.057;.251 .067;.179
-.023;.647 -.003;.945 .106;.032*
.003;.951 .002;.974 -.050;.317
-.048;.349 .018;.727 115;.023*
-.024;.629 .022;.652 .021,;.670
.033;.506 -.011;.817 -.019;.700
.056;.262 -.028;.578 .007,.884
.042;.395 -.084,.092 .026;.597
-.072;.147 .090;.068 .004,.938
.002;.967 -.032;.519 .043;.384

Dados expressos como indice de correlagdo e nivel de significancia (r; P) obtidos pelo teste de correlagdo
de Spearman. IMC: indice de Massa Corporal; CA: circunferéncia abdominal; PAS: Pressio Arterial
Sistdlica; PAD: Pressdo Arterial Diastolica; FC: Frequéncia Cardiaca; HbAlc: Hemoglobina Glicada;
CK-MB: Creatina quinase - fracdo MB.
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Figura 3: Regressdo linear entre Pressdo Arterial Sistolica (PAS) e as estimativas de
ancestralidade Amerindia (A), Europeia (B) e Africana (C).
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Figura 5 - Regressao linear entre Frequencia Cardiaca (FC) e as estimativas de
ancestralidade Amerindia (A), Europeia (B) e Africana (C)

50



Teste de regressdo linear envolvendo escores de ancestralidade amerindia e as
variaveis lipémicas a si associadas pelo teste de correlacdo (Col. total e fracdo LDL) ndo
revelaram associacao entre as respectivas variaveis [Col. Total (R? = 0.001), Col. LDL
(R? < 0.001)], segundo o novo modelo. Do mesmo modo, permaneceram inexistentes
quaisquer associacfes das variaveis lipémicas descritas com o0s escores de
ancestralidade europeia [Col. Total (R* <0.001), Col. LDL (R? < 0.001)] ou africana
[Col. Total (R?< 0.001), Col. LDL (R*=0.001)] (Figuras 6 e 7).

Tendo em vista que os resultados encontrados implicavam a ancestralidade
amerindia com fenotipos clinicos, procedeu-se com uma dicotomizacdo da amostra
entre individuos portadores de algum traco dessa ancestralidade (AMR; n = 54) e ndo
portadores (ndo AMR; n =354) de ancestralidade amerindia. A partir desta segregacéo,
foi aplicado o teste t de Student para comparacdo das varidveis bioguimicas e clinicas
que apresentaram significancia nos testes de correlacdo de Spearman entre 0s grupos
constituidos. No que se refere as varidveis pressoricas e a frequéncia cardiaca, a Tabela
9 apresenta diferencas consideraveis em termos de valores médios [PAS (P = 0.006),
PAD (P = 0.005) e FC (P = 0.005)] entre os grupos formados. Esta condi¢do parece
corroborada por uma maior proporcédo, tendente a significancia estatistica (P = 0,06), de
usuarios de tratamento farmacol6gico com betabloqueadores entre pacientes nédo
amerindios (74,3%) quando comparados aqueles com algum nivel de ancestralidade
amerindia (63,0%). Para as variaveis lipémicas (colesterol total e fracdo colesterol
LDL), as associacdes persistiram nao significantes.

Do mesmo modo, uma dicotomizacdo foi aplicada para as outras duas
ancestralidades investigadas, com segregacdo entre individuos EUR (n = 365) e néo

EUR (n = 43) assim como entre individuos AFR (n = 251) e ndo AFR (n = 157). Em
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seguida, foi aplicado novamente o teste t de Student para comparacdo das variaveis
bioquimicas e clinicas que apresentaram significancia nos testes de correlacdo de
Spearman entre 0s grupos constituidos para cada ancestralidade. Observou-se assim
uma associa¢do positiva ao analisar os valores médios aferidos para a variavel PAD (P
= 0.028) e uma tendéncia a significancia estatistica para a PAS (P = 0.056), no conjunto
formado por individuos EUR e ndo EUR. Esta condi¢do parece corroborada pela maior
frequéncia de uso de tratamento farmacol6gico com betabloqueadores (P = 0,020) entre
0s pacientes europeus (74,5%) quando comparados aqueles ndo portadores dessa
ancestralidade (58,1%). Quanto as variaveis lipémicas (colesterol total e fracdo

colesterol LDL), as associag0es novamente persistiram néo significantes.
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Tabela 9 - Comparacdo dos valores médios de variaveis pressoricas e metabolicas selecionadas entre individuos portadores e ndo portadores das
ancestralidades investigadas (Europeia; Africana; Amerindia)

ANCESTRALIDADES

EUR Né&o EUR AFR Né&o AFR AMR Ndo AMR
(n =365) (n=43) (n = 251) (n=157) (n=54) (n = 354)
Variaveis Média (DP) Média (DP) P Média (DP) Média (DP) P Média (DP) Média (DP) P
PAS 1380+290 129,1+28,7 .056 137,1+295 137,0+284 975 1270+255 139,0 £ 29,0 .006*
PAD 86,7 £ 18,6 80,1+17,8 .028* 86,1+189 85,7+18,1 825  79,3+18,0 87,0+ 18,0 .005*
FC 76,7+17,1 751+193 561  76,7+18;3 76,4 £ 15,7 867  70,4+18,0 775+ 17,0 .005*
Col. Total 1906 £54,7 198,4+504 376 190,3+523 1933+572 583 203,8+49,7 189,6 + 54,7 072

Col. LDL 127,3+107,4 1306 +46,4 841 1215+44,7 137,4+1551 136 134,2+44.2 126,6 +£108,8 614

EUR: Individuos portadores de algum nivel de Ancestralidade Europeia; Ndo EUR: Individuos portadores de niveis de Ancestralidade Amerindia e ou Africana;
AFR: Individuos portadores de algum nivel de Ancestralidade Africana; Ndo AFR: Individuos portadores de niveis de Ancestralidade Amerindia e ou Europeia;
AMR: Individuos portadores de algum nivel de Ancestralidade Amerindia; Ndo AMR: Individuos portadores de niveis de Ancestralidade Africana e ou Europeia;
PAS: Presséo Arterial Sistolica; PAD: Pressdo Arterial Diastdlica; FC: Frequéncia Cardiaca (Batimentos por Minuto); DP: Desvio Padrao .
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5.4 ANCESTRALIDADE GENOMICA E CARACTERISTICAS RELACIONADAS

AO IAM

Na presente pesquisa, foi testada a associacdo entre as varidveis qualitativas
representativas da gravidade do IAM, assim como da evolucdo do quadro clinico no
periodo pos-evento, com as estimativas de ancestralidade genética obtidas na amostra.
Inicialmente, nenhuma das variaveis investigadas apresentou associacdo significativa
com as estimativas de ancestralidade amerindia (Tabela 10). Entretanto, foi possivel
observar uma maior proporcdo de relatos de histéria familiar de doenca arterial
coronariana entre portadores de ancestralidade africana (P = 0.024), assim como uma
maior frequéncia de uso de farmacos betabloqueadores entre portadores de

ancestralidade europeia (P = 0.020).
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Tabela 10 - Matriz de associagdes entre caracteristicas especificas ao 1AM e
presenca/auséncia de ancestralidades gendmicas (Europeia, Africana, Amerindia)

ANCESTRALIDADES

Europeia (%) P Africana (%) P Amerindia (%) P

Variveis Sim Né&o Sim Né&o Sim Né&o

Killip | 89,9 83,6 88,8 89,8 453 85,2 89,9 .358
Killip 11 6,0 7,0 480 6,4 57 5,6 6,1

Killip 111 2,2 47 3,2 1,3 5,6 2,0

Killip IV 19 47 1,6 3,2 3,6 2,0

HF- DAC 40,5 48,8 .189 45,4 35,0 .024* 48,1 40,4 176
ICP 5,2 2,3 .355 5,6 3,8 291 0 5,6 .054
Inf. Prim. 10,1 11,6 462 10,0 10,8 451 9,3 10,5 .508
IAM. Hem. 5,2 4,7 615 4,4 6,4 254 7.4 4,8 297
Ang.Prim. 45,2 48,8 .385 48,6 40,8 074 48,1 45,2 .397
CRV 11 0 .639 1,2 0,6 501 0 1,1 .565
Aspirina 97,8 97,7 .637 98,0 97,5 479 96,3 98,0 339
Clopidogrel 80,8 79,1 459 78,9 83,4 .158 83,3 80,2 371
B.B 74,5 58,1 .020* 72,5 73,2 482 63,0 74,3 .060
Sinvastatina 63,8 65,1 .506 61,4 68,2 .099 74,1 62,4 .064
Tenecteplase 68,8 62,8 .264 65,3 72,6 077 64,8 68,6 .338
Enoxaparina 60,0 65,1 317 58,6 63,7 A77 59,3 60,7 474
IECA 52,1 48,8 406 52,6 50,3 .365 48,1 52,3 .338
Hep.NF 30,1 25,6 .335 315 26,8 183 29,6 29,7 .568
ARA 8,5 4.7 .298 9,2 6,4 .207 5,6 8,5 .338
Inib2B3A 19 4.7 243 2,4 1,9 521 3,7 2,0 339
BCC 3,0 47 406 2,8 3,8 .380 5,6 2,8 240

HF-DAC: Historia Familiar de Doenca Arterial Coronariana; ICP: Intervencdo Coronariana Prévia; Inf. Prim: Infarto
agudo primario; IAM. Hem: Infarto Agudo do miocardio Hemorragico; Ang. Prim: Angioplastia primaria; CRV:
Cirurgia de Revascularizagdo Miocérdica; BB: Betabloqueador; IECA: Inibidor da Enzima Conversora de
Angiotensina; Hep.NF: Heparina ndo fracionada; ARA: Bloqueador do Receptor de Angiotensina; Inib 2B3A:
Inibidor da glicoproteina 11B 3A; BCC: Bloqueador dos Canais de Calcio.
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6 — DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS GERAIS DA AMOSTRA ESTUDADA

A presente pesquisa apresentou uma amostra constituida principalmente por
pacientes do género masculino (75,7%) e com média etéria de 62 anos, caracteristicas
bastante representativas da ocorréncia do infarto agudo do miocardio no pais. Segundo
dados apresentados pelo Ministério da Saude (Datasus), 63,4% internacdes por IAM no
periodo de 2008-2014 ocorreram em individuos do género masculino, com 57,4% dos
eventos entre sujeitos com 60 anos ou mais*’. Ademais, observou-se entre 0s pacientes
investigados uma preponderancia de sobrepeso (IMC = 26,8 kg/m?) reforcada por
proporcao consideravel de sedentarismo (56,1%) e elevado consumo atual (37,6%) ou
pregresso (30,9%) de tabaco, conhecidos fatores de risco para as DCV'® e em

frequéncias superiores s encontradas na populacdo em geral®

. Complementando o
perfil clinico favoravel ao 1AM, observou-se também entre 0s pacientes investigados
prevaléncia consideravel de dislipidemias [hipertrigliceremia (42,8%) e baixo HDL
(31,1%)] o que, conforme estimativas epidemioldgicas, pode contribuir para um
aumento de duas a trés vezes nas chances de um infarto do miocardio*’. Ademais, o
diabetes mellitus, importante por aumentar o risco de IAM* e por figurar como causa
secundaria de morte por doencas circulatérias *°, atingiu no atual trabalho proporcao
superior (32,2%) a encontrada em outros relatos na literatura, como nos estudos de

Lerario et al.*’ e Rogers et al.*®, onde 24,8% e 28,9% dos pacientes com IAM,

respectivamente, apresentavam diagnaéstico de diabetes mellitus.
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Entre os fatores de risco modificaveis a HAS foi 0 que apresentou maior
expressao frequencial (59,8%) entre os pacientes estudados, 0 que per se sugere uma
forte relagdo com a ocorréncia do evento miocardico. Ainda mais se considerarmos a
prevaléncia de hipertensos na populacdo em geral, que se enquadra em um intervalo de
22% a 44% para adultos e em cerca de 50% no segmento idoso®®. Além disso, essa
correlagdo vem sendo corroborada por diversos estudos, como o de Avezum et al.,*®> no
qual a presenca de HAS como antecedente mostrou ser um fator de risco potente e
independentemente associado ao IAM. No estudo de Soares et al.,” a HAS também se
mostrou presente em ampla maioria (60,3%) dos pacientes acometidos por IAM,
porcentagem proxima a demonstrada pela presente pesquisa, e concordante com a
prevaléncia esperada para pacientes infartados, que varia de 31% a 59%*.

Quanto aos fatores ndo modificaveis, os dados do estudo apresentam uma
proporcao significativa dos pacientes (44,6%) com histéria familiar de doenga arterial
coronariana, um determinante importante e independente para o risco de eventos
coronarianos, onde, quanto mais prematura é a ocorréncia de IAM entre os pais, maior
sera o risco deste agravo no individuo®. Associacdo esta reforcada pelo nimero de
pessoas envolvidas na familia, quando a histéria compromete apenas um familiar com
IAM o risco é menor em comparacao com dois ou mais familiares™.

Em relacdo a gravidade da manifestacdo do IAM (Killip-Kimbal), observou-se
que 89,1% dos pacientes admitidos em nosso estudo integravam a classe funcional I,
enquanto apenas 1,9% integrou a classe IV. Neste tocante, nossos achados foram
proximos aos encontrados na literatura. A titulo de exemplo, no estudo de Soares et al.,?
com 158 casos de IAM com supra desnivelamento de segmento ST, 78,2% foram

classificados como classe | de Killip. Quanto a Mello et al.,>* de seus 1906 pacientes
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diagnosticados com 1AM, 84,3% dos casos apresentaram-se com grau |, seguidos em
ordem decrescente pelos niveis clinicamente mais avangados 11 (11,0%), 111 (2,4%) e IV
(2,3%). Sabe-se que a classificacdo de Killip-Kimbal permite estratificar os pacientes
com maior risco de morte em situagdes intra-hospitalar e em longo prazo. Dentre os 471
pacientes admitidos inicialmente na coorte, no periodo correspondente ao presente
estudo, um somatorio de 33 sujeitos veio a Obito por causas cardiovasculares em
situacdo intra-hospitalar e ou nos primeiros 30 dias de seguimento clinico, apresentando
assim uma taxa de mortalidade de apenas 7%, concordando com a gravidade estimada
no ato da admissdo. A evolucdo dos pacientes admitidos pds-IAM para um quadro
clinico satisfatério, de baixa mortalidade, esta relacionada ao pronto atendimento
hospitalar e as intervencdes empregadas. Em nossas condi¢fes, o tempo entre o inicio
dos sintomas e o tratamento foi inferior a seis horas, sendo considerado tempo hébil
para realizacdo de procedimentos de reperfusdo mecanica ou quimica. No tocante as
intervencdes realizadas, o uso da angioplastia primaria (49,4%) foi empregado com
mais frequéncia que no trabalho de Soares et al.?, no qual 40% dos pacientes
acometidos pelo IAM passaram por esse tipo de intervencdo. Quanto ao tratamento
farmacoldgico, em geral, foram adotados farmacos com acles antiplaquetérias, anti-
hipertensiva e os hipolipemiantes, prevalecendo a administracdo principalmente de
aspirina (98,1%), betabloqueadores (68,3%), sinvastatina (66,0%) e IECA (50,4%). A
terapia aplicada apresenta semelhanca frequencial com registros terapéuticos

encontrados em outros estudos relativos ao IAM 2.,
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6.2 PERFIL DE ANCESTRALIDADE DA AMOSTRA ESTUDADA

Dados historicos e genéticos mostram que a populagdo brasileira constitui uma
das mais heterogéneas do mundo, resultado de um processo de miscigenagao entre 0s
trés principais grupos étnicos: europeus, africanos e amerindios.> Na presente pesquisa,
observou-se essa heranca étnica a partir das estimativas médias de ancestralidade das
populagdes parentais, prevalecendo o componente europeu (70,4%), seguido pelo
africano subsaariano (24,3%) e o amerindio (5,2%). Ao comparar nossos resultados
com os dados descritos na literatura, verificou-se que o perfil estimado para a amostra
atual apresenta concordancia com outros relatos no que diz respeito a contribuicdo das
trés etnias parentais na formacao da populagéo brasileira. A exemplo do estudo de Lins
et al.*! que reportou ascendéncia europeia entre 69,5% e 87,7%, africana entre 7% e
18,7% e amerindia 5,2% e 11,8% em amostra com individuos provenientes de

diferentes regides do Brasil. Em outra pesquisa, Pena et al.>

avaliaram as contribuigdes
de populagdes parentais em quatro regides do Brasil: Norte, Nordeste, Sul e Sudeste,
havendo encontrado proporcdo europeia variando entre 60,6% e 77,7%, africana entre
10,9% e 30,3% e amerindia entre 7,4% e 19,4%. Por fim, Leite et al.>*, ao estudar
individuos da regido Centro-Oeste, encontrou contribui¢Bes parentais da ordem de 69%
para uma contribuicdo europeia, 21% para africana e 10% para amerindia.

Especificando os dados referentes a contribui¢do ancestral foi possivel observar
entre 0s sujeitos investigados uma peguena porcentagem (2,2%) de pacientes com um
perfil tri-hibrido de descendéncia (europeia, africana e amerindia). Individuos di-

hibridos foram prevalentes (61,2%), entre os quais se revelou maior frequéncia de

associacOes entre ancestralidade europeia e africana (53,7%) quando comparadas com
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as demais descendéncias [amerindia e africana (5,3%); europeia e amerindia (2,2%)].
Entre os sujeitos descendentes de uma Unica populacdo parental, a ancestralidade
europeia foi predominante com 32,8% dos pacientes estudados, seguida da
ancestralidade amerindia (2,6%) e por fim a ancestralidade africana com apenas 1,4%
da amostra.

Cabe finalizar argumentando acerca do uso de 18 AIMs para determinar
estimativas de ancestralidade, o que inicialmente poderia ser considerado um numero
reduzido de marcadores e comprometer a precisao das estimativas na presente amostra.
Entretanto, é importante reiterar que os marcadores adotados possuem diferencas de
frequéncias alélicas (delta) maior que 0,6 para os trés eixos de diferenciacdo (africanos
Vs. europeus; europeus vs. amerindios e amerindios vs. africanos) e foram previamente
utilizados em outras pesquisas com a populacao brasileira, tendo demonstrado eficiéncia
em fornecer informacgdes genéticas sobre populacdes miscigenadas com as trés origens
parentais envolvidas®. Além disso, nossos resultados em relacéo ao perfil ancestral tri-
hibrido encontram-se dentro da faixa de estimativas de ancestralidade apresentadas por

outros estudos realizados com essa populagdo®*,

6.3 ANCESTRALIDADE E FATORES DE RISCO PARA IAM

A literatura apresenta varios estudos epidemiologicos demonstrando a
prevaléncia dos fatores de risco classicos para as doencas cardiovasculares em
diferentes grupos étnicos'*#**. No entanto ndo estd claro o quanto essas variacdes
podem ser atribuidas a aspectos ambientais, culturais, estilo de vida ou devido a

contribuicdo da ancestralidade genética na manifestacdo desses fatores. Diante disso, na
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presente pesquisa, considerando a ancestralidade genética estimada por AIMs e as
variaveis bioquimicas e clinicas determinadas na amostra, foi possivel demonstrar
correlagdes entre um “background” étnico e aspectos clinicos da fase pos-IAM de
pacientes admitidos em servico hospitalar de emergéncia.

H& muito se sabe que a hipertensdo arterial consiste em um fator de risco
determinante na ocorréncia de eventos cardiovasculares, como acidente vascular
cerebral, insuficiéncia cardiaca e infarto do miocéardio com desfecho clinico em ébito.

Ademais, estudos vém demonstrando o efeito da HAS na reincidéncia dessas doengas e

|.55 |.56

sua contribuicdo na fisiologia da doenga. Como Thune et al.> e Kaplan et al.” que
verificaram em seus estudos que pacientes pés-IAM, com acompanhamento clinico e
que permaneceram com taxas pressoricas elevadas (sistolica e diastolica), apresentaram
a médio e longo prazos maior risco de acidente vascular cerebral e outros eventos
cardiovasculares, quando comparados com os pacientes normotensos. Além disso,
existem pesquisas que sugerem uma diferente evolugdo no quadro clinico p6s-1AM e a
ocorréncia de novos eventos cardiovasculares entre pacientes de diferentes etnias, em
relacdo ao genétipo e prevaléncia dos fatores de risco como a hipertenso®”.

Diante do exposto, pesquisas genéticas envolvendo a contribui¢do ancestral na
etiologia da HAS vém sendo desenvolvidas e revelando associac@es significativas entre
grupos parentais e a prevaléncia do fenotipo em questdo. Como no estudo de Ruiz-
Narvaez et al*’., no qual foi demonstrado que individuos com maior proporcdo de
ancestralidade africana apresentam maior risco de infarto ndo fatal e alta prevaléncia de
hipertensdo quando comparados aos europeus. Resultado corroborado pela pesquisa de

Lai et al.”®, que também revelou associacio entre ancestralidade africana e indices

aumentados de hipertensdo. Nossos achados demonstram resultados em linha com o
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descrito, por meio de uma correlacdo negativa dos niveis de ancestralidade amerindia
com variaveis pressoricas e de frequéncia cardiaca, sugerindo que o portador da referida
ancestralidade apresenta fator de protecéo a hipertensdo. Este achado foi reforcado por
andlise inferencial adicional, ao se comparar valores médios das varidveis pressoricas e
de frequéncia cardiaca apresentados pelos grupos amerindio (PAS = 127,0 mmHg; PAD
= 79,3 mmHg; FC = 70 bpm) e ndo amerindio (PAS = 139,0 mmHg; PAD = 87,0
mmHg; FC = 77 bpm). E ainda corroborado por associagdo positiva verificada pelos
valores médios aferidos para as varidveis pressoricas entre 0s grupos EUR (PAS =
138,0 mmHg; PAD = 86,7 mmHg) e ndo EUR (PAS = 129,0 mmHg e PAD = 80,1

1.5° com mulheres latino-americanas

mmHg). Estudo realizado por Shahabi et a
gestantes também sugere efeito protetor da ascendéncia amerindia contra doenca
hipertensiva na gravidez. Ademais, os achados de maior frequéncia de uso do farmaco
betabloqueador naqueles com ancestralidade europeia e de prevaléncia aumentada de
historia familiar de DAC em sujeitos com heranca biogeogréafica africana, revelados em
nosso estudo, reforgcam a ideia de uma maior prevaléncia de distirbios presséricos entre
os portadores de ancestralidades ndo amerindias.

A contribuicdo da ancestralidade genética para uma ocorréncia aumentada de
fatores de risco na fase p6s-IAM pode estar relacionada com variagdes em frequéncias
alélicas em genes candidatos para o risco ao fenotipo entre populacBes. Atualmente,
evidéncias demonstram a contribuicdo de polimorfismos de base Unica (SNPs) para essa
variabilidade inter étnica em fatores de risco na etiologia e no curso de uma patologia.
Como exemplo, Goldenberg et al.>” revelaram uma significativa associagdo entre a

homozigose do alelo T para o gene M235 AGT (angiotensinogénio) e a prevaléncia de

eventos coronarianos recorrentes em pacientes de diferentes etnias por meio de estudo
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prospectivo com pacientes hipertensos no p6s-IAM. Individuos negros portadores do
genétipo TT apresentaram risco aumentado para novos eventos durante o
acompanhamento, quando comparados aos sujeitos heterozig6ticos. A mesma
associacdo ndo foi revelada entre os pacientes hipertensos com ancestralidade
caucasiana, sugerindo um efeito menos pronunciado do alelo entre sujeitos de origem
europeia.

A literatura apresenta uma série de variantes alélicas associadas ao fenétipo da
hipertensdo, ocorréncia do infarto agudo do miocardio e de outras doencas
cardiovasculares na populacdo em geral. No entanto, estudos demonstrando a relagéo
entre estas variacdes genéticas e os fendtipos na fase pos-IAM com respectiva
frequéncia dos alelos de risco nos grupos parentais sdo mais raros, principalmente em
relagdo a ancestralidade amerindia. Portanto, com a ideia de verificar a frequéncia dos
alelos de risco para a hipertensdo, nas trés etnias estimadas na amostra (europeia,
africana e amerindia), foi elaborada a Tabela 11, que compreende uma relacdo de SNPs
associados ao fendtipo de Pressdo Sanguinea fornecidos por GWAS®, com as
respectivas frequéncias alélicas nas seguintes populacdes parentais: CEU (ascendéncia
europeia); YRI (ascendéncia africana) e MEX (ascendéncia amerindia)®*®2.

Foram enumerados 85 polimorfismos, abrangendo diferentes loci, que
apresentaram associacdes com os fendtipos pressoricos (PAS e PAD). A partir das
frequéncias dos alelos de risco (A.R.) de cada SNP nas respectivas ancestralidades, foi
possivel comparar a frequéncia mediana do conjunto de A.R. em cada populacdo
parental, sendo encontrados os percentuais de 36%, 38% e 40% para as ancestralidades
amerindia, europeia e africana, respectivamente. Estes modestos indices superiores de

frequéncia mediana dos alelos de risco entre as ascendéncias europeia e africana (dois e
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quatro pontos percentuais a mais, respectivamente), quando comparadas com a
amerindia, podem ao menos em parte explicar valores presséricos aumentados entre nao
portadores de ancestralidade amerindia.

Em analise complementar, foi determinada a diferenca (6, delta) entre as
frequéncias que cada A.R. apresentava entre populagdes parentais, considerando os
grupos étnicos aos pares [ (Freg. A.R. CEU - Freq.A.R. MEX); (Freg. A.R. YRI — Freq.
A.R. MEX); (Freq. A.R. CEU — Freq. A.R. YRI]. Comparando os valores médios
encontrados para os deltas dos 85 SNPs entre as populacGes parentais, observou-se que,
em grupo, os alelos de risco apresentaram frequéncias médias da ordem de 1,45% e
1,60% maiores nas populacdes parentais europeia (CEU) e africana (YRI),
respectivamente, quando comparados com o grupo parental amerindio (MEX). Portanto,
em qualquer dos cenarios, independentemente da analise (relativa ou absoluta), pode-se
afirmar que existe uma tendéncia a que os alelos de risco para o fen6tipo da hipertensdo
estejam menos frequentes entre individuos com ancestralidade amerindia, justificando
assim os achados da presente pesquisa.

Condicdo revelada também por Ong et al.,*

onde em seu estudo, verificaram em
aproximadamente 15.000 individuos dos Estados Unidos (NHANES - National Health
and Nutritional Examination Survey) que 0s sujeitos com etnia africana eram
desproporcionalmente mais suscetiveis a hipertensdo, quando comparados com outros
grupos étnicos, apresentando 1,6 e 2,5 vezes maior prevaléncia da doenca quando
associados aos europeus e aos amerindios, respectivamente. Achado equivalente foi
demonstrado por Ruiz-Narvaez et al.,** que, ao avaliar fatores de risco para 0 IAM em

uma populacdo com perfil tri-hibrido de ancestralidade, identificaram 30% de aumento

no risco para hipertenséo arterial sistémica a cada 10% de aumento em ascendéncia
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africana, quando comparado com a ascendéncia europeia. O conjunto de informagoes
descrito acima fortalece os achados constatados no presente estudo e que apontam um
risco genético para hipertensdo arterial sistémica advindo da arquitetura alélica
apresentada pelos diferentes contingentes populacionais humanos, com uma aparente
protecdo de individuos com ancestralidade amerindia. Nosso estudo sugere que este
efeito protetor da ancestralidade amerindia parece ndo se limitar a um contexto isento de
distdrbios vasculares®® ou as fases assintomatica e/ou subclinica das doencas
cardiovasculares®™, estendendo-se e se sobrepondo ao curso clinico das doencas

coronarianas manifestas.
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Tabela 11 - Polimorfismos de Base Unica associados com Pressdo Sanguinea em GWAS

Loc. SNP Fenétipo AR Freq.AR Freq.AR Freq.AR OR P Genes proximos Ref.
Crom. (CEU) (YRI)  (MEX)
1p13.2  rs2932538  PAD,PAS,0S G 0,73 0,85 0,87 039 1x10° MOV10 €6 67
1p13.2  rs17030613  OS cC 019 0,05 0,33 049 8x10° ST7L, CAPZA1 &8
1p21.1  rs1330225  OS c 0,3 0,66 0,2 5.16 7x10° PRMT6 o
MTHFR, NPPA, CLCN®,
1p36.22 rs17367504  PS,PAS G 0,17 0,08 0,07 0.85 2x10™ NPPB AGTRAP 70
1p36.22  rs880315 0s c 0,38 0,17 0,46 074 7x107 CASZ1 o
1p36.22 rs12046278  PAS T 0,57 0,69 0,45 053 5x10° CASZ1 .
29243  rs13002573  OS G 0,25 0,11 0,15 031 2x10® FIGN &7
2q24.3  rs1446468  0OS T 0,53 0,96 0,61 034 6x10™ FIGN &
2q24.3  rs16849225  0OS c 0,75 0,94 0,84 075 4x10™ FIGN, GRB14 o
29243  rs6749447  0OS G 0,29 0,58 0,50 1.90 2x10” STK39 2
2931.1  rs10930597 OS T 022 0 0,12 3.99 6x10° CDCA7 &
2937.1  rs11887188 PS T 0,17 0,12 0,14 298 1x10° ARL4AC &
3q11.2  rs13067306 PS A 0,2 0,06 0,28 451 5x10° NSUN3 &
3q13.31 rs1432364  PS T 0,34 0,94 0,43 NR 4x10° Intergenic 3
3p22.1  rs1717027  PS T 0,23 0,66 0,16  0.49 5x10" ULK4 7
3p22.1  rs3774372  0S T 0,76 0,78 0,89 030 8x10” ULK4 &
3p22.1  rs9815354  PAD A 0,23 0,17 0,13 049 3x10° ULK4 n
3p24.1 rs13082711 PAD;PAS;0S T 0,8 0,96 0,78 034 5x10° SLC4A7 66,67
3q26.2  rs419076 PAD,PAS,0S T 0,44 0,57 0,4 0.34 s8x10™ MECOM 86,67
3g26.2  rs448378 PAS A 0,55 0,42 0,61 051 1x10” MDS1 n
3926.2  rs1918974  PAD T 057 0,56 0,63 027 8x10° MDS1 7
4g21.21 rs1458038  PAD,PAS,0S T 0,27 0,05 0,25 040 3x10™ FGF5 86,67
4g21.21 rs16998073  PAD T 0,19 0,13 0,23 050 1x107* FGF5, PRDMS, cdorf22 7
4924  rs13107325 PAD,PAS,0S T 0,1 0 0,02 063 1x10™ SLC39A8 &
4q25  rs6825911  PS C 0,2 0,54 0,24 060 7x10° ENPEP &8
4926  rs4460079  PS C 0,44 0,4 0,43 233 2x107 ARSJ &
4926  rs7658266  PS T 025 0,07 0,31 235 3x10” ARS) &
4g32.1 rs13139571 PAD,PASPS C 0,74 0,88 0,77 029 3x10” GUCY1A3, GUCY1B3 66,67
5p13.3  rs1173766  PS C 0,52 0,62 0,46 063 2x10° NPR3 o
5p13.3  rs1173771  PAD,PASPS G 0,51 0,81 0,54 028 4x10° NPR3, C50rf23 86,67
5933.3  rs11953630 PAD,PAS T 0,34 0,15 0,16 041 3x10™ EBF1 &
5q33.3  rs9313772  OS T 0,31 0,15 0,25 034 1x10™ EBF1 &
6q14.1  rs16890334 OS C 0 0 0 538 1x10™ IRAK1BP1 &
6p21.33  rs805303 PAD,PAS G 0,69 0,29 0,55 038 2x10™ BAT2, BATS &
6G22.33  rs13209747 PS T 045 0,12 0,28 085 3x10™ RSPO3 I
6p22.2  rs1799945  PAD,PAS G 0,18 0 0,12 063 8x10™ HFE o
6p22.2  rs198846 0s G 0,84 0,8 0,86  0.48 2x10™ HFE &
6025.1  rs4869931  PAS A 0,83 0,43 0,72 121 8x10° PLEKHG1 >
6g25.1  rs17080102 OS C 0,06 0,09 0,19 1.02 5x10® PLEKHG1 7
7p15.2  rs17428471 OS T 0,08 0,14 0,05 120 2x10™ EVX1, HOXA 7
7922.1  rs17135875  OS c 015 0,44 0,11 281 1x10° FBXL13 &
8q12.1  rs10504249 OS G 0,02 0 0,13 295 4x10” FAM110B &
8p23.2  rs2627282  OS A 0,36 0,03 0,16  2.33 3x10” CSMD1 &
8p23.2  rs1442407  PAS T 014 0,1 0,23 198 8x10° CSMD1 >
10p12.31 rs12258967  PS G 036 0,27 0,21 043 2x10™ CACNB2 &
10p12.31 rs11014166  PAD,PAS A 063 0,89 0,79 037 1x10® CACNB2 "
10p12.33 rs4373814  PAD,PAS G 0,63 0,42 0,51 037 5x10™ CACNB2 o
10921.2  rs4590817  OS G 082 0,82 0,87 058 2x10™ C100rf107 &
c100rf107, TMEM?26,
10g21.2 rs1530440  PAD T 0,16 0,02 0,28 039 1x10° RTKN2,RHOBTB1, ARID5B 7
10g23.33  rs932764 PAD,PAS G 0,43 0,15 0,63 048 7x10™ PLCE1 o
1002432 rs3824755  0OS cC 0,07 0,17 0,22 050 1x10° CYP17A1 76
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Tabela 11: Polimorfismos de Base Unica associados com Pressdo Sanguinea em GWAS (concluséo)

Loc. SNP Fenétipo AR Freq.AR Freq.AR Freq.AR OR P Genes proximos Ref.
Crom. (CEUV) (YRI)  (MEX)
10g24.32 rs1004467  PAS A 0,91 0,81 0,76  1.05 1x10™ CYP17A1 .
CYP17A1,NT5C2,CNNM2,
10g24.32 rs11191548 PAD,PAS,0S T 0,92 0,99 0,81 1.16 3x10™" AS3MT 66,67.68.70
10g24.33 rs11191593  OS T 0,92 0,98 0,78 054 1x10° CYP17A1, NT5C2 67.76
11p11.2  rs11037965 OS T 0,03 0,22 0,36  1.40 3x10” ALX4 o
11p14.3  rs7116456  PAS T 0 0,15 0 0.93 1x10”7 Intergenic 7
11p15.1 rs1401454  OS T 0,44 0,51 0,56  0.55 1x10° SOX6 7
11p15.1 rs381815 PAS,0S T 0,30 0,18 0,35 0.65 2x10° PLEKHA7 67,71
11p15.1 rs11024074  PAD T 066 0,69 0,64 033 1x10° PLEKHA7 n
11p15.4 rs7129220  PAD,PAS,0S G 0,89 0,95 0,96 062 3x10™ ADM 86,67
11p15.5 rs10832417 OS T 0,66 0,78 0,43 130 1x10° KCNQ1 &
11g22.1  rs633185 PAD,PAS,0S G 0,32 0,18 0,48 057 1x10™" FLI32810, TMEM133 86,67
12g21.33  rs991427 PAS T 0,12 0,3 0,13 041 2x10~ KERA, LUM 7
122133 rs4494364  PAS A 014 0,21 0,11 014 2x10’ KERA, LUM 7
1292133 rs17249754  0S A 012 0,15 0,12 106 9x10~ ATP2B1 e
12g21.33 rs2681472  PAD A 0,87 0,92 0,88 0,5 1x10° ATP2B1 S
12g21.33 rs2681492  PAS T 0,88 0,84 0,88 0.85 4x10™ ATP2B1 n
21022.2  rs2410182  PAS A 039 0,2 0,2 0.45 7x10”7 IGSF5 7
21g22.2  rs2837253  PAS A 034 0,03 0,54 0.18 8x10~ IGSF5, PCP4 7
12g24.12 rs3184504  PAS,PAD T 0,45 0 0,24 048 3x10™ SH2B3 86,71
12q24.12  rs653178 PAD,0S T 0,56 1 0,76 0.3 7x10%° ATXN2, SH2B3 67.70
12g24.13 rs11066280  OS T 1 1 0,99 1.56 8x107* RPL6, PTPN11, ALDH2 &8
12g24.21 rs2384550  PAD,OS G 0,63 0,66 0,69 023 4x10° TBX5, TBX3 7.7
12q24.21 rs35444 PS A 059 0,55 0,67 063 8x10~ TBX3 &8
15q21.1 rs6493206  PS T 0 0,36 0 NR  4x10° Intergenic S
CYP1A1,CYP1A2,CSK,CPLX3
15q24.1 rs1378942  PAD,PASPS C 0,32 1 0,66 061 6x107 ULK3LMANZ1L,ARID3B; 66,6770
15¢24.1 rs6495122  PAD A 038 0,78 0,54 040 2x10™% CSK, ULK3 n
15g26.1 rs2521501  PAD,PAS,0S T 0,38 0,2 0,15 034 3x10% FURIN, FES 66,67
16q12.1 rs2030114  PS A 0,21 0,45 0,07 412 2x10° SALL1 &
17g21.32 rs17608766  PAS,PS T 0,88 1 0,88 036 2x10~ GOSR2 e, &7
1792133 rs12940887  0S T 041 0,03 0,25 025 2x10” ZNF652 &
17g21.33  rs16948048  PAD G 0,42 0,42 0,26 031 5x10° ZNF652, PHB 7
17g24.2  rs11867410 OS C 0,03 0,03 0,03 421 3x10” APOH &
20p12.2 rs1327235  PADPAS,0S G 0,52 0,53 0,36 026 4x10° JAG1 66,67
20q13.32 rs6015450  PAD,PAS,05 G 0,07 0,22 0,04 052 2x10" GNAS, EDN3 66,67

Dados obtidos dos catalogos de GWAS do NHGRI (National Human Genome Research Institute); International HapMap Project; The 1000 genomes project;
Loc. Crom: Localizagdo cromossdmica; SNP: Polimorfismo de Base unica; AR: Alelo de Risco; Freq. AR YRI: Frequéncia do Alelo de Risco em populacéo com
ancestralidade Africana; Freq. AR CEU: Frequéncia do Alelo de Risco em populagdo com ancestralidade Europeia; Freq. AR MEX: Frequéncia do Alelo de
Risco em populagdo com ancestralidade Amerindia; ADM: Adrenomedullin; AGTRAP: Angiotensin Il receptor-associated protein; ALDH2: Mitochondrial
aldehyde dehydrogenase 2; ALX4: Aristaless-like homeobox 4; APOH: Apoliprotein H precursor; ARID3B: AT rich interactive domain 3B; ARID5B: AT rich
interactive domain 5B; ARL4C: ADP-rybosilation factor-like 4c; ARSJ: Arylsulfatase-J; AS3MT: arsenic (+3 oxidation state) methyltransferase; ATP2B1:
ATPase; Ca++ transporting; plasma membrane 1; ATXN2: Ataxin 2; BAT2: HLA-B associated transcript -2; BAT5: HLA-B associated transcript -5; C4orf22:
Chromosome 4 open reading frame 22; C50rf23: Chromosome 5 open reading frame 23; C100rf107: Chromosome 10 open reading frame 107; CACNB2:
Calcium channel, voltage-dependent, 2 subunit; CASZ1: Castor zinc finger 1; CAPZAL: F-actin capping protein alpha-1 subunit; CDCAT7: Cell division cicle
associated -7; CLCNG6: Chloride channel 6; CPLX3: Complexin 3; CNNM2: Cyclin M2; CSK: C-src tyrosine kinase; CSMD1: CUB and Sushi multiple domains
1; CYP1A1: Cytochrome P450; family 1, subfamily A, polypeptide 1; CYP1A2: Cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 2; CYP17A1: Cytochrome
P450, family 17, subfamily A, polypeptide 1; EBF1: Early B-cell factor; EDN3: Endothelin 3 isoform preproprotrein; ENPEP: Glutamyl aminopeptidase; EVX1:
Even-skipped homeobox 1; FAM110B: Family with sequence similarity 110, member B; FBXL13: F-box and leucine-rich repeat protein 13; FES: Tyrosine
kinase; FGF5: Fibroblast growth factor 5; FIGN: Fidgetin; FLJ32810: Rho GTPase activating protein 42 ; FURIN: Furin preproprotein; GNAS: GNAS
complex locus; GOSR2: Golgi SNAP receptor complex member 2; GRB14: Growth factor receptor-bound protein 14; GUCY1A3: Guanylate cyclase 1, soluble,
alpha 3; GUCY1B3: Guanylate cyclase 1, soluble, beta 3; HFE: Hemocromatosis protein; HOXA: homeobox A cluster;IGSF5: Immunoglobulin superfamily 5;
Intergenic: Intergenic; IRAK1BP1: Interleukin-1 receptor-associated kinase 1; JAG1: Jagged 1 precursor; KCNQ1: Potassium voltage-gated channel, KQT-like
subfamily, member 1; KERA: Keratocan; LMANLIL: Lectin, mannose-binding, 1 like; LUM: Lumican precursor; MDS1: Myelodisplasia syndrome protein 1;
MECOM: MDS1 and EVI1 complex locus; MOV10: Moloney leukemia virus 10, homolog; MTHFR: Methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H); NPPA:
Natriuretic peptide A; NPPB: Natriuretic peptide B; NPR3: Natriuretic peptide receptor C; NSUN3: NOL1/NOL2/Sun domain family, member 3; NT5C2: 5'-
nucleotidase, cytosolic 1l; PCP4: Purkinje cell protein 4; PHB: Prohibitin; PLCEL: Pancreas-enriched phospholipase c; PLEKHA7: Pleckstrin homology
domain containing, family A member 7; PLEKHG1: Pleckstrin homology domain containing, family G; PRDM8: PR domain containing 8; PRMT6: HMT1
hnRNP methyltransferase-like 6; PTPN11: Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type; RPL6: Ribosomal protein L6; ,RHOBTBL1: Rho-related BTB
domain containing 1; RSPO3: R-spondin 3; RTKN2: Rhotekin 2; SALL1: Sal-like 1; SH2B3: SH2B adaptor protein 3; SLC39A8: Solute carrier family 39 (zinc
transporter); SLC4A7: Solute carrier family 4, sodium bicarbonate; SOX6: SRY-box 6; ST7L: Suppression of tumorigenicity 7 like; STK39: Serine threonine
kinase 39; TBX3: T-box 3; TBX5: T-box 5; TMEM26: Transmembrane protein 26; TMEM133: Transmembrane protein 133; ULK3: Unc-51-like kinase 3 (C.
elegans);ULK4: Unc-51-like kinase 4 (C. elegans); ZNF652: Zinc finger protein 652.
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A frequéncia cardiaca (FC) € mais uma medida (ndo invasiva) utilizada para avaliar
quantitativamente a funcédo cardiovascular. Sua importancia decorre principalmente da analise
de sua variacdo (VFC) cuja participacdo vem sendo investigada em diferentes situactes
fisioldgicas e patoldgicas do sistema cardiovascular. Alteracbes na FC, regulada até certo
ponto pelo sistema nervoso autdbnomo (SNA), indicam a habilidade do musculo cardiaco em
responder aos multiplos estimulos fisioldgicos e ambientais como respiracéo, exercicio fisico,
estresse mental, alteraces hemodindmicas e metabdlicas, sono, bem como em compensar
desordens induzidas por doencas, como por exemplo a hipertensdo’®. Como relatado
anteriormente, nossos resultados também demonstraram associacdo negativa significativa da
FC com as estimativas de ancestralidade amerindia, o que talvez tenha relacdo com o fator de
protecdo para a hipertensdo encontrada nesta etnia, uma vez que existem relacdes entre 0s
mecanismos neurais que regulam tanto a pressdo arterial como também a variabilidade da
frequéncia cardiaca em condicdes de hipertensdo’®. Outro achado a se considerar sdo os
valores basais da FC, cujas evidéncias indicam que individuos com reduzida FC em repouso
tém um progndstico mais favoravel em termos de risco de mortalidade’. Apesar de a VFC ser
uma importante ferramenta de avaliagdo neurocardiaca, e estar diretamente ligada a variacdo
da PA, pouco se sabe da contribuicdo da ancestralidade genética no comportamento dessa
medida de avaliacdo. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para investigar a existéncia
de outras associa¢des entre componente genético ancestral e frequéncia cardiaca.

Outra analise da contribuicdo ancestral em fatores de risco para o IAM foi feita com o
diabetes mellitus, que como descrito anteriormente, também foi diagnosticado entre os
pacientes na presente amostra. No entanto, neste estudo, ndo foram encontradas associacoes
significativas entre as trés ancestralidades e esta condicdo clinica. Interessantemente Lai et

al.*® identificaram na populacéo idosa e miscigenada de Porto Rico (1129 pacientes) que
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sujeitos com diabetes mellitus tipo 2 possuem indices significativamente menores de
ancestralidade africana e elevada contribuicdo genética por ancestrais europeus. Em outra
pesquisa®?, a contribuicdo ocorreu por parte dos ancestrais amerindios, na qual determinou-se
que individuos com ascendéncia amerindia apresentavam 20% de aumento no risco para a
intolerdncia a glicose, um fator pré determinante ao diabetes mellitus tipo 2. A auséncia de
uma associacdo entre as estimativas de ancestralidade e o perfil glicémico exibidos pela
amostra podem indicar que uma frequéncia diferencial do fendtipo do diabetes mellitus tipo 2
entre grupos populacionais, se existente, pode ndo decorrer de uma contribuicdo importante
por arquiteturas alélicas ou, caso esta contribuicdo exista, poderia ser considerada de fraca
intensidade, podendo ser suplantada por fatores interferentes advindos do estilo de vida das
diferentes populacgdes.

Na presente pesquisa, houve auséncia de associacBes significativas entre as
estimativas de ancestralidade e os indices de gravidade do evento IAM (segundo Killip e
outros indicadores), determinados no momento da apresentacdo do paciente a unidade
hospitalar e em sua evolucdo intra-hospitalar. Em contraposic&o, estudo de Mehta et al.?
demonstrou que individuos com ancestralidade africana apresentaram 1.4 vezes mais
propensdo ao estadiamento Il ou superior de Killip quando comparados aos europeus,
havendo no entanto, a observacdo de que esta associacdo provavelmente ocorreu devido a
maior prevaléncia de hipertensao, tabagismo e obesidade entre os afrodescendentes. Para 0s
demais marcadores diagnosticos do IAM (CK-MB, peptideo-C, proteina-C reativa),
resultados de associacdo ndo significativa persistiram entre essas variaveis e as estimativas de
ancestralidade genética. Sendo assim, nossos resultados com relagéo a gravidade e a evolucao

clinica dos pacientes acometidos por IAM nédo diferiram conforme os niveis de heranga

parental. Nestes aspectos, nossos resultados apresentam concordancia com relatos da
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literatura, que atualmente apresenta um corpo de evidéncia que se mostra pouco conclusiva ou
sugere influéncia modesta da ancestralidade genética na gravidade do 1AM e sua evolucao

clinica com possivel desfecho em 6bito®.

6.4 LIMITACOES DO ESTUDO

A presente pesquisa apresenta alguns fatores limitadores. Devido ao caréater
longitudinal do estudo, houve desisténcia de pacientes e/ou perda de contato ao longo da
pesquisa, tendo sido necessdria a exclusdo de dados e a consequente perda dessas
informacBes. Em linha, casos de 6bito que eventualmente impediram a completude de coleta
de dados pelo periodo de seguimento preconizado também figuraram como perda. Deste
modo, o viés de perda consistiu em caracteristica inerente ao desenho de estudo pretendido.
Ademais, ndo se exclui a possibilidade de erro tipo 2 entre os resultados apresentados, em
virtude da casuistica limitada e consequente poder estatistico reduzido para revelar
associacOes fracas em meio as varidveis analisadas. Outra questdo a ser considerada neste
estudo consistiu no fato de que, apesar da sistematica de acompanhamento clinico periddico e
de diferentes medicBes bioguimicas e clinicas, nossos testes se concentraram tdo somente
sobre as varidveis bioguimicas determinadas no primeiro momento de internacdo e nas
varidveis clinicas ao quinto dia de hospitalizacdo. Sendo assim, nossos resultados sé&o
majoritariamente representativos de uma condi¢cdo pos—IAM imediata, sem considerar o
comportamento clinico de cada variavel na evolucédo tardia do evento, o que poderia revelar

novas associagdes entre as estimativas de ancestralidade genética e essas condi¢des clinicas.
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Apesar das limitacbes metodoldgicas, os autores consideram que a atual pesquisa
apresentou numero razoavel de pacientes investigados para revelar associacdes fortes, revelou
estimativas de ancestralidade genética determinadas com metodo e precisdo compativeis com
estudos em epidemiologia gendmica, além de ter realizado andlises estatisticas por mais de
um teste para as mesmas varidveis, de modo a reforcar as significancias encontradas. Além
disso, os testes estatisticos foram aplicados de forma “cega”, por colaborador capacitado, sem
envolvimento direto com a pesquisa laboratorial, diminuindo assim a ocorréncia de
tendenciosidades na producdo e interpretacdo dos resultados. Essas condi¢cdes conferem
credibilidade aos achados revelados no estudo, que poderdo contribuir para novas pesquisas
de correlagcbes entre ancestralidade genética e fendtipos associados a doencas

cardiovasculares e seu curso clinico.
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7 - CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a arquitetura alélica encontrada em pessoas com
ancestralidade amerindia confere protecdo aos individuos contra valores pressoricos
sisttmicos aumentados em contexto poés-infarto agudo do miocardio com
supradesnivelamento de segmento ST. Desta forma, podemos concluir que maior proporcao
de ancestralidade genémica amerindia diminui a predisposicdo ao fenotipo, o qual
corresponde a um dos fatores de risco de maior valor preditivo para complicacdes no curso

clinico do pés-IAM.
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9 - ANEXOS

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -TCLE
UNIVERSIDADE DE BRASILIA -UnB
HOSPITAL DE BASE DO DISTRITO FEDERAL — HBDF
UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA - UCB
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

O (a) Senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto: ldentificagdo de Marcadores
Genbmicos de Risco na Evolugdo Intra-hospitalar e Recorréncia de Eventos Cardiovasculares apés

Infarto Agudo do Miocardio: Coorte Brasilia.

Com base nas projecdes da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) as doengas cardiovasculares,
principalmente o Infarto Agudo do Miocéardio (infarto do coracdo) serdo uma das principais causas de 6bito na
populagcdo mundial nas préximas décadas. Diante desta perspectiva, o objetivo da presente pesquisa é: estudar,
identificar e associar componentes genéticos que estejam envolvidos com o infarto do coracéo e principalmente

no que diz respeito a recorréncia do evento cardiaco.

A sua participagdo acontecera ap0s ter dado entrada no Hospital de Base do DF (HBDF), caso venha a
ter o diagnostico de infarto e que concorde com a participacdo no estudo. E importante ressaltar que a
participagdo no estudo é opcional, e que de forma alguma seu atendimento e tratamento serdo prejudicados caso
ndo concorde em participar. Da mesma forma, o desligamento do projeto por parte do paciente, a qualquer
momento, ndo trara qualquer implicagdo para o seu tratamento. Além disso, ndo havera custos ao paciente que
decidir participar, uma vez que as avaliacfes e exames ficam a cargo do sistema de salde em que o paciente se

encontra sendo atendido.

O paciente que decidir entrar para a pesquisa sera avaliado nas primeiras 24 horas ap6s ocorréncia do
infarto do coragdo, por meio de anamneses clinicas e nutricionais, realizadas por profissionais competentes na
area. Tera material bioldgico (sangue) coletado para realizagdo de exames bioquimicos e estocagem deste
material para posterior estudo genético através do DNA de cada paciente. Além dessa avaliacdo inicial, o
paciente terd uma segunda e terceira avaliagdo, no quinto e no trigésimo dias, respectivamente, apés o infarto,
onde novas dosagens bioguimicas e exames cardiolégicos serdo realizados. Além disso, ao participar do projeto
0 paciente serd acompanhado durante um ano com visitas trimestrais ao hospital e novas avaliagdes clinicas da

sua doenca.

O paciente terd direito de esclarecimento e informagdo sobre os seus resultados durante e ap6s a

realizacdo da pesquisa devendo solicita-los aos pesquisadores responsaveis quando for de interesse préprio. As
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informagdes obtidas sdo sigilosas e serdo utilizadas apenas na pesquisa sob a forma de nimeros, garantindo o
anonimato e a privacidade do paciente.

Todo material bioldgico a ser utilizado na pesquisa genética é de uso exclusivo deste projeto e serd
armazenado no Laboratério Multidisciplinar em Pesquisas em Salde da Faculdade de Ceilandia — FCE/UnB, ou
alternativamente no Laboratorio de Biotecnologia e Ciéncias Gendmicas da Universidade Catdlica de Brasilia —
UCB-DF, que figura como instituicdo parceira deste projeto, sob a supervisdo do Dr. Otavio de Toledo Nobrega.
Este material podera ser utilizado para novos projetos; mas para isso sera solicitada uma nova autorizagdo por
parte do paciente. Caso isso seja impossivel, o material bioldgico do paciente s6 sera utilizado mediante

aprovacao do (s) novo (s) projeto (s) pelo CEP e ou pelo CONEP.

Os dados obtidos com a pesquisa tém o objetivo de gerar conhecimento cientifico e tentar contribuir
para o melhor entendimento da evolugéo e recorréncia do infarto do coracdo, podendo desta forma beneficiar no
futuro pacientes que venham a ter problemas semelhantes ao seu. Este projeto foi Aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da SES/DF. As duvidas com relagdo a assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da
pesquisa podem ser obtidas pelo telefone (61) 3325-4955. Este documento sera assinado em duas vias para que

uma fique com o pesquisador responsavel e a outra com o voluntario da pesquisa.

Termo de consentimento

Mediante as explicacOes e consideragdes feitas acima, afirmo ter entendido e estar ciente da proposta de pesquisa
apresentada, dando assim o0 meu consentimento a realizagao dessa pesquisa.

Nome do paciente Nome do representante legal

Assinatura do paciente Assinatura do representante legal

Assinatura do profissional que prestou informacdes

Brasilia, de de20
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ANEXO B - APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL mE——
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE i r
Fundagao de Ensino e Pequisa em Ciéncias da Saude g

WY
i e 4

g 3 < Pesquisa BRASILIA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF

Carta N° 0324/2011 - CEP/SES/DF. Brasilia, 11 de agosto de 2011.

Ilm° (a) Senhor(a)

DIRETOR do(a): HOSPITAL DE BASE DO DISTRITO FEDERAL (com vistas a Chefia
da Unidade de Cardiologia) — SES/DF

Assunto: aprovacao do projeto de pesquisa — 354/11 - CEP/SES/DF

Senhor(a) Diretor(a),

Participamos a V. Sa. que o projeto “IDENTIFICAGAO DE MARCADORES GENOMICOS
DE RISCO NA EVOLUGAO INTRA-HOSPITALAR E RECORRENCIA DE EVENTOS
CARDIOVASCULARES APOS INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO: COORTE
BRASILIA” encontra-se em conformidade com a Resolugdo 196/96 Conselho Nacional
de Saude/Ministério da Satde - CNS/MS e suas complementares.

Data da aprovacao: 11/08/2011
Validade do parecer: 11/08/2013

Pesquisador responsavel e telefone: AUDREY CECILIA TONET FURIOSO - (61) 3347-
5792

Os dados serdo coletados na SES-DF o pesquisador devera observar as
responsabilidades que lhe sdo atribuidas na Resolugcao 196/96 CNS/MS, incisos IX.1 e
IX.2, em relagéo ao desenvolvimento do projeto.

Ressaltamos que a conduta do pesquisador, assim como o seu acesso a Unidade
de Saude deve seguir as normas e os procedimentos preconizados pela Secretaria de
Estado de Saude do Distrito Federal. O pesquisador deve se apresentar ao Diretor da
Unidade de Saude para os procedimentos administrativos necessarios.

Atencios ‘ e,

Maria Rita Carvalhg Garbi Novaes
Comité de Etica em Pesquisa/SES-DF
Coordengdora

\ AL-CEP/SES/DF

Fundag3o de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude - SES
Comité de Etica em Pesquisa
Fone/Fax: 3325-4955 — e-mail: cepsesdf@saude.df.gov.br
SMHN - Q. 501 - Bioco "A* — Brasilia—DF — CEP.:70.710-907
BRASILIA - PATRIMONIO CULTURAL DA HUMANIDADE
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ANEXO C - TERMO DE CONCESSAO E ACEITAGCAO DE APOIO FINANCEIRO A
PROJETO

fAcnPq A

4190994633502539

TERMO DE CONCESSAO E ACEITACAO
DE APOIO FINANCEIRO A PROJETO

CONCEDENTE

Nome: CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
CNPJ/MF: 33.654.831/0001-36

BENEFICIARIO

Nome: Andrei Carvalho Sposito
CPF/MF: 421.854.595-20

1. FINALIDADE

Concessao de auxilio financeiro a projeto de natureza cientifica, tecnolégica ou de inovag&o.

1.1. TITULO DO PROJETO

Marcadores Imunogendmicos de Risco na Evolugao Intra-hospitalar e Recorréncia de Eventos Cardiovasculares apés Infarto Agudo
do Miocardio: Coorte Brasflia

1.2. IDENTIFICAGAO DO PROCESSO

Nimero do processo: 471016/2011-0
Edital/Chamada: Universal 14/2011 - Faixa B - de R$20.000,01 a R$50.000,00

2. VALOR GLOBAL DACONCESSAOD
AUXILIO FINANCEIRO
Custeio: R$ 25.000,00

Capital: R$ 18.000,00

Valor Global: R$ 43.000,00
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