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RESUMO

Atualmente, o procedimento mais utilizado para o tratamento das lesbes
coronarianas € a angioplastia com implante de stent. Embora existam vantagens
com esse procedimento, a reestenose continua sendo um dos principais
limitadores do sucesso terapéutico. Sabe-se que inflamag&o, com acumulo de
células mononucleares ativadas, pode contribuir para o desenvolvimento da
reestenose. Assim, estratégias para a identificacdo de biomarcadores de risco e
para a reducdo das taxas de reestenose representam desafios na area da
cardiologia intervencionista. Desta forma, o presente estudo teve como objetivos
a identificacdo de possiveis marcadores genéticos de risco (polimorfismo dos
genes MMP-2, MMP-3, MMP-9 -1562, MMP-9 Arg 279 GIn, CYP2C19*2, NOS3 e
IL-6), bem como a avaliagdo de eventos moleculares e bioquimicos (lesdes
oxidativas no DNA, perfil de expresséo génica e de citocinas) que possam estar
envolvidos no desenvolvimento da reestenose. Foram avaliados 330 individuos,
220 pacientes coronarianos com e sem reestenose apos implante de stent e 110
individuos controles (sem implante de stent e com obstrucao coronariana menor
gue 20%). Os resultados mostraram aumento significativo de danos no DNA de
células do sangue periférico nos pacientes com reestenose intra-stent, mas
nenhuma alteracéo nos niveis plasmaticos de citocinas (IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12, TNF-a). Com relacédo aos polimorfismos génicos, os dados mostraram que o
alelo G do gene MMP-9 (Arg279GIn) foi mais frequente nos pacientes
coronarianos com reestenose intra-stent. A analise de perfil de genes de células
mononucleares do sangue periférico revelou alvos potenciais para inibicdo da
reestenose intra-stent. Com relac&o aos pacientes com obstrucao arterial < 20%
(grupo controle) foram 493 (400 hiperexpressos e 93 hipoexpressos) e 21 (6
hiperexpressos e 15 hipoexpressos) transcritos diferencialmente expressos
respectivamente em pacientes sem e com reestenose intra-stent. Entre 0s
pacientes com e sem reestenose, foram 243 transcritos diferencialmente
expressos (91 hiperexpressos e 152 hipoexpressos). A ontologia genética
mostrou que nos pacientes com reestenose dentre 0s processos bioldgicos com

maior numero de genes diferencialmente expressos envolvidos estavam o0s



relacionados ao reparo do DNA, diferenciagcéo de células Ta e B, resposta celular
a IL-4, producéao de citocinas, regulacéo da transcri¢do, regulacao do metabolismo
lipidico, divisdo celular, organizacdo da matriz extracelular, migracdo de
leucécitos, cicatrizacdo de feridas, regulacdo positiva da angiogénese,
coagulacao sanguinea, regulacao da apoptose de células endoteliais e formacéao
de plaguetas. Concluindo, nossos resultados fornecem base para novas hipoteses
e testes para o claro entendimento dos mecanismos de reestenose intra-stent e

para novas estratégias de tratamento.



ABSTRACT

Currently, angioplasty is the most commonly procedure used for the treatment of
flow limitation in coronary arteries. Nevertheless, in-stent restenosis continues to
remain the principal reason for treatment failure after contemporary coronary
stenting. It is known that inflammation, with the accumulation of activated
mononuclear cells, may contribute to the development of restenosis. Therefore,
strategies for the identification of risk biomarkers and for the reduction of restenosis
rates are challenges in the field of interventional cardiology. The present study
aimed to identify genetic markers associated to restenosis. DNA damage, gene
expression profile and gene polymorphisms (MMP-2, MMP-3, MMP-9 -1562,
MMP-9 Arg 279 GIn, CYP2C19 * 2, NOS3 and IL- 6) were evaluated. A total of 330
subjects, 220 coronary patients with or without restenosis after stent implantation,
and 110 control subjects (without stent implantation and coronary obstruction of
less than 20%) were invited to participate in this study. Results showed significant
increase of DNA damage in peripheral blood cells of patients with intra-stent
restenosis, and no alteration in the plasma cytokines concentration (IL-13, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12, TNF- a). Regarding the gene polymorphisms, data showed that G
allele of MMP-9 (Arg279GIn) was more frequent in coronary patients with intra-
stent restenosis. In the gene profiling analysis of mononuclear cells from peripheral
blood 243 probesets with differential expression were identified between patients
with and without restenosis, and 21 and 493 between patients without stenting
coronary and those with and without in stent restenosis, respectively. The genes
identified have varied functions, including some related to cellular growth and
metabolism, DNA repair, cytokine production, regulation of transcription, cell
division, extracellular matrix organization, leukocyte migration, regulation of
endothelial cell apoptosis, and platelet formation, such as the MMP-9, NFATS5,
REL, ATM, FOX0O3 and UTS2R genes. Taken together, our results provide the
basis for further specific functional hypothesis generation and testing of the

mechanisms of in stent restenosis.



1.INTRODUCAO

1.1 Doengas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCVs) sdo responsaveis por altas taxas de
morbidade e mortalidade principalmente em paises desenvolvidos onde se estima
cerca de 17,5 milhdes de 6bitos, o que representa 31% de todas as mortes (WHO
2016). Segundo dados da Sociedade Brasileira de Cardiologia, as DCVs séo
responsaveis por cerca de 349.938 6bitos por ano, atingindo cerca de 29% do total de
mortes registradas em 2015 (SBC 2016). Em 2016, as DCVs causaram o dobro de
mortes daquelas pelos varios tipos de cancer; 2,3 vezes mais do que as causadas por
acidentes e violéncias; 3 vezes as por doencas respiratorias e 6,5 vezes as por
infeccdes, incluindo a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (SBC 2016).
Estudos do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, em S&o Paulo, mostraram que
60% das vitimas de DCVs sdo do sexo masculino, com idade de aproximadamente
56 anos, dados que colocam o Brasil entre os 10 paises com maior indice de mortes
por DCVs (Brasil 2014).

Dentre as DCVs, destacam-se as doencas coronarianas (DCs) resultantes da
oclusédo ou estreitamento das artérias coronarias devido a formacédo de placas
ateroscleroticas. As DCs, responsaveis por cerca de 7,4 milhdes de mortes por ano
no Brasil (Brasil 2014; Katz et al. 2015; WHO 2016), estdo associadas a um conjunto
de fatores de risco, que inclui idade avancada, género, tabagismo, obesidade,
hipertenséo arterial, diabetes, fatores genéticos, hipercolesterolemia e sedentarismo

(Thomas 2016; Guasch-Ferré et al. 2016).



A aterosclerose € um processo inflamatorio crénico, multifatorial e progressivo,
promovido, inicialmente, pela formacao de estrias gordurosas na camada intima das
artérias, que sao resultantes do acumulo de lipoproteinas como a lipoproteina de baixa
densidade (LDL ou “mau” colesterol) (McLaren et al. 2011). Na parede das artérias,
as LDLs séo oxidadas e desencadeiam resposta inflamatéria que leva a sintese de
citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas (McLaren et al. 2011; Ramji & Davies 2015).
Nesse processo ocorre o recrutamento de mondcitos que, ao adentrarem a camada
intima, se diferenciam em macréfagos. Nesses, as citocinas alteram a expressao de
genes relacionados a regulacdo do metabolismo e transporte de colesterol, levando-
0s a englobar o LDL oxidado e a contribuir para a formacao das células espumosas
gue se acumulam na camada intima da artéria formando uma leséo inicial que se
matura e progride para a placa aterosclerética (Chistiakov et al. 2015; Buckley & Ramiji
2015). Durante a progressao da placa, as células espumosas podem entrar em
apoptose ou necrose, liberando conteudo lipidico e formando um nucleo necrotico. Ao
final, macréfagos, células endoteliais e linfocitos T estimulam a migracdo de células
musculares lisas da camada média para a intima, levando a formacéo de uma capa
fibrética constituida de matriz extracelular (Figura 1). O balanco entre a formacéo
dessa matriz, que confere estabilidade a placa, e a liberacdo de enzimas que a
degradam devido a apoptose dos macrofagos, ira ser determinante para 0 processo
de ruptura da placa, o qual provoca agregacao plaquetéria que pode levar a obstrucéo
do fluxo sanguineo na artéria, trombose, acidente vascular cerebral, infarto agudo do
miocardio (IAM) e, em alguns casos, ao Obito (Figura 2) (McLaren et al. 2011;

Chistiakov et al. 2015; Tabas et al. 2015; Buckley & Ramji 2015; Moss & Ramji 2016).
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Figura 1: Esquema de corte transversal de uma artéria, evidenciando as camadas

intima, média e adventicia e seus componentes (Ross & Pawlina 2015).

Figura 2. A e B Artérias coronarias com placa aterosclerdtica, evidenciando o
estreitamento do Iimen arterial. Fonte: Google imagens (placa aterosclerética),

12/01/2016.

Os mondcitos sao células fagocitarias caracterizadas pela expressao de CD14
e CD16 (Ziegler-Heitbrock et al. 2010; Merino et al. 2011; Wise et al. 2016) e que

produzem citocinas pro-inflamtérias (TNF, IL-1B, IL-6, e IL-12p70) e anti-inflamat6ria



(IL-10) (Fokkema et al. 2003; Suarez-Santamaria et al. 2010; Yang et al. 2012). A
ativacdo dos mondcitos por estimulos inflamatorios provoca sua migracao para locais
de lesbes teciduais e a diferenciacdo em macrofagos. O acumulo exacerbado e
prolongado de macréfagos nesses locais contribui para o desenvolvimento das
doencas inflamatérias, como é o caso da aterosclerose (Yang et al. 2012; Wong et al.
2012; Hilgendorf et al. 2015).

Os mondécitos tém papel relevante no processo de reestenose, pois a lesao
mecanica local gerada pelo implante de stent na parede arterial promove sua ativagao
e recrutamento, que, juntamente com diversos outros fatores, levam a proliferacéo de
células musculares lisas e consequente hiperplasia da camada neointima (Hokimoto
et al. 2002; Martin & Boyle 2011).

Diversas citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, INF-y, IL1-B, IL-6, IL-8, IL-12) e
anti-inflamatérias (IL-10, TGF-B) sédo secretadas por células endoteliais, macréfagos
ativados e células Thl (Liao et al. 2013), e desempenham papel crucial na progressao
da placa aterogénica por modular a atividade, funcdo e recrutamento dos
componentes do sistema imunoldgico e de células vizinhas, como as musculares lisas
(Libby et al. 2013). A interleucina IL-8, por exemplo, pode estar presente em qualquer
tecido, sendo liberada durante processos infecciosos, isquemia, traumas e outras
perturbacdes da homeostase. A IL-8 atrai por neutrofilos para a placa aterosclerética,
participando da sua progressao. Dessa forma, a IL-8 vem sendo considerada como
possivel marcador para a doenca aterosclerética periférica (Aradjo et al. 2015).

Duas citocinas anti-inflamatérias, a IL-10 e o TGF-B, podem ter efeitos
benéficos, diminuindo a progresséo da placa aterosclerdtica por meio da modulagéo
da proliferacéo de células vasculares, da producédo de colageno, além de suprimir a

ativacdo de células imunolégicas como macrofagos e linfocitos (Saraiva & O’Garra



2010; Robertson et al. 2012). Adicionalmente, as citocinas IL-4, INF-y e TNF-a podem
inibir a expressao de IL-10 nas células B por meio da ativacdo do microRNA-19a (Ren

et al. 2016).

1.2 Angioplastia coronariana transluminal percutanea

Na década de 60, a angioplastia coronariana transluminal percutanea (ACTP)
se tornou o principal procedimento para o tratamento da oclusao arterial (Dotter &
Judkins 1964). A ACTP é um procedimento minimamente invasivo que consiste na
introducao, via artéria femoral, de um pequeno baldo acoplado a um catéter. Quando
alcanca a lesdo estenotica, o baldo é insuflado para remodelar a parede da artéria e,
assim, reestabelecer o fluxo sanguineo (angioplastia por balédo; Figura 3). No final da
década de 80, pela primeira vez, foram utilizados os stents metalicos para o
tratamento da doenca arterial coronariana (Sigwart et al. 1987). O implante do stent é
realizado acoplando o aparato metalico ao redor do baldo que, ao ser insuflado, dilata
sua estrutura fazendo com que se modele como suporte fisico para manter a luz da
artéria desobstruida (Figura 4) (Hossainy et al. 2015; John et al. 2016). Mais
recentemente, foram introduzidos no mercado os stents eluidos em drogas (stents
farmacolégicos), cuja funcao é reduzir ainda mais o risco de complicacdes resultantes

do procedimento angioplastico, como a reestenose intra-stent.



Figura 3: Esquema mostrando angioplastia por baldo. Fonte: Google imagens

04/11/2016.

artéria corondria  placa luz do vaso placa baldo expandido stent expandido

artéria placa aumento do artéria

catéter stent fechado 2 7
alargada comprimida fluxo sanguineo alargada

Figura 4. Esquema mostrando o procedimento de angioplastia coronéria
transluminal percutanea com implante de stent. Fonte: Google imagens (placa

aterosclerotica), 12/06/2016.

Os stents farmacoldgicos (SFs) sao constituidos por uma plataforma metalica

revestida por polimero carreador de farmaco com atividade antiproliferativa (Figura 5).



Atualmente, existem dois tipos de SFs: os de primeira e os de segunda geracdo. Os
de primeira geracao sao eluidos com as drogas sirolimus e paclitaxel, enquanto os de
segunda geracado com everolimus e zotarolimus (Maeng et al. 2013; Kobayashi et al.
2016; Partida & Yeh 2016).

Ha estudos mostrando que, além dos farmacos, o tipo de estrutura do SF pode
estar associado aos efeitos adversos do procedimento. Por exemplo, estruturas mais
espessas e polimeros mais duraveis como 0s encontrados nos stents de primeira
geracdo estdo relacionados a maior susceptibilidade para o desenvolvimento de
trombose tardia (Kandzari et al. 2011; Gada et al. 2013).

Contudo, mesmo com 0s recentes avancos tecnoldgicos e farmacoldgicos, a
reestenose intra-stent ainda € um risco para os pacientes submetidos a ATPC (Bliden

et al. 2007).

Polimero

Farmaco

Plataforma
Polimero

Farmaco

Figura 5. Esquemas mostrando os componentes do stent farmacolégico. Fonte:

Google imagens (STENT: plataforma, polimero e droga), 15/08/2016.



1.3 Reestenose intra-stent

Embora a resposta inflamatéria local e a proliferacdo celular apos implante do
stent seja observada em todos os pacientes, em alguns, a recuperacdo da leséo €
acompanhada por uma proliferacdo excessiva de células musculares lisas (CMLSs) e
pela producdo de matriz extracelular que leva ao espessamento da parede e
estreitamento do limen arterial. A proliferacdo excessiva de CMLs apds o implante de
stent, resultando no estreitamento de novo da luz da artéria é denominada de
reestenose intra-stent. Tal processo ocorre geralmente dentro de um periodo de 6 a
12 meses apos o procedimento (Armstrong et al. 2007; Bangalore et al. 2013; Osborn
& Jaffer 2015; Mizuno & Mizuno-Horikawa 2016).

Os mecanismos da reestenose vém sendo estudados em modelos animais,
mostrando que se trata de uma resposta de ma adaptacédo da artéria coronaria ao
trauma induzido durante a angioplastia (processo de cicatrizacdo endotelial) (Tu &
Wang 2016). Assim, a patogénese da reestenose se inicia com a lesdo endotelial
promovida pelo estiramento induzido pelo proprio procedimento angioplastico, que
leva a exposicdo dos componentes da camada subendotelial e média, como o
colageno, o fator de Von Willebrand, fibronectina e laminina. Essa leséo, por sua vez,
provoca agregacao plaquetaria e o acumulo de fibrina, com consequente formacao de
trombo. Posteriormente, ocorre a proliferacdo de CMLs devido a exposicdo a
mitdégenos, como a angiotensina Il e plasmina, além da liberacdo de citocinas e
mitdgenos pelas plaquetas, células endoteliais, inflamatérias e pelas préprias CMLSs.

As CMLs saem, entdo, da quiescéncia (GO) e entram em estado proliferativo,

migrando para o limen da artéria e sintetizando colageno e matriz extracelular, com



a consequente formacao da camada neointima (Robertson et al. 2012; Lingman 2013;

Puré et al. 2016; Partida & Yeh 2016).

Figura 6. Fotografia de segmento de artéria coronariana apresentando reestenose
intra-stent. A seta vermelha indica a estrutura metalica do stent e a seta amarela a

camada neointima. Fonte: Google imagens (placa aterosclerética), 12/06/2016.

Conforme mencionado anteriormente, o uso dos stents farmacolégicos levou a
reducdo consideravel da prevaléncia de reestenose: cerca de 5% a 10% nos pacientes
com SF frente aos 20% a 30% com stents ndo eluidos em farmacos (Papafaklis et al.
2012; Taniwaki et al. 2014; Hong et al. 2015). A reducéo de reestenose nos SF ocorre
especialmente em virtude do efeito antiproliferativo das drogas eluidas (Park et al.
2013; Capodanno et al. 2013). De modo geral, os farmacos utilizados impedem a
migracdo e proliferacdo de leucdcitos e de células musculares lisas e endoteliais
(Zhang et al. 2013; Ng et al. 2015).

Entre os farmacos mais utilizados nos SFs, o paclitaxel tem seu efeito
associado a estabilizagdo dos microtubulos, inibindo a proliferacdo e migragdo das
CMLs, fibroblastos e leucdcitos, e a secre¢do de matriz extracelular (Ng et al. 2015).

Além disso, essa droga pode promover bloqueio do ciclo celular na fase tardia G2/M
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e a inducao de apoptose (Von Gruenigen et al. 2012; Merlin et al. 2013; Partida & Yeh
2016). A evolucéo clinica e angiografica de pacientes com infarto agudo do miocardio
revelou reducéo de reestenose naqueles que receberam SFs eluidos com o paclitaxel
quando comparados a grupo tratado com stents ndo farmacoldgicos (Grotti et al.
2016). Estudos recentes mostraram, também, a eficacia do paclitaxel no tratamento
da doenca arterial periférica femoropopliteal, sem risco de trombose de stent (Dake et
al. 2011; Yokoi et al. 2016; Meng et al. 2016).

O sirolimus, outra droga utilizada nos SFs e também conhecido como
rapamicina, € um antibiético com funcdo imunossupressora (Kaplan et al. 2014),
isolado do Streptomyces hygroscopicus (Srinija et al. 2016). Sua eficicia na inibicao
da reestenose esta associada ao efeito antiproliferativo, com capacidade de bloquear
o ciclo celular na fase G1, inibindo, assim, a proliferacéo das células musculares lisas
e endoteliais (Alfonso & Fernandez 2011; Falotico & Narayanan 2016). Recentemente,
Jang et al. (2015) demonstraram, em modelo animal, que o sirolimus € capaz de inibir
a proliferac@o das células da neointima, reduzindo a reestenose intra-stent. Embora
os stents eluidos com sirolimus ou paclitaxel tenham consideravel efetividade na
diminuicao da reestenose, o0 atraso ou diminuicdo na endotelizacdo, pode ser um dos
agentes causadores da trombose tardia de stent (Kon et al. 2011; Habib & Finn 2015).

Os farmacos zotarolimus e everolimus (dos stents de segunda geracéo), ambos
analogos da rapamicina, atuam na prevencdo da reestenose devido suas
propriedades citotoxicas, que levam ao bloqueio da proliferacéo celular (Habib & Finn
2015). Esses compostos agem por meio da ligagédo a proteina FKBP12, formando um
complexo que impossibilita a atividade do complexo-1 do mTOR (mMTORC1)
(Mammalian Target of Rapamycin), inibindo, assim, a proliferagdo celular e

angiogénese (Faivre et al. 2006; Alfonso & Fernandez 2011; Bangalore et al. 2013;
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Garcia-echeverria & Maira). Tanto o zotarolimus como e everolimus sao drogas mais
lipofilicas que o sirolimus, caracteristica, esta, que proporciona maior retencdo na
parede arterial, favorecendo as atividades antiproliferativas e anti-inflamatérias. Um
aspecto desfavoravel ao everolimus € que possui meia-vida plasmatica mais curta
(Stefanini & Holmes 2013; Puranik et al. 2013; Huang et al. 2014).

Embora as pesquisas clinicas revelem vantagens no uso dos SFs, continua a
existir a preocupacdo com o risco de reestenose e, consequentemente, de infarto do
miocardio. Portanto, a reducdo desses riscos representa um desafio para o campo da

cardiologia intervencionista (Schaer & Zhang 2015).

1.4 Fatores genéticos associados a reestenose

1.4.1 Polimorfismos génicos

A reestenose nao é um fenbmeno aleatério, uma vez que alguns pacientes
apresentam maior risco de ocorréncia. Existem varios fatores clinicos relacionados a
lesdo que explicam parte do risco para a reestenose. Dentre esses estdo diabetes,
hipertensédo arterial, estenose grave da artéria coronaria e doencas multiarteriais
(Curcio et al. 2011; Zapata-Arriaza et al. 2016). Embora a andlise de tais fatores seja
Gtil para a predicdo do risco para a reestenose, pode ndo elucidar os mecanismos que
levam ao seu desenvolvimento. Assim, a investigacdo de alguns parametros
genéticos, como a integridade do DNA, altera¢des no transcriptoma e polimorfismos
génicos, pode auxiliar no entendimento dos mecanismos moleculares que favorecem

o desenvolvimento da reestenose.
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A avaliacédo de danos e lesfes oxidativas na molécula de DNA, por exemplo, é
uma ferramenta importante para o estudo de doencas cronicas como diabetes, artrite
e doencas cardiovasculares (Collins et al. 2014). Embora ainda sejam escassos ha
literatura, ha dados que evidenciam que a reestenose esta relacionada ao aumento
de quebras de fita dupla no DNA (Luo et al. 2013). Além disso, foi observado em
modelo animal que danos persistentes no DNA (lesGes oxidativas e quebras de fita
dupla) podem estar relacionados a diminuicdo progressiva da expressao de diversos
genes que desempenham papel relevante na progressdo da estenose (Forte et al.
2013).

Dentre os varios estudos genéticos que vém sendo realizados com 0 objetivo
de identificar fatores de risco para a reestenose, os que avaliam polimorfismos de
genes relacionados as metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs), ao
metabolismo de drogas, ao estresse oxidativo, a resposta inflamatéria tém merecido
especial atencéo (Yadav et al. 2014; Amato et al. 2015; Kumar et al. 2016; Reichert et

al. 2016).

As MMPs pertencem a um grupo de proteases dependentes de zinco, que
atuam na degradacédo de colageno, elastina, proteoglicanas, laminina, fibronectina e
de praticamente todos os componentes da matriz extracelular, importantes para a
rigidez arterial e remodelamento vascular (Papazafiropoulou & Tentolouris 2009;
Rostoff et al. 2014; Serra et al. 2014; Amato et al. 2015). Diversos polimorfismos
génicos (SNPs — Single-Nucleotide Polymorphism), tanto em regido promotora (MMP-
2 -1575; MMP-3 -1612; MMP-9 -1562 e IL-6 -163) como codificadora (MMP-9
Arg279GIn) dos respectivos genes, podem levar a alteragdes na expresséo e atividade

das MMPs (Liu et al. 2012; Diederichs et al. 2016; Jia et al. 2016; Ponomarenko et al.
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2016). Tais polimorfismos tém sido relacionados ao risco aumentado para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares incluindo a aterosclerose, aneurismas,
reestenose intra-stent e insuficiéncia cardiaca (Galis & Khatri 2002; Newby 2005;

Wang et al. 2011; Niu & Qi 2012).

O gene MMP-2 esté localizado no cromossomo 16g12.2 e possui 27.049 pb e
13 éxons que codificam uma proteina de 72 kDa (Saeed et al. 2013). A MMP-2,
também conhecida como gelatinase A, € expressa de forma ubiqua em quase todas
as células que compdem o tecido cardiaco, incluindo os cardiomiécitos, sendo
responsavel pela degradacdo de substratos extras e intracelulares, tais como
coldgeno desnaturado, coldgeno tipo IV e proteinas sarcomeéricas, incluindo a
troponina | e cadeias leves de miosina (Kandasamy et al. 2010; DeCoux et al. 2014;
Radunovic et al. 2016). H& evidéncias que sugerem que a transicdo G — A no
polimorfismo -1575G/A do MMP-2 reduz sua ativacao transcricional promovida pela
acao estrogénica (Harendza et al. 2003). Foi demostrando em uma populagéo
mexicana a associacdo entre o polimorfismo do MMP-2 (-1575) e a ocorréncia de
infarto do miocéardio (Pérez-Hernandez et al. 2012). Recentemente, foi observado em
uma populacdo brasileira que o genétipo CC de outro polimorfismo do MMP-2
(-735C/T) também apresentava papel relevante na hipertensao resistente (Sabbatini

et al. 2017).

O gene MMP-3 esta localizado no cromossomo 11g22.2, apresenta 135 kb e
codifica uma proteina de 51 kDa, a MMP-3, também conhecida como estromelisina-1,

gue é produzida por varios tipos de células, incluindo fibroblastos, células musculares
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lisas e macrofagos (Klein & Bischoff 2011; Ferrari et al. 2012; El-Aziz & Mohamed
2016). A MMP-3Exerce efeito catabdlico sobre os colagenos do tipo IlI, IV, V, IX e X,
proteoglicanas, laminina, elastina e fibronectina, além de facilitar a conversdo de
outras MMPs (MMP-1, MMP-8, MMP-7 e MMP-9), de suas formas inativas as formas
ativas (Hoppmann et al. 2004; Shalia et al. 2010; Garofalo et al. 2011; El-Aziz &

Mohamed 2016).

O polimorfismo 5A/6A do MMP-3 caracteriza-se pela insercdo de uma adenina
(A) no inicio da estrutura de transcricdo da regido promotora (-1612 / -1617),
resultando em uma sequéncia de seis adeninas consecutivas (6A), enquanto o alelo
selvagem tem apenas cinco sequéncias (5A). A presenca da variante 6A na regiao
promotora de MMP-3 permite a ligacéo do repressor ZBP-89 (Zinc-binding protein-89)
e de NFkB, levando a hipoexpresséo e diminuicdo dos niveis da proteina codificada
(Skorupski et al. 2013; Borghaei et al. 2016; Li et al. 2016). De fato, alguns estudos
mostraram que a expressao génica e proteica em amostras de tecido vascular é mais
elevada em homozigotos 5A, intermediaria em heterozigotos e mais baixa em
homozigotos 6A (Medley et al. 2003; Lichtinghagen et al. 2003; Koch et al. 2010). Além
disso, hé relatos que os homozigotos para o alelo 6A apresentam maior predisposicdo
para o espessamento da parede arterial, muito provavelmente pela diminuicdo na
expressao de MMP-3 e menor degradacao da matriz extracelular (Gnasso et al. 2000;
Rauramaa et al. 2000). O genotipo homozigoto 6A foi também associado ao
desenvolvimento de placa aterosclerotica com estenose significativa e progressao
para reestenose (Ye 2006; El-Aziz & Mohamed 2016). Por outro lado, estudo de meta-
analise mostrou a relacdo do alelo 5A do polimorfismo MMP-3 5A/6A com infarto

agudo do miocardio (papel na ruptura da placa), com a progressdo da doenca
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pulmonar obstrutiva crénica e ao risco de acidente vascular isquémico (Wen et al.

2014).

O gene MMP-9, localizado no cromossomo 20q13.11, possui 13 exons e 12
introns e codifica uma proteina de 92 kDa, a MMP-9, também conhecida como
gelatinase B (Luizon & Almeida Belo 2012). Esta degrada a maioria dos componentes
da matriz extracelular, principalmente colageno e elastina, atuando na remodelagéo
vascular e desempenhando papel importante no processo inflamatério (Gong et al.

2008; Huang et al. 2010; Heo et al. 2011; Fingleton 2017).

Véarios estudos em ratos knock-out para o gene MMP-9 mostram que a
respectiva protease é essencial para a reparacao tecidual e para adequada resposta
inflamatéria, e que alteragbes na regulacdo da MMP-9 contribuem para o
desenvolvimento de lesdes arteriais, em parte por facilitar a invasdo de monécitos na
placa aterosclerética (Libra et al. 2009; Langers et al. 2012). Além disso, foi descrito
gue o aumento da expressdao do MMP-9 esta associado com a progressao,
desestabilidade e ruptura da placa aterosclerética, aumentando o risco de infarto
agudo do miocérdio (Koenig & Khuseyinova 2007; Opstad et al. 2013). Nesse sentido,
diversos autores sugerem que 0 aumento na concentracdo plasmatica da MMP-9
poderia ser um marcador precoce do risco para doencas cardiovasculares
(Blankenberg et al. 2003; Squire et al. 2004; Jefferis et al. 2010). De fato, as CMLs da
artéria coronaria em estado proliferativo apresentam aumento da expressado de MMP-
9, sendo a atividade proteolitica da enzima considerada determinante na migracao
das CMLs e, portanto, responsavel pela formacao da camada neointima apds implante

de stent (Newby 2005; Sheu et al. 2013; Gliesche et al. 2016).
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A variante MMP-9 -1562C/T possui a atividade do promotor comprometida,
levando a diminuicéo da expresséao do gene devido a alteracdes na ligacdo do aparato
transcricional ao DNA (Zhang et al. 1999; Glebauskiene et al. 2017). Por outro lado,
a variante Arg279GIn do gene (que leva a substituicdo do amino&cido glutamina por
arginina) situa-se dentro do dominio de ligacdo a fibronectina de tipo Il e leva a
alteracdes na atividade catalitica da enzima (Blankenberg et al. 2003). Esses dois
polimorfismos ja foram associados a progressao da doenca arterial coronariana e ao
risco amentado de hemorragia intracerebral (Zhi et al. 2010; Lacchini et al. 2010;
Opstad et al. 2012; Opstad et al. 2013; C.-Q. Yang et al. 2014; Opstad et al. 2014;

Juan et al. 2015).

O gene da oOxido nitrico sintetase (NOS), localizado no cromossomo 7 (7935-
g36), codifica proteina responsavel pela sintese do 6xido nitrico (ON) em células
endoteliais e macrofagos (Park et al. 2011; Kumar et al. 2017). Os efeitos biol6gicos
do ON endotelial (sintetizado pela eNOS) incluem a vasodilatacdo, inibicdo da
proliferacao e migracéo das CMLs, inibicdo da agregacéao plaquetaria e da adesdo dos
glébulos brancos a parede dos vasos sanguineos (Liu et al. 2007; Li & Forstermann
2013; Kumar et al. 2017). Foi descrito que células endoteliais lesadas liberam mais
endotelina-1, angiotensina Il e fatores de crescimento (TGF-, VEGF) e menos 6xido
nitrico, mecanismo que pode contribuir para a proliferacdo e migracao das células do
musculo liso, levando a reestenose intra-stent (Pallero et al. 2010; Siragusa & Fleming

2016; Zeng et al. 2017).
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Os polimorfismos do gene eNOS3 (6xido nitrico sintase endotelial 3) parecem
ter papel relevante no desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como a doenca
arterial coronariana, fibrilagcdo atrial e hipertensdo (Li 2011; Yang et al. 2014). Em
2002, Gomma et al. haviam chamado a atencéo sobre a relacéo entre o polimorfismo
298G/A do eNOS3 e o risco para a reestenose coronariana. Mais tarde, Shuvalova et
al. (2012) demonstraram que tanto o polimorfismo 298G/T (eNOS3) quanto o 599C/T
(glutationa peroxidase) estariam associados ao desenvolvimento da reestenose intra-
stent. Recentemente, Zeng et al. (2017) observaram que os polimorfismos T786C e
G298A do eNOS3 estavam relacionados a modulacdo da resposta a terapia de
intervencdo em pacientes implantados com stent ndo farmacolégico, e que o alelo C
do polimorfismo T786C estava relacionado a risco aumentado de reestenose intra-
stent. Outro polimorfismo da eNOS recentemente associado a doencas
cardiovasculares, especialmente infarto agudo do miocéardio e hipertenséao, foi o
G894T (Yalcin et al. 2014; Liu et al. 2014; Levinsson et al. 2014; Zholdybayeva et al.

2016).

Polimorfismos de genes responsaveis pela codificacdo de citocinas também
foram associados ao desenvolvimento de doencgas coronarianas (Phulukdaree et al.
2013). O gene IL-6, por exemplo, que esta localizado no cromossomo 7p21, codifica
uma citocina pré-inflamatéria (IL-6) que estimula a producdo de proteinas que
modulam a ades&o dos mondcitos as células endoteliais (Raman et al. 2013). Nos
ultimos anos foi demonstrado que os individuos que possuiam a variante génica IL-6-
174 rs1800795 G>C apresentavam maior risco para doengas coronarianas (Wang et
al. 2015; Buraczynska et al. 2015; Reichert et al. 2016). Segundo alguns

pesquisadores, o polimorfismo G — C na posigao -174 altera a atividade da regiao
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promotora do gene, levando ao aumento da expresséo e concentracao plasmatica da
IL-6 em portadores do alelo G (Jiménez-Sousa et al. 2017). Recentemente, foi
demonstrado que o0 aumento da expressao dessa citocina em placas reestendticas de
pacientes com doenca arterial periférica pode levar a alteracdo dos mecanismos de
apoptose, proliferacdo e migracao de fibroblastos e miofibrobastos, os quais podem

contribuir para a formacédo da neointima (Krishnan et al. 2016).

Outros genes cujos polimorfismos foram indiretamente relacionados a diversas
doencas € o CYPs, localizado no cromossomo 10g24 e que contém 9 exons (Gu et al.
2014). O citocromo P450 (CYPs) é uma familia de enzimas metabolizadoras
altamente expressas pelas células hepaticas e que estdo envolvidas na ativacao e
desativacdo de mais de 90% dos compostos quimicos, entre os quais os utilizados
como medicamentos (Lewis 2004; Ortiz de Montellano 2015). Em média, 55% do
metabolismo de farmacos em seres humanos ocorrem especialmente pela acdo de
cinco enzimas: CYP2C9, CYP2C19, CYP2E1 e CYP3A4/5 (Rowland et al. 2013; Arora
et al. 2015). A CYP2C19 é considerada uma das principais proteinas dentro da familia
do CYP450, sendo responsavel por metabolizar em torno de 10% de todas as drogas
utilizadas clinicamente, dentre as quais o clopidogrel (Zhou et al. 2009; Zanger &

Schwab 2013).

O clopidogrel € um farmaco antiplaquetario oral utilizado para inibir a ativacao
e agregacao de plaguetas na doenca arterial coronariana, doenca vascular periférica
e para prevenir o infarto do miocéardio (Abraham 2011; Remko et al. 2016). A resposta
deficiente ao medicamento pode ocorrer em cerca de 25% dos pacientes tratados,

levando a risco atél2 vezes maior para eventos isqUémicos recorrentes, como, por
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exemplo, a trombose de stent que pode causar infarto do miocéardio (Cutlip et al. 2007,
Ferguson et al. 2008; Shuldiner 2009). Embora o mecanismo que leva a variabilidade
na resposta ao clopidogrel ndo seja completamente conhecido, sabe-se que
polimorfismos génicos relacionados a absorgéo intestinal (MDR1- multdrug resistance
1) e ao metabolismo do composto (CYP450) podem estar envolvidos (Suh et al. 2006;

Simon et al. 2009).

Estudos recentes sobre o papel de polimorfismos do gene CYP2C19 nas
respostas clinicas ao tratamento com o clopidogrel demonstraram que individuos com
a variante CYP2C19*2 rs4244285 A>G apresentaram maiores chances de
desenvolver sindromes coronarianas agudas (Paré et al. 2010; Harmsze et al. 2010;
Zabalza et al. 2012; Nassar et al. 2014). Recentemente, Kulmyrzaeva et al. (2016)
observaram que os pacientes que desenvolveram trombose de stent possuiam os
genodtipos CYP3A4*1B e CYP2C19*2, que estdo relacionados a uma menor
capacidade de metabolizacdo do clopidogrel e, consequentemente, a reduzida

atividade antiplaguetéria.
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1.4.2 Expresséao génica

Estédo entre os objetivos centrais da cardiologia molecular a caracterizacdo de
mecanismos que regulam as fun¢des cardiovasculares complexas e a identificacdo de
padrdes de expressdo de genes associados a doencas. A transcricdo de genes € o
mecanismo regulatorio mais importante pelo qual um fenétipo e estado funcional de
uma célula e um tecido sao determinados. Portanto, a avaliacdo quali-quantitativa do
perfil de expressao génica é o primeiro passo na natureza dos processos biolégicos
(Zohlnhofer et al. 2001). No entanto, sdo ainda escassos estudos sobre o perfil de

expressao génica em células da neointima na reestenose intra-stent.

Realmente, devido ao dificil acesso e disponibilidade limitada de amostra
tecidual da neointima humana, a compreensao sobre sua formac¢ao no processo de
reestenose baseaia-se, principalmente, em modelos animais e em cultura de células
(Gallo et al. 1999; Feng et al. 1999). Recentemente, foi descrito que, em porcos, 0
implante de stent leva ao aumento do mRNA e da proteina HFABP (heart-type fatty
acid-binding protein) em células musculares lisas de aorta, e que esta proteina
promoveria alteracdo em diversas vias relacionadas a processo inflamatorio,
crescimento e migracao celular, como, por exemplo, as vias das adipocitocinas, TGF-

B, toll-like receptor, Wnt, Hedgehog, ErbB and Notch (Chen et al. 2016).

Em 2001, Zohinhofer et al. foram pioneiros em avaliar a expressao génica em
fragmentos de tecido humano de reestenose intra-stent, coletado por
aterectomia rotacional. Os autores detectaram 223 genes diferencialmente expressos,
especialmente aqueles que codificam a desmina, a trombospondina-1,
ciclooxigenase-1 e a proteina de ligacdo FK506 12 (FKBP12), a qual seria uma

justificativa para o uso da rapamicina em stents farmacologicos. Mais tarde, Ashley et
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al. (2006) utilizando a técnica de microarranjos de cDNA para avaliar a expressao de
22.000 genes em células coletadas da regido da reestenose intra-stent, mostraram
gue dentre os diferencialmente expressos estavam predominantemente aqueles
relacionados a proliferacdo celular e a processo inflamatorio. Em 2004, o National
Institute of Health dos Estados Unidos iniciou um grande estudo (CardioGene Study:
genomics of in-stent restenosis) com os objetivos de determinar o padréo de
expressao de genes e proteinas em células mononucleares do sangue periférico de
pacientes com reestenose intra-stent e identificar biomarcadores preditivos da doenca
e novos alvos terapéuticos (Ganesh et al. 2004). Em 2011 esse estudo foi finalizado
e foram identificados 47 genes diferencialmente expressos, relacionados a varias
funcdes, entre as gauis crescimento celular e metabolismo, como os genes NAB2 e

LAMP (Ganesh et al. 2011).

A literatura e a pratica médica confirmam que o implante do stent coronariano
€ considerado estratégia segura e amplamente aceita para tratar doencas
coronarianas. No entanto, a ainda existente taxa de reestenose intra-stent desperta
grande interesse de pesquisadores e da industria farmacéutica e da tecnologia médica
para superar tal limitacdo. Nos dltimos anos, varios estudos vém sendo direcionados
para que os stents possam atuar como plataformas para terapias génicas (gene-
eluting stents). Para isso, trés principais obstaculos requerem otimizacdo para seu uso
na pratica clinica: a definicdo das vias biologicas alvo da terapia; o tipo de vetor génico
e a superficie onde esses vetores estariam ligados para posterior liberacéo (Fishbein
et al. 2016; Lekshmi et al. 2017). Portanto, para que genes a partir da superficie de
um stent intra-arterial possam ser oportunidades terapéuticas é fundamental conhecer

0s mecanismos moleculares relacionados a reestenose.
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2. OBJETIVO

O estudo teve como objetivo identificar biomarcadores moleculares
relacionados a reestenose coronariana apos angioplastia com implante de stent,
visando contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos na hiperplasia

endotelial coronariana.

2.1 Objetivos especificos

- Investigar a relacdo entre polimorfismos dos genes MMP-2, MMP-3, MMP-9,
CYP2C19*2, eNOS3 e IL-6 e 0 risco para o desenvolvimento da reestenose
coronariana intra-stent;

- analisar o perfil de citocinas plasméticas circulantes nos pacientes coronarianos com
reestenose;

- avaliar os niveis de danos oxidativos no DNA de células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com reestenose;

- identificar o perfil de expressdo génica de células mononucleares do sangue

periférico em pacientes com reestenose.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Populagéo do estudo

Os Comités de Etica em Pesquisa do Hospital Beneficéncia Portuguesa e da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP aprovaram a realizacédo deste estudo
(ANEXO 1). Todos os participantes do estudo manifestaram concordéncia com a
participacdo voluntaria por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO II).

O estudo foi realizado com pacientes maiores de 18 anos, de ambos 0s sexos,
com diagndstico de angina estavel, instavel ou isquemia silenciosa documentada,
portadores de lesGes em artéria coronéria nativa (excluindo-se leses de tronco de
coronaria esquerda), all comers e submetidos a mesmo protocolo técnico de implante
de stent eluido ou ndo em drogas. Na avaliacdo da angiografia coronariana de
controle, em média 6 meses ap6s o implante do stent, foram selecionados 110
pacientes com reestenose angiografica (obstru¢ado = 50% da luz do vaso) e 110 sem
reestenose (obstru¢do < 50%). O grupo controle foi composto por 110 individuos que,
encaminhados para a cinecoronariografia, ndo apresentavam lesdo passivel de
angioplastia coronariana (obstrucdo arterial > 20%). Os pacientes foram recrutados
no Hospital Beneficéncia Portuguesa de Sdo Paulo — SP e no Hospital das Clinicas
de Botucatu - SP. Os dados pessoais, informacdes gerais (habito tabagista, pratica de
exercicio fisico etc) e o histérico médico foram obtidos por meio de questionario
(ANEXO IlIl) e do prontuario dos pacientes. Os pacientes foram considerados
tabagistas, quando fumaram 100 ou mais cigarros durante a vida e continuavam

fumando; ex-tabagistas, quando fumaram pelo menos 100 cigarros durante a vida,
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mas haviam deixado o habito ha um ano e nao tabagistas, que nunca fumaram ou
fumaram menos de 100 cigarros durante toda a vida (OPAS apud INCA 2001). Foram
considerados sedentarios os pacientes ndo praticavam nenhum tipo de esporte ou
exercicio e ativos aqueles com atividades fisicas de 1 a 5 vezes por semana (IPAQ

2005). A maioria dos pacientes recrutados fazia uso de medicamentos (Tabela 1).

Tabela 1- Medicamentos utilizados pelos pacientes

Medicamentos Grupo Controle Sem reestenose Com reestenose
Antihipertensivos 89 85 80
Antiplaquetarios 19 85 36
Antilip€émicos 63 72 57
Vasodilatadores 32 48 52
Antidiabéticos 10 29 12
Antiarritmicos 2 2 2
Antidepressivos 10 15 18
Antitireoideanos 11 1 2

3.2 Coleta de sangue

No momento da cinecoronariografia, de cada paciente foram coletados ~15 mL de
sangue periférico, em tubos do tipo Vacutainer® com anticoagulante acido etileno
diamino tetra acético (EDTA). O isolamento das células mononucleares (linfécitos e
monacitos) foi realizado dentro do periodo de 4 horas. O sangue total e o plasma

foram aliguotados e armazenados a - 80°C.
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3.3 Isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

O isolamento das células mononucleares (linfécitos e mondcitos) do sangue
periférico foi realizado utilizando-se Ficoll-Paque® (Amersham Biosciences). Para
isso, 3 mL de sangue total foram adicionados em um tubo tipo falcon contendo 3 mL
de Ficoll e, em seguida, centrifugados a 2500 rpm, 10°C, por 30 minutos. A camada
leucocitaria formada foi removida, homogeneizada em 3 mL de meio RPMI 1640 e
novamente centrifugada a 1500 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o sedimento contendo as células mononucleares ressuspendido em meio
RPMI e, em seguida, aliquotado. Uma das aliquotas (200 pl) foi destinada ao teste do
cometa; outra (500ul) para a extracdo de RNA e a terceira (50 ul) utilizada para a
analise por citometria de fluxo, para a confirmacdo da presenca de linfocitos,

monacitos e granuldcitos (Figuras 13 e 14).

3.4 Extracdo de RNA de células mononucleares do sangue periférico

Apés o isolamento de células mononucleares, aproximadamente 500 uL foram
ressuspendidos em 1mL de QIAzol Lysis Reagent e centrifugado a 4°C, por 10
minutos a 12.000 g. Posteriormente, o material foi Incubado a 30°C por 5 minutos. Em
seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio e as amostras vigorosamente
homogeneizadas e incubadas a temperatura ambiente a 30°C por 3 minutos. Na
sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 4°C, por 10 minutos a 12.000 g, o
sobrenadante transferido para tubo de 1,5 mL, e foram adicionados 500 pL de

isopropanolol. As amostras foram entéo vigorosamente homogeneizadas, incubadas
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Figura 13. Subpopula¢des de células mononucleares identificadas por citometria de

fluxo: (A) debris, hemacias e plaguetas; (B) linfocitos; (C) mondcitos e (D) granulécitos

(neutrdfilos, eosinodfilos e basofilos)

a temperatura ambiente a 30°C por 10 min e posteriormente centrifugadas a
12.000 g, a 4°C, por 10 minutos. Apds a remocédo do sobrenadante, o sedimento
foi lavado com 500 pL de alcool etilico 75% e centrifugado a 7.500g, a 4°C, por 5
cinco minutos. A amostra foi diluida em 30 uL de agua livre de RNase, a
concentracdo e pureza verificadas por espectrofotometria (Nanodrop, Thermo
Scientifc) e a integridade em Bioanalyser (Agilent Tecnologies), de acordo com

protocolo do fabricante. Todas as amostras apresentaram RIN (RNA integrity

number) acima de 7.
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Figura 14. Subpopula¢des de células mononucleares identificadas por citometria de

fluxo: (A) 44,62% de linfocitos, (B) 26,36% de mondcitos e (C) 28,69 de granuldcitos

marcados com os anticorpos CD3,4,8 e 45.

3.5 Teste do cometa

Para a avaliacdo de danos primarios no DNA foi utilizado o teste do cometa,
de acordo com metodologia descrita por (Gontijo & Tice 2003). Como
recomendado, as amostras celulares apresentaram taxa de viabilidade acima de
80%. Aliquotas de 60 ul de células mononucleares (linfécitos e monécitos) foram
misturadas a 100yl de agarose de baixo ponto de fusdo a 0,5% (37°C). A
suspensao resultante foi colocada sobre uma Ilamina de microscopio previamente
recoberta com uma camada de agarose de ponto de fusdo normal a 1,5%. Em
seguida, a lamina foi deixada a temperatura de 4°C, por 10 minutos, para
solidificacdo da agarose e, entédo, imersa em solucao de lise (2,5M de NacCl, 100

mM de EDTA, 10 mM de TrisHCI, 1% de N-lauroil sarcosinato, 1% de Triton X-100



e 10% de DMSO), na qual permaneceu por aproximadamente 48 horas. Para a
avaliacao de danos oxidativos no DNA, a lamina foi colocada em solucdo de PBS
por 5 minutos e posteriormente em solugcéo tampéao (40 mM Hepes, 100 mM KClI,
0,2 mg/ml BSA, and 0,5 mM EDTA com pH 8) por 5 minutos. As laminas foram
incubadas em camara umida, a 37°C por 30 minutos, com 50 ul da enzima
formamidopirimidina-DNA glicosilase (FPG) ou 50 pl endonuclease 1l (endo llI)
(1:1000), as quais reconhecem, respectivamente, purinas e pirimidinas oxidadas.
ApoOs esse periodo, as laminas permaneceram por 5 minutos a 4°C. Em seguida,
foram colocadas em uma cuba horizontal de eletroforese, onde permaneceram
em tampao alcalino (NaOH 10 N, 200 EDTA 200 mM, pH > 13) por 20 minutos, a
4° C. A eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA por 20 minutos.
Posteriormente, as laminas foram transferidas para cubas contendo solucdo de
neutralizacéo (0,4 M de Tris-HCL, pH 7,5), onde permaneceram por 15 minutos.
ApoOs esse periodo, foram fixadas com etanol absoluto. No momento da analise,
as laminas foram coradas com Sybr gold (1:10.000; Invitrogen; Grand Island, NY,
USA) e examinadas em aumento de 400x, em microscopio de fluorescéncia
acoplado a sistema de andlise de imagem (Comet Assay IV — Perceptive

Instyruments, UK).

3.6 Extracdo de DNA e genotipagem

28

A extracdo do DNA de células de sangue total foi realizada utilizando-se o kit

llustra Blood GenomicPrep Mini Spin (GE), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Para avaliagdo da qualidade do DNA foi utilizado gel de agarose 2% e os DNAs

extraidos mantidos a - 80°C para posterior genotipagem.
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3.6.1 Analise dos polimorfismos MMP-2 (-1575), MMP-9 (Arg 279 GIn),
CYP2C19*2 (G681A), eNOS (G894T) e IL-6 (-174 G>C) pelo ensaio Tagman

As genotipagens foram realizadas por PCR em tempo real utilizando-se o ensaio
de Tagman® (Applied Biosystems), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A
reacdo foi composta de 1,75 pl de 4gua estéril, 5 pl de master mix, 0,25 ul da sonda
(TagMan assay) e 3 ul de DNA (5 ng), com volume final de 10 pl. As condi¢cbes de
ciclagem foram: 60°C por 1 minuto, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 15 segundos
a 95°C e 60°C por 1 minuto. A Tabela 2 apresenta as regides polimoérficas dos genes
de interesse, bem como o0 ensaio para a deteccdo dos SNPs (single nucleotide

polymorphism).

3.6.2 Analise dos polimorfismos MMP-3 (-1612 5A/6A) e MMP-9 (-1562 C>T) pela
técnica PCR - RFLP - (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length
Polymorphism)

O DNA extraido foi amplificado utilizando-se a técnica de PCR convencional
para os genes MMP-3 (-1612 5A/6A) rs 35068180 e MMP-9 (-1562 C>T) rs3918242.
Para o gene MMP-3 (-1612 5A/6A) rs 35068180 foram utilizadas as seguintes
condi¢cBes experimentais: 1X solucdo tampéao, 0,2 mM dNTP, 2,5 mM de MgClz, 0,2
MM de cada primer 1,25 U Platinum Tag DNA Polimerase (Applied Biosystems) e 100
ng de DNA, com a condicdo de ciclagem de 95°C por 5 minutos (desnaturagéo do
DNA), 30 ciclos de 30 segundos a 94°C (desnaturagao), 62°C por 30 segundos
(anneling), 72°C por 1 minuto (extensdo da molécula), seguida de outra etapa de

extensdo a 72°C por 10 minutos. Para o gene MMP-9 (-1562 C>T) rs3918242 as
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condi¢cBes experimentais foram: 1X solucdo tampéo (Applied Biosystems), 0,2 mM
Tabela 2 — Ensaio Tagman aplicado nas genotipagens de MMP-2 (-1575), MMP-9
(Arg 279 GIn), CYP2C19*2 (G681A), eNOS (G894T) e IL-6 (-174 G>C)

Genes rs Assay ID
MMP-2 (-1575) 243866 C_ 3225942 10
MMP-9 (Arg 279 GIn) 17576 C_ 11655953 10
CYP2C19*2(G681A) 4244285 C_ 25986767_70
NOS3 (Glu298Asp) 1799983 C_ 3219460 20
IL-6 (-174 G>C) 1800795 C__1839697_20

Regibes polimdrficas

MMP-2 (-1575)
AGCTGTGATGATCAAGACATAATC[A/G]TGACCTCCAATGCCCCCCACAAGT

MMP-9(Arg 279 GIn)
CTCCTCGCCCCAGGACTCTACACCCIA/G]GGACGGCAATGCTGATGGGAAAC

CYP2C19*2(G681A)
TTCCCACTATCATTGATTATTTCCCI[A/G]IGGAACCCATAACAAATTACTTAAAA

NOS3 (Glu298Asp)
CCCTGCTGCTGCAGGCCCCAGATGA[G/T]CCCCCAGAACTCTTCCTTCTGCCC

IL-6 (-174 G>C)
ACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGC[C/G]JATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA

dNTP, 2,0 mM de MgClz, 0,2 uM de cada primer (IDT), 1,25 U Platinum Tag DNA
Polimerase (Applied Biosystems) e 100 ng de DNA, em um volume total da reacéo de
50 pl. As condic¢oes de ciclagem foram 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 15 segundos
a 94°C, 62°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, com uma etapa final de
extensdo de 72°C por 10 minutos. Em todas as reacgdes foi utilizado controle negativo
(mix de reagentes sem DNA) para verificacdo da amplificacdo. A Tabela 3 apresenta

as sequéncias dos primers utilizados.
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Tabela 3. Sequéncia de primers utilizados para amplificacdo dos genes MMP-3
(-1612 5A/ 6A) e MMP-9 (-1562 C>T)

Primers Sequéncia (5"2>3")

MMP-3 (F) GGT TCT CCATTC CTT TGA TGG GGG GA AgA
MMP-3 (R) CTT CCT GGA ATT CAC ATC ACT GCC ACC ACT

MMP-9 (F) GCC TGG CAC ATA GTAGGC CC
MMP-9(R) CTT CCT AGC CAGCCG GCATC

Regido Promotora Referéncia
MMP-3 (F
(F) -1871 - 1851 Gnasso et al. (2000)
MMP-3 (R)
MMP-9 (F
) -1339 -1319 Gnasso et al. (2000)
MMP-9 (R)

3.6.3 Revelacado do produto amplificado por eletroforese em gel de agarose

A revelacéo do produto amplificado foi realizada em gel de agarose 2% corado
com 1L de brometo de etidio. A eletroforese foi realizada a 100V, 4mA por 30 minutos
em tampéao TBE (Tris-Borato 45mM/EDTA 1mM). A visualizacao foi realizada sob luz
ultra-violeta (UV), e foram consideradas PCR positivas as amostras que exibiram uma
banda de 130pb para o gene MMP-3 e de 435 pb para o gene MMP-9 como marcador

(Figura 15).

1234567891011121314151617181920  1234567891011121314151617181920

Figura 15 — Gel de eletroforese para os genes (A) MMP-3 (5A/6A) 130 pb e (B) MMP-
9 (-1562) 435 pb. No poco n° 1 foi colocado o marcador de peso molecular de 1kb

(Applied Biosystems).
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3.6.4 Aplicacado da enzima de restricdo (RFLP)

Dos 50uL de DNA amplificados de ambos os genes, 10 pL foram utilizados na
RFLP. Para o gene MMP-3 (-1612 5A/6A) rs 35068180, a enzima utilizada foi a
Tth111l (Psyl) (Thermo Scientific - FastDigest), e para o MMP-9 (-1562 C>T)
rs3918242, a Sph | (Pael), de acordo com o protocolo do fabricante. A Tabela 4

apresenta os sitios de reconhecimento das enzimas.

Tabela 4. Sitios de reconhecimento das enzimas Tth111l (Psyl) e Sphl (Pael)

Enzima de restricao Sitio de reconhecimento

Tth111l (Psyl) 5.GACN|NNGTC..3
3..CTGNNINCAG..5

Sphl (Pael) 5.GCATG|C.3
3..CI1GTACG..5

3.6.5 Andlise do produto da PCR-RFLP para os genes MMP-3 (-1612 5A/6A) e
MMP-9 (-1562 C>T)

Os produtos da PCR-RFLP para os genes MMP-3 (-1612 5A/6A) rs 35068180 e
MMP-9 (-1562 C>T) rs3918242 foram aplicados em gel de agarose 4%, e as bandas
visualizadas sob luz ultravioleta (UV). Os polimorfismos foram interpretados de acordo

com os padrdes de bandas mostrados na Tabela 5.



Tabela 5 - Padronizacao das bandas genotipicas de MMP-3 (-1612 5A/6A) e

MMP-9 (-1562 C>T)
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Genotipos Bandas correspondentes
MMP-3 6A/6A 130 pb
5A/5A 97 pb
(rs35068180)
5A/6A 130 e 97 pb
C/C 435 pb
MMP-9 TIT 247 e 188 pb
CIT 435, 247 e 188 pb
(rs3918242)

3.7 Extracdo do RNA de células mononucleares do sangue periférico

Para a analise da expressao génica em linfocitos e mondcitos (PBMC) isolados

conforme descrito no item 4.6 foi inicialmente realizada a extracdo do RNA pelo

método de separacdo por fases por Qiazol. A qualidade do RNA foi avaliada por

espectrometria (Nano Drop): na razdo 260/280, a varia¢éo foi entre 255 a 596 ng/pl;

para a razao 260/280, entre 1,98 a 2,08 e na razdo 230/260 variou entre 1,92 a 2,06.

A integridade das amostras foi analisada em Bioanalyser (Agilent) e aquelas com

valores de RIN (RNA Integrity Number) iguais ou acima de 7 foram consideradas

ideais para a andlise de expressédo génica pela técnica de microarranjos.
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3.8 Expressdo génica pela técnica de microarranjos (microarray)

A andlise de expressdo génica em larga escala (microarrays) foi realizada com
amostras de 15 individuos de cada um dos trés grupos de estudo (Grupo controle, sem
reestenose e com reestenose). Para isso, foram utilizadas laminas de vidro SurePrint G3
Human (GE 8x60K Microarray kit) comercializadas pela Agilent Technologies.
Resumidamente, as amostras de RNA foram amplificadas e marcadas com cianina
(Cy3), com o 1-Color Low Input Linear Amplification kit (Agilent). O cRNA marcado foi
purificado utilizando-se o kit RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen) e, posteriormente,
eluido em agua RNAse-free; sendo, entdo, quantificado. As etapas de fragmentacéo do
cRNA e hibridacdo (em camara de hibridacdo SureHyb por 17 horas a 65°C) das
amostras nas laminas foram realizadas com o Gene Expression Hybridization Kkit.
Posteriormente, as laminas foram lavadas com solucdes especificas, contendo Triton-X
em acetonitrila. Todas as etapas foram realizadas de acordo com as especificacdes do
fabricante. A leitura das laminas foi realizada no SureScan Microarray Scanner (Agilent

Technologies).

3.8.1 Analise de enriguecimento funcional e construcao de redes

Os mRNAs diferencialmente expressos em cada uma das comparacfes foram
separadamente submetidos as ferramentas de anotacdo funcional fornecidas pelo
Database for Annotation,Visualization, and Integrated Discovery (DAVID), versao 6.8.
(Dennis et al. 2003). Para a analise de enriquecimento, as listas foram comparadas
com 0s seguintes termos bioldgicos: function categories (COG ONTOLOGY, SP PIR
KEYWORDS, UP SEQ FEATURE), Gene Ontology terms (GOTERM BP FAT,

GOTERM CC FAT,GOTERM MF FAT), pathways (BBID, BIOCARTA, KEGG



35

PATHWAY) e protein domains (INTERPRO, PIR SUPERFAMILY, SMART). Vias
redundantes foram removidas utilizando o REVIGO (Supek et al. 2011). As
comparacoes foram consideradas significativas quando geraram pelo menos trés
genes para cada termo biologico, apresentando o score dEASE com corre¢cdo de
Benjamini-Hochberg ajustada para < 0,05. As redes de ontologia e génica foram
contruidas utilizando-se o Cytoscape (Shannon et al. 2003) e Ingenuity Pathway

Analysis-IPA (Kramer et al. 2014).

3.9 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo - CBA

O kit CBA (BD) (cytometric beads array) - Human Inflammatory Cytokines (Cat.
551811, Becton Dickinson BD), foi utilizado para a quantificagdo das citocinas proé-
inflamatérias IL-6 e IL-8 e anti-inflamatérias IL-B, IL-10, IL-12 e TNF-a no plasma de
133 pacientes, sendo 42 do grupo controle, 45 do grupo com stent e sem reestenose
e 46 com stent e com reestenose. Seis diferentes beads com diferentes intensidades
de fluorescéncia foram conjugadas a um anticorpo de captura especifico para cada
citocina formando o CBA, e lidos em citbmetro (FACSCalibur, Becton Dickinson and
Company, USA). As beads foram identificadas conforme suas respectivas
intensidades de fluorescéncia. No CBA, as beads de captura das citocinas foram
misturadas com o anticorpo de deteccao conjugado com o fluorocromo PE, em
seguida incubadas com as amostras para formar o ensaio tipo “sanduiche". Os tubos
para aquisicao foram preparados com 50 pL da amostra, 50 pL do conjugado de beads
e 50 yL do reagente de deteccdo, sendo usado o0 mesmo procedimento para

reconstituir a curva padrdo. Apds este passo, os tubos foram homogeneizados e
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incubados sem a presenca de luz, em temperatura ambiente, por trés horas. O

software CellQuest (BD) foi utilizado para gerar os resultados expressos em pg/mL.

3.10 Anélise estatistica

Para os dados do teste do cometa foi inicialmente realizada analise seguindo o
modelo linear generalizado, utilizando a distribuicio gama para se obter a
normalizacdo necesséria. Para isso, foi utilizado o GENMOD do programa SAS for
Windows v.9.2. O Test t de Student e Anova seguido de Tukey foram utilizados para
avaliacdo dos dados demograficos e para as variaveis bioquimicas e hemodinamicas.
O teste do Qui-quadrado e o teste exato de Fisher foram utilizados para comparacgéo
das proporcdes génicas pelo software Prism V.5. O teste de Qui-quadrado foi também
utilizado para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg e para comparacdo das
frequéncias genotipicas entre os grupos. Para significancia estatistica foi adotado p <
0,05.

Para as analises de bioinformética, a quantificacdo dos dados e controle de
gualidade foram realizadas com o Feature Extraction (FE) software versdo 15.5
(Agilent Technologies, Inc. Life Sciences and Chemical Analysis Group, Santa Clara,
CA, USA) e os dados de expressao carregados em R-environment (http://www.r-
project.org) v.3.0.0. Para aplicagdo do pré-processamento/normalizacdo foi usado o
pacote Agilp seguindo o tutorial da Agilent, com 0s seguintes passos: execucao da
funcdo AAProcess; execucédo da funcdo Baseline com log base 2 e execugédo do
AALoess. O ajuste de fundo foi realizado subtraindo os valores medianos de fundo a
partir dos valores medianos de expressao. Os dados transformados por log2 e em

seguida normalizados utilizando a funcéao quantil do pacote aroma.light (Bolstad et al.
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2003). Os genes diferencialmente expressos foram identificados utilizando-se o teste-
F com correcdo Benjamini-Hochberg com a intencdo de comparacao entre todos 0s
grupos. O pacote Multtest (Pollard et al. 2004) foi utilizado para realizar estas analises
estatisticas. Foram considerados os valores inferiores a 0,05, incluindo a correcao
Benjamini-Hochberg. Foi realizado um teste t simples para obter os genes
diferencialmente expressos, pois o de Bonferroni ndo resultou em qualquer gene

diferencialmente expresso.
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4. RESULTADOS

A Tabela 6 apresenta as caracteristicas da populacdo estudada. Foram
avaliados 330 pacientes distribuidos uniformemente entre os grupos controle, com
stent e sem reestenose (obstrugdo < 50%) e com stent e reestenose (obstrugcéo =
50%), sendo 202 do género masculino (61%), com média de idade de 63,3 + 10,2
anos, e 128 do feminino (39%), com a média de idade 42,67 + 12,5 anos. Nao foram
observadas diferencas significativas em relacéo a idade e peso dos pacientes e foi
confirmada a prevaléncia de doenca coronariana no género masculino (p<0,05). Nao
foi detectada relacdo entre habito de fumar e sedentarismo e a presenca de
reestenose.

As variaveis bioquimicas (colesterol total, triglicérides, acido urico, glicemia e
TSH) e hemodinamicas (pressédo arterial) estdo apresentadas na Tabela 7. Os
resultados mostraram prevaléncia de niveis aumentados de colesterol (= 240 mg/dl) e
triglicerideos (200 — 499 mg/dL) nos grupos com obstrucdo arterial (com e sem
reestenose). Destaca-se, no entanto, que o0s pacientes do grupo controle,
apresentaram triglicerideos nos niveis limitrofes (150 — 199 mg/dL). A proporcéo de
pacientes com glicemia normal (< 100 mg/dL) e alterada (= 126 mg/dL) ndo diferiu
significativamente nos grupos com obstrucéo arterial. No entanto, no grupo controle a
propor¢cdo de pacientes com valores de glicemia dentro da normalidade foi
significativamente maior que aqueles com glicemia alterada (=126 mg/dL) (p<0,05).
Os dados sobre pressdo arterial ndo indicaram diferencas entre os grupos na
proporcdo de individuos com valores de pressdo arterial limitrofes, bem como na

proporcédo de individuos com hipertenséo grau 1. Entretanto, dentro de cada um dos
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grupos observou-se maior proporcdo de pacientes com hipertensao grau 1 (pressao

sistélica 140-159 mm HG/ diastdlica 90-99 mmHg).

Tabela 6 - Caracteristicas da populagéo estudada

Grupos
Variaveis Controle Sem reestenose Com reestenose
n=110 n=110 n=110
(%) (%) (%)
Masculino 50 (46,4) 2 73 (66,4) PA 79 (71,8) PA
Género o
Feminino 60 (53,6) 37 (33,6) PB 31 (28,2) PB
dade Masculino 60,5+10,26 ® 5893+130 61,30 +13,43 3
(anos) Feminino 621+928%”  564+105% 61,37 +13,67%
Nao fumantes 47 (42,7) @A 42 (38,2) A 32(29,1) *
Tabagismo Fumantes 21 (19,1) 8 22 (20,0) =8 33 (30,0) A
Ex-fumantes 42 (38,2) 2 40 (36,4) 2 39 (35,5) *A
aA abA bA
: 33 (30,0 45 (43,0 53 (49,0
Atividade  AtVO (30.0) (43.0) (49.0)
Fisica Sedentario 77 (70,0) aB 59 (57,0) bA 55 (51,0) bA

Dados expressos em média e desvio padrdo. Letras minusculas:

comparagdo entre

grupos (linha); letras mailsculas: comparag¢do dentro do mesmo grupo (coluna); letras

diferentes: diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Com relacdo as citocinas, apenas as pro-inflamatorias IL-6 e IL-8 foram detectas

no plasma sanguineo, porém em numero reduzido de pacientes (IL-6: 2/42 do grupo

controle; 8/45 do sem reestenose e 3/46 do com reestenose; IL- 8: 0/42 do grupo

controle; 3/45 do sem reestenose e 2/46 do com reestenose) (Figura 16). Devido ao

pegueno numero de individuos com valores detectaveis de citocinas, néo foi possivel

realizar analise estatistica.
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Figura 16. Concentracao de citocinas plasmaticas (média £ DP)

As Tabelas 8 e 9 apresentam as distribuicbes alélicas e genotipicas dos
polimorfismos dos genes MMP-2, MMP-3, MMP-9, CYP2C19*2, eNOS e IL-6 na
populacdo estudada. Apenas para a frequéncia alélica da variante MMP-9
(Arg279GIn) foi observa diferenca significativa entre os grupos, ou seja, o alelo G
ocorreu com maior frequéncia no grupo com stent sem reestenose. Neste mesmo
grupo foi também observada menor frequéncia do genétipo AA. No entanto, quando
0s gendtipos com o alelo G (AG + GG) foram agrupados, ficou evidente propor¢céo
significativamente maior nos pacientes sem reestenose intra-stent (p < 0,05) (Tabela
8).

A fim de avaliar possivel relagéo entre os diferentes polimorfismos génicos e a
presenca de obstrucdo coronaria mais extensa, os pacientes com implante de stent
(com e sem reestenose) foram agrupados e as frequéncias alélicas e genotipicas
comparadas as do grupo controle. Neste caso, observou-se que as frequéncias do

alelo G e do gendtipo GG do polimorfismo MMP-9 (Arg279GIn) foram
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significativamente maiores no grupo com stent (com e sem reestenose) (p < 0,01).
Para o polimorfismo MMP-9 (-1562) o gendtipo CC (p < 0,05) ocorreu com maior
frequéncia no grupo de pacientes com doenca coronariana (CR + SR) (Tabela 9).

A partir da populacdo total do estudo (n = 330) foram aleatoriamente
selecionados 90 pacientes (30 do grupo controle, 30 com stent e sem reestenose e
30 com stent e com reestenose) para avaliacao dos niveis de danos no DNA (teste do
cometa). As Tabelas 10 e 11 apresentam, respectivamente, as caracteristicas dessa
subpopulacao e os niveis de danos no DNA (tail intensity) de células mononucleares
do sangue periférico. Os pacientes com reestenose intra-stent apresentaram niveis de
danos primarios (quebras de fitas simples e duplas e sitios alcali-labeis) (p<0,0001) e
oxidativos (em bases puricas) no DNA (p<0,05) significativamente mais altos que os

pacientes dos grupos controle e sem reestenose.
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Tabela 7. Distribuicdo da populagéo de acordo com os valores de referéncia de exames clinicos e bioquimicos

' _ Grupo controle Sem reestenose Com reestenose
Variaveis Valores de n =110 (%) n =110 (%) n =110 (%)
Referénciat

< 200 (desejavel) - - -
Cole(?;er/(éll_')l'otal 200 - 230 (limitrofe) 55 (50) 2 35 (32) bA 44 (40) A

9 > 240 (alto) 55 (50) A 75 (68) B 66 (60) B

< 150(desejavel) - - -
Triglicérides 150 - 199 (limitrofe) 81 (74) @ 52 (49) A 62 (56) PA
(gm /dL) 200 — 499 (alto) 29 (26) 28 58 (51) A 48 (44) bA

9 > 500 (muito alto) : : :
Acido Urico Normal < 5.5 96 (87) *A 96 (87) 94 (85) &
(mg/dL) Alto >5,5 14 (13) aB 14 (13) aB 16 (15) aB
Glicemia Normal < 100 73 (66) 2 55 (50) @ 64 (58) 2

(mg/dL) Pré-diabética 100 - < 126 - - :
Diabetess = 126 37 (33) 28 55 (50) 2 46 (42) A
Pressao arterial 130 — 139/85-89 (limitrofe) 26 (24) a4 24 (22) A 27 (25) @A
140-159/90-99 (grau 1) 84 (76) 28 86 (78) a8 83 (75) 8

Sistolica/Diastélica

(mMmHg) 160-179/100-109 (grau 2)

> 180/z 110 (grau 3)
= 140/< 90 (grau4)

! Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2013. Dados expressos em média e desvio padréo. Letras minlsculas: comparacéo entre grupos
(linha); letras maidsculas: comparacédo dentro do mesmo grupo (coluna). Letras diferentes: diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).
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Genes Controle Sem Reestenose Com Reestenose
n (%) n (%) n (%)
AA 10 (9,1) 2 13 (11,8) @ 14 (12,7) @
l(\/li\ilsl;52) AG 30 (27,3) @ 34 (30,9) & 32(29,1)°
- GG a
70 (63,7) 63 (57,3) @ 64 (58,2) @
rs243866 : :
A 0,232 0,27 @ 0,272
G 0,772 0,732 0,732
5A/5A 20 (18,2) 2 17 (15,5) @ 20 (18,2) 2
MMP-3 SA/6A 42 (38,2) 2 40 (36,4) 2 46 (41,8) 2
(-1612) 6A/6A 48 (43,6) @ 53 (48,2) @ 45 (41,0) @
rs35068180 )
5A 0,372 0,342 0,40
6A 0,632 0,66 @ 0,60 @
AA 47 (42,7) @ 38 (34,5) @ 47 (42,7) @
MMP-9 AG 48 (43,6) 2 43(39,1) @ 36 (32,7) 2
(Arg 279 GIn) GG 15 (13,6) 2 29 (26,4) 2 27 (24,5) @
rs17576 A 0,65 @ 0,54 b 0,59 ab
G 0,352 0,46 P 0,41 @
cc 94 (85,5) 2 81 (73,6) 2 88 (80,0) 2
MMP-9 cT 16 (14,5) @ 29 (26,4) * 22 (20,0) @
(?-)3523) , TT 00 (00,0) 00 (00,0) 00 (00,0) @
rs391824
C 0,932 0,872 0,902
T 0,072 0,132 0,102
GG 82 (74,6) @ 75 (68,2) 2 82 (74,6) 2
GA 26 (23,6) @ 26 (23,6) @ 25 (22,7) @
CYP2C19*2 AA 2(1,8)2 9(8,2)2 3(27)°*
(G681A)
rs4244285 G 0,86 2@ 0,802 0,86 @
A 0,142 0,20 @ 0,142
GG 51 (46,4) @ 58 (52,7) @ 45 (40,9) @
GT 41 (37,3) 2 38 (34,6) @ 51 (46,4) @
eNg§3é§988934T) T 18 (16,4) @ 14 (12,7) @ 14 (12,7) 2
G 0,65 2 0,702 0,65 2
T 0,352 0,302 0,352
IL-6 GG 59 (53,7) @ 57 (51,8) @ 48 (43,7) @
1;4 GC 36 (32,7) 2 38 (34,6) @ A7 (42,7) @
rsi-S 0 07)95 cC 15 (13,6) 2 15 (13,6) @ 15 (13,6) @
G 0,702 0,702 0,652
C 0,302 0,302 0,352

n = 110 pacientes / grupo

(p<0,05).

. Letras diferentes

. diferencas significativas entre 0s grupos



Tabela 9. Frequéncias genotipicas e alélicas nos grupos de pacientes do estudo

GENES GRUPO PACIENTES
(Po|im0rfismo) CONTROLE COM STENT*
n (%) n (%)
MMP-2 (-1575)
GG 70 (63,6) a 127 (57,7) a
GA 30(27,3) a 66 (30,0) a
AA 10(9,1) a 27 (12,3) a
G 0,64 a 0,73 a
A 0,36 a 0,27a
MMP-3 (-1612)
6A/6A 48 (43,6) a 96 (43,6) a
6A/5A 42 (38,2) a 85 (38,7) a
5A/5A 20 (18,2) a 39(17,7) a
6A 0,63 a 0,63 a
5A 0,37 a 0,37 a
MMP-9 (Arg279Gin)
AA 47 (42,7) a 76 (34,5) a
AG 48 (43,6) a 79(359) a
GG 15 (13,6) a 65(29,5) b
A 0,65 a 0,53 a
G 0,35 a 0,47 b
MMP-9 (-1562)
cC 95 (86,3) a 169 (84,5) b
CT 15 (13,6) a 51 (23,2) a
TT - -
C 0,86 a 0,88a
T 0,13 a 0,12 a
CYP2C19*2(G681A)
GG 82 (74,5) a 157 (71,4) a
GA 25 (22,7) a 51 (23,2) a
AA 3(2,72) a 12 (5,4) a
G 0,85 a 0,83 a
A 0,15a 0,17 a
eNOS3 (G894T)
GG 51 (46,4) a 103 (46,8) a
GT 41 (37,3) a 117 (53,2) a
TT 18 (8,2) a 27 (12,3) a
G 0,65 a 0,67 a
T 0,35a 0,33 a
IL-6 (-174) G>C
GG 59 (53,6) a 105 (47,7) aA
GC 57 (51,8) a 85 (38,6) aA
cc 48 (43,6) a 62 (28,2) aA
G 0,70 a 0,67 a
C 0,30 a 0,33a

Letras minUsculas:

diferencas significativas (p<0,05); * inclui pacientes com e sem reestenose (n =

220).

comparagdo entre grupos (linha).

Letras diferentes:

46
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Tabela 10. Caracteristicas da populacdo selecionada para a avaliacéo de lesdes no

DNA
Grupos
Variaveis Controle Sem reestenose Com reestenose
n=30 n=30 n = 30 (%)
(%) (%)
Masculino 22 (73,33) aA 11 (36,66) bB 18 (60) aA
Sexo Feminino 08(2667)aB 19 (63,34) bB 12 (40) aB
dade Masculino 63,63+ 7.16aA 64,67 + 7,93aA 6144 + 8.67aA
(anos) Feminino 64,75+ 12,04aA 58,5 + 7,38aA 59,66 + 10,08aA
Tabagista 05 (17) aA 08 (27) aA 05 (17) aA
Tabagismo N&o tabagista 10 (33) aA 09 (30) aA 09 (30) aA
Ex-tabagista 15 (50) aA 13 (43) aA 16 (53) aA
N Sedentario 20 (67) aA 20 (67) aA 22 (73) aA
Atividade
Fisica AtiVo 10 (33) aA 10 (33) aA 08 (27) aA

Dados expressos em média e desvio padrdo. Letras minusculas: comparacdo entre

grupos (linha); letras mailsculas: comparacao dentro do mesmo grupo. Letras

diferentes: diferencas significativas (p<0,05).



48

Tabela 11. Niveis de danos no DNA (tail intensity) de células tectados pelo teste
do cometa

Grupo Quebra no DNA Purinas Pirimidinas
oxidadas oxidadas
(fr? ”:tgool)e 69,96 + 20,16  62,75+2353 62,97 + 22,40
Sem reestenose  go o5 4 92 81 62,31 +26,87 5554 + 24,86
(n =30)
Com reestenose
(n = 30) 77,39 £16,28** 66,96 + 24,53%  64.89+20,23

Dados expressos em média + desvio padréao; *p<0,05, ** p<0,001 (comparacdo

entre 0s grupos).

Os padrdes de expressdo génica em células mononucleares de sangue
periférico, obtidos pela técnica de microarrays estdo apresentados nas Figuras 17,
20 e 22 (ANEXO 1V — Lista completa dos transcritos). Nos pacientes com stent sem
reestenose, 493 transcritos (incluindo genes e RNAs longos nao codificadores)
apresentaram-se diferencialmente expressos (400 hiperexpressos e 93
hipoexpressos) em relacdo a agueles sem stent (grupo controle; Figura 17). Dentre
os transcritos hiper e hipoexpressos, 306 e 80, respectivamente, apresentam
fungdes ja conhecidas. A ontologia genética mostrou que dentre os hiperexpressos
estdo genes relacionados ao desenvolvimento embrionario da placenta,
desenvolvimento de células do nodo auriculoventricular, silenciamento génico por
RNA, regulacao positiva da expressao génica (epigenética), organizacao telomérica,
organizacdo da estrutura de actina/miosina, transcricdo, regulacdo positiva da
vasoconstricao, regulacéo positiva da transcricdo do promotor da RNA polimerase Il,
regulacdo da proliferacdo de células T, regulacdo negativa da expressao génica

(epigenética), entre outros. Dentre os hipoexpressos, estdo genes associados ao
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crescimento de organismos multicelulares, secrecao de interferon gama, regulacéo
da transcricdo do promotor da RNA polimerase Il e agregacédo plaquetaria. (Tabela

12; Figura 18).

i
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Figura 17. Agrupamentos hierarquicos obtidos pela analise de expresséo génica em
células monoclucleares do sangue periférico de pacientes do grupo controle (C) e do
grupo com stent e sem reestenose (SR). Os numeros representam os cédigos dos
pacientes no estudo; vermelho indica hiperexpressao do gene; hipoexpressao; preto,

auséncia de modulacao génica; cinza, sem informacéo.
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Figura 18. Redes de ontologia genética obtidas a partir dos genes hiper (A) e
hipoexpressos (B) em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com

stent coronariano sem reestenose em relacdo a pacientes sem implante de stent

(grupo controle).
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Tabela 12. Processos biologicos associados a genes diferencialmente expressos em células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com stent coronariano sem reestenose em

relacdo a pacientes sem implante de stent (grupo controle)

PROCESSOS BIOLOGICOS

GENES

Desenvolvimento embrionario da placenta

Desenvolvimento de células do nodo
auriculoventricular

Silenciamento de genes por RNA

Regulacdo  positiva da  expressdo  génica

(epigenética)

Padrao de formacéo proximal / distal
Organizacao telomérica

Organizacéo da estrutura de actina/miosina

Regulacgéo positiva da rolagem de leucécitos

Transcricao

Organizacao de nucleossomos dependente da
replicacdo de DNA

Regulagéo positiva da vasoconstricdo
Desenvolvimento renal

Silenciamento de cromatina no rdna
Heterotetramerizag&o de proteinas

Resposta a dexametasona

Regulagéo positiva da transcricdo do promotor da
RNA polimerase I,

Regulacéo da proliferacéo de células T

Regulacdo negativa da expressdo génica
(epigenética)

Resposta celular ao lipopolissacarideo
Desenvolvimento embrionario in utero

Regulagéo do silenciamento génico

Regulagéo negativa da sumoilagéo

Crescimento de organismos multicelulares

Secrecéo de interferon gama

Desenvolvimento

Regulacdo da transcricdo do promotor da RNA
polimerase I

Agregacdao plaquetaria

HSF1, TFEB, PKD1(+)
MAML1, NKX2-5 (+)

POLR2H,  HIST1H3D,
HIST1H3H (+)

HIST1H4D, NUPL2,

POLR2H, HIST1H3D, HIST1H4D, HIST1H3H (+)

HOXA10, HOXA9, CTNNBL1 (+)
HIST1H3D, HIST1H4D, HIST1H3H (+)
FRMD3, PHACTR1, CNN2 (+)

ITGA4, PTAFR (+)

POLR2H, SBNO2, HMX1, ZNF467, EZH1, TFEB,
HDGFRP2, CBX7, CTNNB1, HSF1, HOXA9, LBX1,
HMG20B, ZNF497, POLR2J2, ZSCAN2, FOXP4,
VSX1, ZNF2, MEF2D, NCOA4, HIF3A, MGA,
ZNF713, MAFA, ZNF746, UNCX (+)

HIST1H3D, HIST1H4D, HIST1H3H (+)

TBXAZR, UTS2R, PTAFR (+)

LZTS2, WDPCP, PKD1, MME (+)
HIST1H3D, HIST1H4D, HIST1H3H (+)
HIST1H3D, HIST1H4D, HIST1H3H (+)

FOXO03, PTAFR (+)

MEF2D, SBNO2, HSF1, EZH1, GALR3, MAML1,
HOXA10, HIF3A, TFEB, PKD1, ZNF746, FOXOS3,
MAFA, NKX2-5, CTNNBL1 (+)

LGALS3, CTNNB1 (+)
HIST1H3D, HIST1HA4D, HIST1H3H (+)

SBNO2, HSF1, TBXA2R, NFKBIL1 (+)
ATP7A, ANKRD11, PKD1, EIF4E2, CTNNB1 (+)
HIST1H3D, HIST1H3H (+)

HMG20B, CTNNBL1 (+)
SP2, APBA2, GNAS (+)

GATA3, BTN3A2 ()
GATA3, GNAS ()
SP2, ZNF783, ZSCAN18, LRRFIP1 (-)

TSPAN32, GNAS ()

(+): hiperexpresséo; (-): hipoexpressos
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A analise de redes génicas mostrou associacdo de genes relacionados ao
movimento celular e morfologia tecidual, dos quais destacamos os genes FOXO3
(forkhead box 0O3), MEF2D (myocyte enhancer factor 2D) e MMP-12 (matrix

metallopeptidase 12) (Figura 19)

Nos pacientes com stent com reestenose 21 transcritos apresentaram-se
diferencialmente expressos (6 hiperexpressos e 15 hipoexpressos) em relacdo aos
pacientes sem stent (grupo controle; Figura 20). Dentre os transcritos hiper e
hipoexpressos, 6 e 14, respectivamente, apresentam funcfes descritas. Devido ao
numero reduzido de genes associados, nao foi possivel gerar redes génicas para esta
comparacao. No entanto, a ontologia genética mostrou que dentre 0s hiperexpressos
estavam genes relacionados a regulacdo negativa do metabolismo celular, regulacéo
da traducédo, resposta ao dano no DNA (transducdo por mediadores da classe p53),
regulacéo negativa de processos biolégicos, proliferacdo celular, resposta celular ao
dano no DNA, resposta celular ao estresse, transducéo de sinal em resposta ao dano
do DNA, entre outros. Dentre os hipoexpressos, estdo genes associados ao
desenvolvimento do sistema circulatério e desenvolvimento de vasos sanguineos

(Figura 21; Tabela 13).
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Figural9: Rede de interacdo de genes diferencialmente expressos em pacientes
com stent sem reestenose em relagdo a pacientes sem stent (grupo controle).
Vermelho - genes hiperexpressos; verde — genes hipoexpressos; em circulo azul

estdo destacados genes relacionados a movimento celular e morfologia tecidual.



54

VARS2
A_33_P3300082
FOLR3
A_19_PODB09OTE
A_19_P00323454
A_21_POD11387
A_33_P3z40382
A_33_P3249214
A_33_P3315600

—ML I'F%F%L N

ASGH1
PRKCDBP
A_33_P3z236177
A_33_P3273136
A_33_P3371089
FCGRZB
A_33_P3220105
COL18A1
A_33_P32882190
TMTC1
A_33_P3210848
UTS2R

Figura 20. Agrupamentos hierarquicos obtidos pela analise de expressédo génica
em células monoclucleares do sangue periférico de pacientes do grupo controle (C)
e do grupo com stent com reestenose (CR). Os nimeros representam os codigos
dos pacientes no estudo; vermelho indica hiperexpresséo do gene; hipoexpressao;

preto, auséncia de modulag&o génica; cinza, sem informacéao.
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Figura 21. Redes de ontologia genética obtidas a partir dos genes hiper (A) e
hipoexpressos (B) em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com
stent coronariano com reestenose em relacéo a pacientes sem implante de stent (grupo

controle).
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Tabela 13. Genes diferencialmente expressos em células mononucleares do sangue

periférico de pacientes com stent coronariano com reestenose em relacdo a pacientes sem

implante de stent (grupo controle)

PROCESSOS BIOLOGICOS

GENES

Regulacéo negativa do metabolismo celular
Regulacdo negativa do metabolismo
Regulacdo do metabolismo celular de amido
Regulacéo da traducéo

Resposta ao dano no DNA (transdug&o por
mediadores da classe p53)

Regulagéo negativa de processos bioldgicos
Proliferacdo celular

Resposta celular ao dano no DNA

Resposta celular ao estresse

Transducéo de sinal em resposta ao dano do DNA
Regulacgéo positiva de processos biolégicos
Regulagéo positiva de processos celulares
Desenvolvimento do sistema circulatorio

Desenvolvimento de vasos sanguineos

ELFNZ1, CNOT6L, YY1, FOXO3 (+)
ELFN1, CNOT6L, YY1, FOXO3 (+)
CNOT6L, FOXO3 (+)
CNOT6L, FOXO3 (+)
CNOT6L, FOXO03 (+)

ELFN1, CNOT6L, YY1, FOXO3, UTS2R (+)
CNOTS6L, FOX03, UTS2R (+)

CNOTS6L, YY1, FOXO3 (+)

CNOTS6L, YY1, FOXO3 (+)

CNOT6L, FOXO3 (+)

CNOTB6L, YY1, FOXO3, UTS2R (+)
CNOTB6L, YY1, FOXO3, UTS2R (+)
COL18A1, NDST1, ANG (-)

COL18A1, NDST1, ANG (-)

(+): hiperexpressao; (-): hipoexpressos

Os pacientes com stent com reestenose apresentaram 243 transcritos
diferencialmente expressos (91 hiperexpressos e 152 hipoexpressos) em relacéo a
agueles sem reestenose intra-stent (Figura 22). Desses, 85 hiper e 132 hipoexpressos
apresentam funcBes ja descritas. A ontologia genética mostrou que 0s genes
hiperexpressos estdo especialmente relacionados ao reparo do DNA, transcricdo da
RNA polimerase ll, diferenciacdo de céluas Ta e B, transducdo de sinal, processo

catabdlico do mRNA de histonas, coesdo das cromatides irmds na mitose,

bY

desubiquitinagdo da proteina K48-linked, resposta celular a IL-4, regulacdo da

transcricdo, producéo de citocinas, regulacédo do metabolismo lipidico, divisado celular,
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entre outros. Ja os genes hipoexpressos estédo relacionados a organizacdo da matriz
extracelular, migracéo de leucdcitos, processo catabdlico do colageno, cicatrizacdo de
feridas, resposta ao lipopolisacarideo, adesédo célula-matriz, resposta inflamatoria,
degranulacao de plaguetas, regulacdo positiva da angiogénese, protedlise, resposta ao
glucocorticoide, regulacdo positiva da quimiotaxia de macréfagos, coagulacéo
sanguinea, regulacdo positiva da apoptose de células endoteliais, regulacdo positiva
da coagulacdo sanguinea, regulacao negativa da adesao célula-matriz, , formacao de
plaquetas e regulacdo do processo apoptoético, entre outros (Figura 23, Tabela 14). A
analise de redes génicas demonstrou associacao entre genes relacionados a funcéo e
desenvolvimento do sistema cardiovascular. Desses destacamos o MMP-9, REL (ou C-
REL; REL proto-oncogene, NF-kB subunit) e ATM (ATM serine/threonine kinase)

(Figura 24).
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Figura 22. Agrupamentos hierarquicos obtidos pela andlise de expressao génica
em células monoclucleares do sangue periférico de pacientes com stent sem
reestenose (SR) e com stent com reestenose (CR). Os numeros representam os
codigos dos pacientes no estudo; vermelho indica hiperexpressdo do gene;

hipoexpresséao; preto, auséncia de modulagédo génica; cinza, sem informacao.
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Figura 23. Redes de ontologia genética obtidas a partir dos genes hiper (A) e hipoexpressos (B) em células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com stent coronariano com reestenose em relacdo a pacientes sem reestenose intra-stent.



Tabela 14. Genes diferencialmente expressos em células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com stent coronariano com reestenose em relagdo a pacientes sem

reestenose intra-stent

PROCESSOS BIOLOGICOS

GENES

Reparo do DNA
Regulagéo da transcricdo do promotor da RNA
polimerase I

Recombinacéo V (D) J do receptor de células T
Transcricdo da RNA polimerase Il

Diferenciagdo de céluas Ta e B
Transducéo de sinal

Regulagéo positiva da transcrigdo do promotor da RNA
polimerase ||

Regulagéo negativa da transcrigdo do promotor da
RNA polimerase Il

Transcricao

Processo catabdlico de mrna de histonas
Coesdo das cromatides irmas na mitose
Desubiquitinacdo da proteina K48-linked

Resposta celular a IL-4
Regulagéo da transcricao

Producéo de citocinas

Regulagéo do metabolismo lipidico

Regulacgéo positiva da producao de INF-
Diviséo celular

Catabolismo proteico dependente de ubiquitina
Organizacao da matriz extracelular

Migracgéo de leucdcitos

Processo catabdlico do colageno

Cicatrizagéo de feridas

Resposta ao lipopolisacarideo

Adeséo célula-matriz
Resposta inflamatéria

Biossintese de NADP
Degranulacéo de plaguetas
Regulacgéo positiva da angiogénese
Protedlise

Resposta ao glucocorticéide

PDS5A, SMC3, ATM, RPS3, BOD1L1 (+)
TSHZ2, TCF7, CREB1, ARID4B, HIRA,
ZSCAN18 (+)

TCF7, BCL11B (+)
BACH2, REL, BCL11B, CREB1, GATA3, NFAT5
(+)

TCF7, BCL11B (+)

MAVS, BCL11B, CREB1, GATA3, NFATS,
PRKCH, ITPKB, SMC3, ATM (+)

MAVS, REL, BCL11B, CREB1, GATA3, ARID4B,
NFATS5, KAT6B (+)

TSHZ2, TCF7, ZBTB20, BACH2, REL, GATA3
(+)
TSHZ2, TCF7, ZBTB20, NR1D2, ARID4B, HIRA,

SAP30L, ZSCAN18, KAT6B, ZNF587, RPS3,
MYCBP2 (+)

ZCCHC11, ATM (+)
PDS5A, SMC3 (+)
OTUD4, USP34 (+)

TCF7, GATA3 (+)

NR1D2, CREB1, ARID4B, SAP30L, KAT6B,
ZNF587, USP34, RPS3, MYCBP2 (+)

ZCCHC11, NFATS (+)
NR1D2, BCL11B(+)
MAVS, ZBTB20 (+)
PDS5A, DYNLT3, SMC3, RPS3 (+)

USP34, USP24, TTC3 (+)

ATP7A, CSGALNACT1, COL18A1, ITGB2,
ITGB3, THBS1 (-)

DOK2, MMP9, ITGB2, ITGB3, MMP1 (-)
COL18A1, MMP9, MMP1, ADAM15 (-)
CASP3, SDC1, CNN2, ITGB3 (-)

CXCL1, TNFRSF10C, CASP3, ADM, JUNB (-)

ITGB2, ITGB3, BCL2L11, ADAM15 (-)

CXCL1, TNFRSF10C, SDC1, TBXA2R, ITGB2,
THBS1, PTAFR (-)

NADK2, NADK (-)
F13A1, WDR1, ITGB3, THBS1 (-)

ADM, TBXAZ2R, ITGB2, THBS1 (-)

CASP3, MMP9, MME, PGA4, LTA4H, MMP1,
ADAM15 (-)

CASP3, SDC1, ADM (-)
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Regulacéo positiva da quimiotaxia de macréfagos
Processo metabdlico de NAD

“‘Desmontagem” da matriz extracelular

Fucosilagdo da proteina O-linked

Regulacéo negativa da producéo de IL-12
Coagulagéo sanguinea

Resposta a drogas

Regulacéo positiva da apoptose de células endoteliais
Regulacéo positiva da coagulagdo sanguinea
Regulacéo negativa da adeséo célula-matriz
Regulagéo da transdugao de sinal da proteina ARF
Desenvolvimento da gbnada masculina

Via de sinalizacdo mediada por integrinas
Fosforilagédo

Formagéo de plaquetas

Regulacéo do processo apoptotico

CMKLR1, THBS1 (-)

NADK2, NADK (-)

MMP9, MMP1, ADAM1S5 (-)

ADAMTS?, THBSL1 (-)

CMKLR1, THBS1 (-)

NFE2, ANXASL1, F13A1, ITGB3 (-)
COL18A1, CASP3, TBXA2R, THBS1, JUNB (-)
COL18A1, THBSL1 (-)

TBXA2R, THBS1 (-)

THBS1, ADAM15 (-)

PSD, PSD4 (-)

NCOA4, BCL2L11, ADAM1S5 (-)

ITGB2, ITGB3, ADAM15 (-)

NADK2, UCKL1, NADK (-)

CASP3, WDR1 (-)

TNFRSF10C, RASSF5, CARD6, RBM10 ()

hiperexpressao; (-): hipoexpressos
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Figura 24: Rede de interacdo de genes diferencialmente expressos em pacientes
com reestenose intra-stent em relacdo a individuos sem reestenose intra-stent.
Vermelho - genes hiperexpressos; verde — genes hipoexpressos. Com circulo azul

estdo destacados genes relacionados ao desenvolvimento e fungcdo do sistema

cardiovascular
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5. DISCUSSAO

Embora a angioplastia coronariana transluminal percutanea (ACTP) com
implante de stent seja o principal procedimento para o tratamento da obstrucéo
coronariana, a reestenose intra-stent continua sendo uma das principais limitacoes
da técnica (Rosenfield et al. 2015; Hong et al. 2015). Assim sendo, este estudo
buscou identificar marcadores genéticos que possam estar relacionados ao
desenvolvimento da reestenose e que possam contribuir para novas estratégias de

prevencao e tratamento.

Inicialmente, nossos dados mostraram que nao houve diferenca na proporcéo
de homens e mulheres que, encaminhados para cinecoronariografia, nao
apresentavam obstrucdo coronariana significativa (<20%; grupo controle). No
entanto, a prevaléncia de doenca coronariana com necessidade de implante de stent
foi maior em homens, assim como foi maior a incidéncia de reestenose intra-stent no
género masculino. No Brasil, sdo raras as informacdes estatisticas sobre ACTP com
implante de stent. Meireles et al. (2010) mostraram que, no periodo de 07/2006 a
12/2007, dos pacientes com doenca coronariana multiarterial submetidos a
revascularizacdo completa com implante de stent havia predominio do sexo
masculino (68,1%), com média de idade de 59,7 + 9,9 anos. Mais recentemente,
Ataide et al. (2015) reportaram que cerca de 70% dos pacientes submetidos a
intervencado corondria percutanea com tratamento de dois ou mais vasos no periodo
de 06/ 2012 a 06/2014 eram homens. Embora homens e mulheres compartilhem a

maioria dos fatores de risco classicos para doenca coronariana, a significancia e a
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ponderacédo relativa desses fatores sao diferentes (Maas & Appelman 2010). Em
idades mais jovens (< 50 anos) fumar € mais deletério a mulheres do que a homens,
assim como o risco relativo de hipercolesterolemia. Por desenvolverem doenga
cardiovascular 7 a 10 anos mais tarde do que os homens, o risco nas mulheres é
muitas vezes subestimado devido a percepcéo errbnea de que sao "protegidas”. No
entanto, as doencas cardiovasculares ainda sao a principal causa de morte em

mulheres (Murray et al. 2014).

O tabagismo € um importante fator de risco associado ao desenvolvimento de
doencas coronarianas (Benowitz & Burbank 2016). Foi observado que individuos
tabagistas apresentam diminuicdo na sintese de colageno, fato que pode
enfraquecer a parede arterial, tornando-a mais suscetivel a formagéo de aneurismas
e a instabilidade das placas ateroscleréticas (Faarvang et al. 2016). De fato, ha
relatos que a taxa de reestenose apds angioplastia € maior em tabagistas (Rodella
et al. 2010; Shimosato et al. 2012). Embora nossos achados néo evidenciem a
relacao direta entre tabagismo e reestenose, o grupo de individuos com reestenose
intra-stent foi o UGnico que apresentou numero semelhante de nao-fumantes,
fumantes e ex-fumantes. Além disso, quando somados fumantes e ex-fumantes,
tornou-se mais claro que o tabagismo é um importante fator de risco para doenca
coronariana. De forma complementar, nossos dados do perfil lipidico também
confirmaram que concentracdes aumentadas de colesterol total e triglicerideos séo

eventos intimamente associados a doencas cardiovasculares.

A literatura cientifica mostra que os fatores de risco para doencas
coronarianas, especialmente a estenose e a reestenose, estdo associados a
aumento da proliferacdo de células endoteliais, a ativacdo de macrofagos e de

moléculas de adeséo, a processos inflamatorios, peroxidacéo lipidica, liberacéo de
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calcio intracelular e a danos no citoesqueleto (Jongstra-Bilen et al. 2006; Allen &
Bayraktutan 2009; Steven et al. 2015; Panth et al. 2016). Nossos dados mostraram
que 0S pacientes com reestenose intra-stent apresentavam, também, aumento
significativo de danos no DNA (quebras de fitas simples e dupla, sitios alcali-labeis
e lesBes oxidativas em base puricas) de células mononucleares do sangue periférico.
Tal achado é coerente com as demais ocorréncias associadas as doencas
coronarianas, uma vez que o estresse oxidativo e inflamatorio,sédo considerados
potentes mecanismos de genotoxicidade (Birben et al. 2012). Embora n&o existam
outros estudos associando a reestenose a maiores niveis de danos na molécula de
DNA, ha inmeras evidéncias que tais danos podem levar a instabilidade genémica
e, consequentemente, alterar mecanismos relacionados a senescéncia, apoptose,
autofagia e proliferacdo celular. No caso especifico das células vasculares, essas
alteracdes genéticas podem promover mudancas funcionais como diminuicdo da
capacidade vasodilatadora, aumento da vasoconstricdo, da pressao arterial e da

rigidez vascular, além do aumento do risco para a aterosclerose (Bautista-Nifio et al.

2016).

Diferentemente dos niveis de danos no DNA de células do sangue periférico
ter se mostrado como potencial biomarcador da reestenose, no geral a concentracéo
de citocinas plasmaticas ndo demonstrou relacdo com a doenga coronariana, uma
vez que foram detectadas apenas a IL-6 e IL-8, porém em numero muito pequeno
de pacientes, impossibilitando a analise estatistica dos dados. Muito provavelmente,
isto tenha ocorrido pela acdo da estatina, tratamento utilizado por todos os pacientes
do estudo. Farmacologicamente, as estatinas, aléem de propriedades hipolipemiantes
(bloqueio da biossintese do colesterol) e imunomoduladoras, possuem atividade

anti-inflamatoria (diminuicdo do estresse oxidativo pela redugdo dos niveis de
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citocinas inflamatdrias) que pode ter mascarado os resultados da concentracao de

citocinas circulantes (Waiczies et al. 2005; Cannon et al. 2006; Tousoulis et al. 2014).

O papel das citocinas na progresséo da placa aterogénica e no processo de
reestenose € indiscutivel. Assim, no estudo dos polimorfismos génicos
possivelmente associados ao desenvolvimento da reestenose intra-stent, foi também
incluido o gene IL-6. No entanto, da mesma forma do observado para o0s niveis
plasmaticos das citocinas, ndo detectamos associacdo entre a variante -174
rs1800795 G>C do gene e o processo de reestenose. Todavia, Ultimos anos, varios
pesquisadores relataram que o mesmo polimorfismo génico estava relacionado a
maior risco para o desenvolvimento de doengas coronarianas, embora a reestenose
nao estivesse entre elas (Wang et al. 2015; Buraczynska et al. 2015; Reichert et al.

2016).

Estudos de epidemiologia molecular mostram que, dentre os polimorfismos
associados a reestenose estdo especialmente aqueles de genes envolvidos em vias
de apoptose, vasodilatacdo, agregacdo plaquetaria, remodelamento da matriz
celular, metabolismo lipidico, proliferacéo de células musculares e estresse oxidativo
(Monraats et al. 2005; Monraats et al. 2006; Monraats et al. 2007). Aqui, além do IL-
6, foram avaliados polimorfismos dos genes MMP-2, MMP-3 e MMP-9 (degradacao
de colageno, elastina, proteoglicanas, laminina, fibronectina e de praticamente todos
0s componentes da matriz extracelular importantes para a rigidez arterial e
remodelamento vascular), CYPC19*2 (metabolismo quimico) e NOS3
(vasodilatacao, inibicdo da proliferacdo e migracdo das células musculares lisas,
inibicdo da agregacgéo plaquetaria e da adeséo dos globulos brancos a parede dos

vasos sanguineos). Dentre esses, apenas as variantes dos genes relacionados ao



67

remodelamento da matriz extracelular estavam associadas a obstrucdo coronéria

(MMP-9 Arg279GIn e MMP-9-1562).

O gene MMP-9 codifica uma metaloproteinase (MMP-9 ou gelatinase B) com
habilidade de degradar componentes da matriz extracelular, mais especificamente,
0s colagenos tipo IV e V. A MMP-9 pode ser produzida por células mononucleares
normais, granulocitos, células musculares lisas, células endoteliais vasculares e
multiplos outros tipos celulares. Foram identificadas 10 variantes de sequéncia no
MMP-9, quatro das quais na regido promotora, cinco na de codificacdo e uma na
sequéncia 3' ndo traduzida (Zhang et al. 1999). Todas as variantes identificadas sao
substituicdes de base Unica, sendo a maioria decorrente da transicdo citidina-
timidina. Trés das cinco substituicdes na regido de codificacdo do gene (éxons 1, 2
e 6) levam a mudancas nos codons e, consequentemente, nos aminoacidos. A
variante Arg279GIn (rs17576, Arg279GIn) situa-se no exon 6 que codifica a
sequéncia necessaria para a ligacdo da enzima ao seu substrato. Neste caso, a
transicdo adenina-guanina (CAG>CGG) leva a alteracdo no sitio de ligacado ao
substrato, interfere na atividade catalitica da enzima, mas ndo do nivel plasmatico

da MMP-9 (Blankenberg et al. 2003).

Assim como no presente estudo, o polimorfismo Arg279GIn foi também
associado ao desenvolvimento de outras doencas em populacbes de diferentes
paises (Hu et al. 2005; Natividad et al. 2006; Srivastava et al. 2010; Maral et al. 2015).
De especial interesse foi a relagéo existente entre este polimorfismo e o risco de
pacientes com angina estavel apresentarem eventos futuros. Os pesquisadores
observaram que os portadores do alelo G (AG/GG) apresentavam maior risco de
morte e infarto do miocéardio ndo fatal do que aqueles homozigotos para o alelo A

(AA) (Blankenberg et al. 2003). Segundo Natividad et al. (2006), a substituicdo da
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arginina (A) pela glutamina (G) pode afetar as propriedades da MMP-9 com impacto

funcional no processo de remodelag&o da matriz extracelular.

Diferentemente do MMP-9 Arg279GIn, o polimorfismo MMP-9 1562C>T
localizado na regido promotora leva a alteracdo na expressao do gene. Foi
demonstrado que o sitio polimorfico é importante elemento regulador, sendo local de
ligagcdo para uma proteina repressora da transcricdo. Com a transicao citidina-
timidina essa interacdo DNA-proteina € abolida e a atividade do promotor aumenta
cerca de 1,5 vez. Assim, o geno6tipo homozigoto C/C e os gendtipos com o alelo T
(C/T, TIT) apresentam, respectivamente, baixa e alta atividade da regido promotora
do gene MMP-9 (Zhang et al. 1999). De fato, foram observados niveis mais elevados
da MMP-9 no soro de pacientes com aterosclerose coronariana (Spurthi et al. 2012)
e associagcdo entre os niveis de MMP-9 circulante e eventos cardiovasculares e

mortalidade (Blankenberg et al. 2003; Weiss et al. 2010).

Outros estudos também relacionaram a variante 1562C>T a doencas
cardiovasculares, incluindo a aterosclerose coronariana e sindrome coronaria aguda
(Qin et al. 2005; Abilleira et al. 2006; Saedi et al. 2012; Opstad et al. 2013; Opstad et
al. 2014). Recentemente, estudo de meta-analise mostrou que o polimorfismo MMP9
C-1562T é um fator de risco associado a maior susceptibilidade para o infarto do
miocardio, especialmente em popula¢des de origem europeia, uma vez que nao foi
observada tal associacdo em populacbes asiaticas. No entanto, os autores
chamaram a atencao para a necessidade de aumentar o tamanho amostral e para a
avaliacado da interacdo genes/ambiente (Juan et al. 2015). Realmente, em outro
estudo de meta-andlise, incluindo apenas individuos de origem chinesa (5468

individuos a partir de 10 diferentes estudos), Li et al. (2016) mostraram que nessa



69

populacdo o polimorfismo MMP-9-1562C>T também estava associado a doenca

arterial coronariana.

Outro importante achado sobre os polimorfismos do gene MMP-9 foi a
influéncia sobre a rigidez arterial (fator determinante do risco cardiovascular) e sobre
a atividade da elastase, enzima que degrada a elastina, principal componente
elastico da parede arterial. Segundo Yasmin et al. (2006), variagBes genéticas na
proteina MMP-9 podem ter efeitos sobre o turnover das proteinas da matriz na
parede das artérias e tanto o alelo G como o T dos polimorfismos MMP-9 Arg279GIn
e MMP-9-1562C>T, respectivamente, estariam relacionados a rigidez adrtica e ao
aumento do risco de hipertenséo arterial, devido a maior degradagéo da matriz da

parede por conta do aumento da atividade/expresséo enzimatica da elastase.

Nossos resultados sobre a relagéo entre os polimorfismos do gene MMP-9 e
a reestenose estdo de acordo com diversos estudos que mostram que a
metaloproteinase-9 representa umas das principais enzimas envolvidas no processo
de reestenose intra-stent (Ge et al. 2006; Jones et al. 2009; Katsaros et al. 2010;
Tarr etal. 2013). O processo inflamatério causado pela intervencéo coronariana pode
levar a desnudacao endotelial, ruptura da placa aterosclerética e lesdo da parede
arterial, com a liberacdo de citocinas, fatores quimiotaticos, além da MMP-9
(Katsaros et al. 2010; Liu et al. 2013; Yabluchanskiy et al. 2013). No entanto, embora
existam relatos sobre o aumento dos niveis séricos e plasméticos da MMP-9
associados ao processo de reestenose, nossos achados evidenciaram menor
expressao do gene MMP-9 nos pacientes com reestenose. Um dos fatores que pode
ter contribuido para tal discordancia € o fato da maioria desses estudos ter
determinado as concentragfes séricas ou plasméticas da MMP-9 pouco tempo apoés

a angioplastia (de 24h a duas semanas) (Ge et al. 2006; Katsaros et al. 2010; Liu et
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al. 2013), enquanto em nosso delineamento experimental a expressao do gene foi
avaliada no minimo 6 meses apos o implante do stent. Outro fator que pode ter
contribuido para a menor expressdo do MMP-9 seria 0 uso do medicamento
clopidogrel, utilizado durante e apds a angioplastia, que, por seu efeito antagonista
ao receptor plaquetario P2Y12, teria diminuido a expresséo plaquetéria de CD40 e,
consequentemente, da producdo da MMP-9 (Graff et al. 2005). E interessante
destacar que, em nosso estudo, 73,3% dos pacientes com reestenose haviam
utilizado continuamente o clopidogrel, contra apenas 40% daqueles sem reestenose.
Embora Tarr et al. (2013) tenham observado que o0 aumento dos niveis plasmaticos
da MMP-9 em sua forma ativa (apés trés meses do implante do stent) estivesse
independentemente associado ao processo de reestenose em pacientes tratados
com clopidogrel, os niveis plasmaticos da proteina retornaram aos niveis basais ap0s

seis meses, nao diferindo dos pacientes do grupo controle.

Além do MMP-9, outros 243 genes apresentaram-se diferencialmente
expressos e parecem ter relagcdo com vias envolvidas no processo de reestenose.
Dentre elas, as que apresentaram maior numero de genes modulados foram as
relacionadas a organizacdo da matriz extracelular, a migracdo de leucdcitos, ao
processo catabodlico do colageno, a producdo de citocinas, a transcricdo da RNA
polimerase I, a formacdo de plaquetas e ao reparo do DNA, e pelo menos quatro
dos genes diferencialmente expressos foram comuns a todas essas vias. O NFAT5
(nuclear factor of activated T-cells 5), que apresentou-se hiperexpresso nos
pacientes com reestenose, codifica proteina pertencente a familia dos fatores de
transcricdo NFAT e esté associado a sintese de citocinas e receptores imunologicos,
podendo, portanto, atuar na modulacdo da resposta e ativacdo das células

imunologicas frente a estimulos estressores (Alberdi et al. 2017). Estudos in vitro
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mostraram que a inibicdo de NFAT diminui a migracdo, motilidade e proliferacéo das
células musculares lisas por alterar mecanismos relacionados ao metabolismo do
Ca*™ e de proliferacdo mediada pela PDGF-BB (platelet-derived growth factor-BB),
podendo, portanto, estar envolvidos na patogenia da reestenose (Yu et al. 2006;

Bobe et al. 2011; Kudryavtseva et al. 2013).

Outro dos genes que se apresentou hiperexpresso em pacientes com
reestenose, que atua em varias vias e que pode ter relacdo com o processo foi o C-
REL (REL proto-oncogene, NF-kB subunit). As proteinas Rel ou fator nuclear kappa
B(NF-kB) sdo constituidas por um grupo de fatores de transcricdo estruturalmente
relacionados que incluem cinco proteinas NF-kB nos mamiferos (RelA/NF-kB-p65,
RelB, c-Rel, NF-B1/NF-kB-p105 e NF-B2/NF-kB-p100) (Hu et al. 2015). Sabe-se que
a lesdo vascular leva a ativagao das proteinas NFkB e a consequente indugédo da
proliferacéo de células musculares lisas com alteracdo de seu estado contratil para
um fendtipo “sintetizador” com caracteristicas semelhantes a dos fibroblastos, e a
expressdo de moléculas inflamatérias como TNF-a, IL-1, M-CSF (macrophage-
colony stimulating factor), GMCSF (granulocyte macrophage-colony stimulating
factor) e MCP-1 (Bonomini et al. 2015). Recentemente foi demonstrado em modelo
animal que inibidor da ativacdo do complexo-quinase IkB inibia, também, a ativagao
de NFkB reduzindo a formacdo da neointima apOs lesdo promovida pela
angioplastia, demonstrando o possivel papel das proteinas NFkB no processo de

reestenose (Grassia et al. 2010).

Além dos dois genes citados anteriormente, o ATM (ATM serine/threonine
kinase) também estava hiperexpresso nas células mononucleares do sangue
periférico dos pacientes com reestenose. O gene ATM codifica uma Ser/Thr proteino-

quinase, membro da familia PIKK (phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-related protein
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kinase) (Lavin 2008). Uma de suas fun¢des mais estudadas é a resposta ao dano no
DNA. De modo geral, apdés a ocorréncia de quebras de fita dupla, a ATM é
rapidamente ativada por autofosforilagdo na Ser1981 e fosforila diversos substratos
envolvidos na replicacdo do DNA, reparo, controle dos checkpoints do ciclo celular e
apoptose (Shah & Mahmoudi, 2013). Portanto, a hiperexpressdo do ATM poderia
estar relacionada ao aumento de quebras de fita simples e dupla e de lesdes
oxidavas no DNA, que observamos nos pacientes com reestenose. Recentemente,
Semlitsch et al. (2015) demonstraram em estudo in vitro que o LDL (Low Density
Lipoproteins) oxidado induziu aumento da expressédo de ATM em células endoteliais
e fibroblastos néo transformados. Por outro lado, em fibroblastos deficientes em
ATM, o LDL oxidado foi citotéxico e induziu aumento de danos no DNA (quebras de
fita e micronucleos) provavelmente devido a acdo das espécies reativas de oxigénio.
Sendo assim, a ativacdo do gene ATM pode representar uma resposta adaptativa
importante para que a viabilidade celular seja mantida nos locais de inflamacéao

vascular e aterosclerose (Semlitsch et al. 2011).

-

E importante destacar que nossos dados do transcriptoma de células
mononucleares de sangue periférico, além de apontar diferencas entre pacientes
com e sem reestenose intra-stent, mostraram que, em relagdo aos pacientes sem
implante de stent (com obstru¢do coronarias > 20%; grupo controle) aqueles com
reestenose apresentaram menor numero de transcritos diferencialmente expressos
e, consequentemente, de processos bioldgicos alterados do que os pacientes sem
reestenose em relagdo ao mesmo grupo controle. No entanto, alguns aspectos
devem ser considerados nesta abordagem. Incialmente, deve ser lembrado que
mesmo sem a necessidade do implante de stent, os pacientes do grupo controle

apresentavam sinais clinicos indicativos para a realizagdo da cinecoronariografia,
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além de alteracdes bioquimicas e hemodinamicas (dislipidemia, hipertensdo). Por
outro lado, sabe-se que o implante de stent per si pode promover, em todos 0s
pacientes, lesdo endotelial com consequente resposta inflamatéria local e aumento
da proliferacdo celular e que alguns pacientes apresentam resposta exacerbada a
lesdo, com consequente formacdo da camada neointima e diminuicdo do Iimen
arterial (reestenose) (Osborn & Jaffer 2015; Mizuno & Mizuno-Horikawa 2016;
Partida & Yeh 2016). Assim, as diferencas entre os pacientes com stent (com ou sem

reestenose) e os do grupo controle devem ser cuidadosamente analisadas.

Portanto, com base nas premissas de que os pacientes sem implante de stent
nao eram individuos “saudaveis”, e que a lesao endotelial/inflamacéao/ proliferagao
celular sdo respostas fisioldgicas a angioplastia, pode-se supor que o organismo teria
que alterar maior nUmero de vias e processos biolégicos para impedir a ocorréncia
da reestenose. Assim, seria de se esperar que 0S pacientes com reestenose
apresentassem menos vias e processos bioldgicos alterados do que os sem

reestenose em relacédo aos pacientes sem implante de stent (grupo controle).

Dentre os processos bioldgicos alterados nos pacientes com reestenose em
comparacao aos sem implante de stent merecem destaque aqueles relacionados a
proliferacdo celular e a resposta ao dano no DNA. Nesse sentido, a hiperexpressao
do gene UTS2R (urotensin 2 receptor) chamou a atencdo, uma vez que foi
demonstrado in vivo, que antagonistas do UTRS2 diminuem o acumulo de
macréfagos nas placas de ateroma da caroétida, devido a diminuicdo da quimiocina
MCP-1 (macrophage chemoattractant protein 1), levando a diminuicdo significativa
do processo aterosclerético (Watson et al. 2013). A hiperexpressao de YY (Yin Yang
1 transcription factor) e FOXO3 (forkhead box O3) também podem ser vistas como

eventos relevantes. Foi demonstrado, por exemplo, que o fator de transcricdo YY1
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apresenta sitios de homologia para o promotor do micro-RNA29a, o qual esta
associado ao aumento da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias e captacao de
lipideos pelos macrofagos (Jian et al. 2017). No caso do FOXO3, foi observado in
vivo que sua ativacdo por AMPKa1 promove a diferenciagdo de mondcitos em
macréfagos por meio do aumento da expressao de genes relacionados a autofagia,

levando ao desenvolvimento da aterosclerose (Zhang et al. 2017).

No caso dos pacientes com implante de stent sem reestenose em relacao aos
sem implante de stent, estavam alterados genes especialmente relacionados a
resposta celular ao lipossacarideo, transcricdo génica e regulacdo positiva da
transcricdo do promotor da RNA polimerase Il (HSF1, FOXO3, MEF2D, EZH1 e
HIF3A). Estudo in vitro revelou aumento da proliferacdo celular, producéo de
colageno e secrecao de fatores inflamatérios em fibroblastos humanos derivados da
cardtida ap6s estes serem submetidos a estiramento mecéanico que mimetizava
aguele promovido pela angioplastia (Li et al. 2013). Segundo os autores esses
aumentos ocorreram provavelmente devido a hiperexpressdo da proteina HSF1.
Dando sustentacdo aos nossos achados, havia sido previamente relatado que
leucdcitos provenientes de pacientes que sofreram acidente vascular cerebral
isquémico também apresentavam aumento da expressdo de genes associados a

hipdxia, dentre os quais o HIF3A (Yan et al. 2014).

Embora ainda exista a necessidade da validacdo (por PCR em tempo real)
dos genes que se apresentaram diferencialmente expressos no presente estudo,
nossos dados indicam que principalmente aqueles relacionados a ativacdo do

sistema imunologico, a resposta inflamatoria e a proliferacdo podem representar

potenciais marcadores moleculares para a deteccdo precoce da ocorréncia da
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reestenose intra-stent e como alvos pra novas estratégias de prevencao deste fator

limitante da angioplastia com implante de stent.

E inquestionavel a crescente sofisticagéo do design dos stents, especialmente
dos que combinam suporte mecanico com a administracdo local de farmacos a
parede vascular, os quais tém resultado em grande progresso no tratamento da
doenca arterial coronariana e periférica. No entanto, o avango da genémica permitiu
gue nas ultimas duas décadas nova geracéao de stent fosse desenvolvida e entrasse
na fase de estudo pré-clinico: sdo os stents eluidos com vetores génicos capazes de
tratar lesdes n&o oclusivas e, com isso, retardar o processo aterosclerotico (Fishbein
et al. 2016). Assim sendo, neste momento as pesquisas estao sendo especialmente
direcionadas a identificacdo dos genes mais eficazes, a efetiva e segura
hiperexpressdo de transgenes nas artérias com stent, bem como a escolha dos
vetores génicos mais adequados. Portanto, acreditamos que os resultados deste

estudo poderao fornecer informagdes importantes para o desenvolvimento desta

nova estratégia de tratamento das doencas coronarianas obstrutivas.
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6. CONCLUSOES

Diante dos objetivos colocados, este estudo trouxe as seguintes conclusoes:

-Pacientes com implante de stent apresentaram maior frequéncia do gendétipo GG e
do alelo G do polimorfismo MMP-9 Arg279GIn (G>A) e do gendtipo CC do MMP-9

(-1662 C>T) podendo este estar relacionado a maior risco de doenga coronariana;

- A avaliacdo dos niveis de citocinas inflamatérias ndo é considerada um bom

marcadore para a reestenose;

- Pacientes com reestenose intra-stent apresentam maiores niveis de danos no DNA

de células mononucleares do sangue periférico do que aqueles sem reestenose;

- Pacientes com reestenose apresentam transcriptoma de células mononucleares do

sangue periférico diferente daqueles sem reestenose;

-Pacientes com implante de stent, com ou sem reestenose, apresentam
transcriptoma de células mononucleares do sangue periférico diferente daqueles

com obstrugéo coronariana < 20%;

- Pacientes com reestenose apresentam transcriptoma mais proximo ao dos com

obstrucao coronariana < 20% que 0s sem reestenose.

- Hiperexpressao do gene c-REL pode estar relaciona ao processo de reestenose

intra-stent
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Universidade Estadual Paulista

unesp” Faculdade de Medicina de Botucatu

Ciztrite Rubifo Jurias, 24" - Botuzah, =S =

crr 15 615-870

Fone: {14) 3830508 3850508

¢ mail scoretaria: capsllup@mb.uncsp.br ﬁ
klzbher@Sims uneso br

& Mall ceargenadena smodinaEab.Lrsse br

Himgintraca no Mir stéric die Sedes
e 30 ce s de 1987

Botucatu, 08 de dezembro de 2016 OF. 127/2016-CEP

Tlustrissima Sznhora

Pref® Dr?, Daisy Maria Févero Salvadori
DD. Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu.

Prezada Dra Daisy

Atendendo a solicitagdc de Vossa Senhoria, informo gue o Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 4071/2012) “Alteragdes gendmicas relacionadas
Q reestenose coronariaha apés implante de Stent™, aprovade por esse CEP
em 06/02/2012, foi desenvelvido pela aluna Juliana Lara Padovani , com
cbictivo de Tese de Douterade, sobre orientaclio de Vosse Senhoria, e
colaboragda de Décio Salvadori Junior e Elaine Aparecide de Camarga,

Através de documento postado no CEP em 07/12/2016, o titule do Projeto
sofreu alteragdo, passande a dencminar se “Identificagdic de eventos
moleculares associados 4 reestenose coronariana” por sugestde de bonca
de gualificagdo.

Apds a defesa do referido projeto & necessdrio entrar ne site do CEP onde
estd digponivel o Modelo de Relatéric Final de Atividades, o qual deverd
ser elaborada e envioda para andlise final, e conseguente arquivamento.

Atenciosamente,

. 1& C&.@.‘»C.- o
Prof® Dr® Silvane Andréa Molina Lima
Coardenadara da CEP
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ANEXO Il

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelos
Comités de Etica em Pesquisa da Beneficéncia Portuguesa e

da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO CONTROLE

FACULDADE DE MEDICINA DA UNESP — BOTUCATU
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA — CURSO DE POS- GRADUACAO EM
PATOLOGIA

PROJETO DE PESQUISA

ALTERACOES GENOMICAS RELACIONADAS A REESTENOSE CORONARIANA APOS IMPLANTE
DE STENT

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do GRUPO CONTROLE, ou seja,
grupo de pessoas sem a doenca em estudo (reestenose coronariana). Este grupo de
pessoas é utilizado para comparar com o grupo que tem a doenca, a fim de verificar
quais sdo as diferencas. A estenose € o fechamento da artéria coronaria que impede a
passagem do sangue e que ocorre devido a placas de gordura dentro da artéria. Qualquer
pessoa pode desenvolver esta doencga, mas aquelas que apresentam diabetess, hipertenséo
arterial, colesterol aumentado, aumento de peso, estresse e os fumantes, tém maior risco.
Quando o ocorre o fechamento da artéria pela placa de gordura, na maioria dos casos é
indicado o procedimento de angioplastia coronariana, com implante de stent (prétese
metalica expansivel, semelhante a uma mola), para permitir a expansdo da artéria e a
passagem do sangue. Em certas situacdes, alguns pacientes que fizeram a angioplastia,
voltam a ter o entupimento da artéria. No entanto, as causas desse novo fechamento da
artéria (reestenose) ndo sdo totalmente conhecidas. Dessa forma, este estudo esta sendo
desenvolvido visando contribuir para esclarecer quais sdo os motivos que levam a

reestenose.
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Esse termo de consentimento que vocé devera assinar foi
elaborado de acordo com a Resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude — Ministério da Saude, sobre pesquisa envolvendo seres

humanos.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pacientes submetidos a angiografia no Hospital Beneficéncia Portuguesa de Sao
Paulo

I. IDENTIFICACAO DO PACIENTE (VOLUNTARIO)

Nome:

RG: Cadigo (ndo preencher) :
Endereco:

Cidade: Bairro:

CEP: Estado: Telefone:

I1. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

Convido o (a) Sr.(a) a participar do Projeto de Pesquisa “Alteragdes gendmicas
relacionadas a reestenose coronariana apos implante de stent” que serd desenvolvido por
mim, Juliana Lara Padovani, no Laboratério de Toxicogendmica e Nutrigendbmica, do
Departamento de Patologia, da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

1- Pesquisador responsavel: Daisy Maria Favero Salvadori

2- Pesquisadores colaboradores: Décio Salvadori Junior

3- Auvaliacdo de Risco da Pesquisa: N&o havera riscos extras porque a coleta da amostra
de sangue para este estudo serd feita durante a angioplastia.

4- Duracdo prevista da participacdo do paciente na entrevista: 10 minutos
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111 - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA:

1 - Justificativa e Objetivos da Pesquisa: este estudo tem como objetivo contribuir para se
entender como a reestenose coronariana (novo fechamento da coronéria no local em que
foi colocado o stent) acontece e como preveni-la.

2 - Procedimentos utilizados: pacientes encaminhados para a realizagdo de cinecoronariografia
e gque ndo apresentaram lesdo passivel da realizacdo de angioplastia coronaria. No
momento em que for retirado o cateter serd coletada uma amostra de sangue.

3 - Amostra coletada: 15ml de sangue.

4 - Desconfortos e riscos: ndo havera risco e desconforto extras, uma vez que o sangue sera
coletado no momento da retirada do cateter da veia, ndo havendo necessidade de nova picada.

5 - Beneficios que poderdo ser obtidos: no futuro, os resultados deste estudo poderdo contribuir
para a identificacdo precoce de pessoas que tém maior risco para desenvolver esse problema no
coragdo (fechamento da artéria coronaria) e também para a sua prevengao.

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

1- Fui esclarecido sobre garantia de ter acesso a qualquer momento, as informac6es sobre
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa,
inclusive para dirimir eventuais duvidas?

[ ]SIM [ INAO

2- Fui esclarecido que terei a liberdade de retirar meu consentimento e sair desta pesquisa
a qualquer momento, sem que isso traga prejuizo quanto a continuidade do meu
tratamento.

[ 1SIM [ 1NAO

3- Fui esclarecido de que a seguranca de minha identidade sera preservada, mantendo-se
todas as informagdes em caréater confidencial? _
[ 1SIM [ INAO

4- Fui esclarecido sobre a disponibilidade de assisténcia por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa? B
[ 1SIM [ INAO

5- Fui esclarecido sobre a viabilidade de indenizagdo por eventuais danos a saude
decorrentes da pesquisa?

[ ]1SIM [ ]NAO

6- Fui esclarecido que ndo receberei qualquer remuneracdo financeira por participar desta
pesquisa? _
[ 1SIM [ 1NAO

7- Fui informado de que os médicos e pesquisadores que participam deste projeto de
pesquisa estardo a minha disposicdo (24 horas) para esclarecimento de qualquer questao
relacionado a pesquisa?

[ 1SIM [ 1NAO
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V. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo assinado,

declaro que fui esclarecido sobre o objetivo do presente estudo, sobre 0s eventuais desconfortos
gue poderei sofrer, assim como sobre os beneficios do estudo. Concordo, portanto, em participar,
na qualidade de voluntario, do referido Projeto de Pesquisa, sob livre e espontanea vontade.
Também tenho ciéncia de que a ndo concordancia com o estudo, em qualquer momento, nao

acarretara prejuizo ao meu tratamento.

ou
Paciente ou responsavel Pesquisador

VI - INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS:

Nome: Daisy Maria Favero Salvadori
Endereco: Rua Antonio Sabino Santa Rosa, n°70. Apto 34C

Telefone: 14- 3882-6448

Nome: Dr. Décio Salvadori Junior
Endereco: Rua Fernandes de Abreu, n°151. Apto 1901

Telefone: 11- 3073-1207



OBS: Este documento seré elaborado em duas vias, sendo uma via entregue ao sujeito
da pesquisa e a outra mantida arquivada pela pesquisadora.

Qualquer ddvida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa, através do fone: (14) 3811-61-43
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

FACULDADE DE MEDICINA DA UNESP — BOTUCATU
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA — CURSO DE POS- GRADUACAO EM
PATOLOGIA

PROJETO DE PESQUISA

ALTERAGCOES GENOMICAS RELACIONADAS A REESTENOSE CORONARIANA APOS IMPLANTE
DE STENT

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo sobre reestenose. A
estenose € o fechamento da artéria coronaria que impede a passagem do sangue e que
ocorre devido a placas de gordura dentro da artéria. Qualquer pessoa pode desenvolver
esta doenga, mas aquelas que apresentam diabetess, hipertenséo arterial, colesterol
aumentado, aumento de peso, estresse e os fumantes, tém maior risco. Quando o ocorre
o fechamento da artéria pela placa de gordura, na maioria dos casos é indicado o
procedimento de angioplastia coronariana, com implante de stent (prétese metélica
expansivel, semelhante a uma mola), para permitir a expansdo da artéria e a passagem
do sangue. Em certas situacdes, alguns pacientes que fizeram a angioplastia, voltam a
ter o entupimento da artéria. No entanto, as causas desse novo fechamento da artéria
(reestenose) ndo sao totalmente conhecidas. Dessa forma, este estudo esta sendo
desenvolvido visando contribuir para esclarecer quais sdo 0s motivos que levam a
reestenose.

Esse termo de consentimento que vocé deverd assinar foi elaborado de
acordo com a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude —
Ministério da Saude, sobre pesquisa envolvendo seres humanos.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pacientes submetidos a angioplastia no Hospital Beneficéncia Portuguesa de Sao
Paulo

I. IDENTIFICAGAO DO PACIENTE (VOLUNTARIO)

Nome:

RG: Cadigo (ndo preencher) :
Endereco:

Cidade: Bairro:

CEP: Estado: Telefone:

I1. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

Convido o (a) Sr.(a) a participar do Projeto de Pesquisa “Alteracdes genomicas
relacionadas a reestenose coronariana apos implante de stent” que sera desenvolvido por
mim, Juliana Lara Padovani, no Laboratério de Toxicogendmica e Nutrigenémica, do
Departamento de Patologia, da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Pesquisador responsavel: Daisy Maria Favero Salvadori

Pesquisadores colaboradores: Décio Salvadori Junior

Avaliacdo de Risco da Pesquisa: N&o havera riscos extras porque a coleta da amostra de sangue
para este estudo sera feita durante a angioplastia.

Duracdo prevista da participacio do paciente na entrevista: 10 minutos
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111 - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA:

1 - Justificativa e Objetivos da Pesquisa: este estudo tem como objetivo contribuir para se
entender como a reestenose coronariana (novo fechamento da coronéria no local em que
foi colocado o stent) acontece e como preveni-la.

2 - Procedimentos utilizados: em média 6 meses apds o implante de stent, 0 médico fara nova
angiografia (introducéo de cateter para filmar o interior das artérias coronarias) para avaliar se ha
risco da coronaria fechar novamente. No momento em que for retirado o cateter sera coletada uma
amostra de sangue.

3 - Amostra coletada: 15ml de sangue.

4 - Desconfortos e riscos: Nao haveré risco e desconforto extras, uma vez que 0 sangue sera
coletado no momento da retirada do cateter da veia, ndo havendo necessidade de nova picada.

5 - Beneficios que poderdo ser obtidos: no futuro, os resultados deste estudo poderdo contribuir
para a identificacdo precoce de pessoas que tém maior risco para desenvolver esse problema no
coragdo (fechamento da artéria coronaria) e também para a sua prevencao.

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

8- Fui esclarecido sobre garantia de ter acesso a qualquer momento, as informagdes sobre
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa,
inclusive para dirimir eventuais davidas?

[ 1SIM [ ]1NAO

9- Fui esclarecido que terei a liberdade de retirar meu consentimento e sair desta pesquisa
a qualguer momento, sem que isso traga prejuizo quanto a continuidade do meu
tratamento.

[ ]SIM [ INAO

10- Fui esclarecido de que a seguranca de minha identidade sera preservada, mantendo-se
todas as informacdes em caréater confidencial? _
[ 1SIM [ 1NAO

11- Fui esclarecido sobre a disponibilidade de assisténcia por eventuais danos a sadde,
decorrentes da pesquisa? ~
[ 1SIM [ 1NAO

12- Fui esclarecido sobre a viabilidade de indenizacéo por eventuais danos a satide
decorrentes da pesquisa?

[ 1SIM [ 1NAO

13- Fui esclarecido que néo receberei qualquer remuneracdo financeira por participar desta
pesquisa? _
[ 1SIM [ INAO

14- Fui informado de que os médicos e pesquisadores que participam deste projeto de
pesquisa estardo a minha disposicao (24 horas) para esclarecimento de qualquer questao
relacionado a pesquisa?

[ ]1SIM [ ]NAO
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V. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo assinado,
declaro que fui esclarecido sobre o objetivo do presente estudo, sobre os eventuais desconfortos
gue poderei sofrer, assim como sobre o0s beneficios do estudo. Concordo, portanto, em
participar, na qualidade de voluntario, do referido Projeto de Pesquisa, sob livre e espontanea
vontade. Também tenho ciéncia de que a ndo concordancia com o estudo, em qualquer
momento, Ndo acarretara prejuizo ao meu tratamento.

ou
Paciente ou responsavel Pesquisador

VI - INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS:

Nome: Daisy Maria Favero Salvadori
Endereco: Rua Antonio Sabino Santa Rosa, n°70. Apto 34C

Telefone: 14- 3882-6448

Nome: Dr. Décio Salvadori Junior
Endereco: Rua Fernandes de Abreu, n°151. Apto 1901

Telefone: 11- 3073-1207

OBS: Este documento sera elaborado em duas vias, sendo uma via entregue ao sujeito
da pesquisa e a outra mantida arquivada pela pesquisadora.

Qualquer ddvida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa, através do fone: (14) 3811-61-43
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ANEXO IlI

Questionario



QUESTIONARIO PARA PACIENTES SUBMETIDOS A
ANGIOGRAFIA CORONARIANA

*Ao final da angiografia coronariana, 0 médico devera assinalar o

GRUPO diagnosticado para o paciente:

e GRUPO 1: Grupo Controle: sem lesdg

e GRUPO 2: Pacientes com obstrugao <50 %

e GRUPO 3: Pacientes com obstrucdo > 50 %

1) Identificacdo

Nome:

Data:

/

104

Cddigo do tubo

Sexo:M( ) F( )

Data de nascimento: / /

Local do nascimento:

Etnia: Cor da pele:

Peso (KQ): Altura (m):

Fones para contato:
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2) Problemas de Saude

() Colesterol elevado

() Triglicérides elevado
() Acido drico elevado
() Pressao alta

() Diabetess

() Problema cardiaco

() Problemas com a tiredide
() Depressao

Outros:

Observagoes:

3) Medicamentos que esta usando:

4)Assinale quais doencas seus pais, tios ou irmao tém:

Diabetess Pressao Obesidade Problema no
Alta coracgao
P M P M P M P M
Pai/Mae
Avo0 (a)
Tio (a)
Irméo (a)

P= Paterno M= Materno



5) Atividade Fisica:
Pratica alguma atividade fisica?

Sim( ) N&o ()

Com qual frequéncia:
() 1veznasemana
() 2vezes nasemana

() 3 ou mais vezes na semana

6) Tabagismo
Fumante ( )Sim ( ) Néo

Ha guanto tempo (anos)

106

Quantos cigarros/dia

Tipo: () cachimbo () charuto () palha (
outros

Jafumou ( ) Sim( ) Nao

Ha quanto tempo deixou de fumar
(meses)

Quantos cigarros
(dia)

) papel com filtro (

Durante quanto tempo fumou (meses)

Tipo: () cachimbo () charuto () palha (

) papel

)
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ANEXO IV

Lista de transcritos
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Lista de genes e probes diferencialmente expressos* SR X CTR

Ordem  Simbolo Oficial p Log 2 fold Ordem Simbolo Oficial p Log 2 fold
change change
1 Inc-CHIC1-2 0,046042 -2,63937 36 Inc-AC114947.1.1-2 0,014817 -1,63384
2 PAX8-AS1 0,045685 -2,12346 37 XLOC_I2_015760 0,009699 -1,63032
3 XLOC_I2_003293 0,039218 -2,06972 38 SH3KBP1 0,005861 -1,62311
4 LOC340335 0,001419 -2,04769 39 A_33 P3234410 0,044922 -1,62197
5 MAGI2-AS3 0,021973 -2,01744 40 APBA2 0,049187 -1,6182
6 LOC100131564 0,008059 -2,00621 41 RCSD1 0,006872 -1,61502
7 ANKRD20A5P 0,039082 -1,9664 42 LRRFIP1 0,010958 -1,61118
8 AMY1C 0,012765 -1,95856 43 APBA2 0,015946 -1,60179
9 NEAT1 0,008766 -1,8532 44 MLH3 0,022868 -1,60153
10 LOC100131541 0,006361 -1,8528 45 MEIS1 0,012531 -1,59754
11 MAGI2-AS3 0,040584 -1,84994 46 RPS3 0,015148 -1,59553
12 LINC00342 0,022208 -1,82135 47 ADHFE1 0,023659 -1,59513
13 PFEN1P2 0,041274 -1,82103 48 FLJ38717 0,005296 -1,5931
14 LOC100131564 0,020044 -1,8144 49 RABGGTB 0,040535 -1,59303
15 A_33_P3884179 0,016278 -1,79366 50 LOC441268 0,006007 -1,58468
16 KANSL1-AS1 0,043555 -1,7929 51 LINCO00174 0,011371 -1,57823
17 MAP3K7CL 0,022883 -1,77794 52 A_21 P0012018 0,019274 -1,57769
18 GOLGAS8A 0,014213 -1,76529 53 A_24 P392690 0,009352 -1,57577
19 AI9POO3IE0 g 030902 -1,76398 54 LINC01001 0,017798 -1,57297
20 NUTM2B-AS1 0,007708 -1,76233 55 TSPAN32 0,009549 -1,56745
21 A_21 P0012288 0,046599 -1,72328 56 MIR4697HG 0,005819 -1,56176
22 KANSL1-AS1 0,040348 -1,72265 57 ZNF783 0,040364 -1,56174
23 SETD1B 0,027197 -1,71641 58 C6orf48 0,035409 -1,55708
24 GOLGAS8A 0,009499 -1,71212 59 GATA3 0,009875 -1,55586
25 A_33_P3305467 0,010329 -1,70671 60 PRKCH 0,041295 -1,55489
26 A_33_P3298980 0,02415 -1,70515 61 LINC00665 0,009924 -1,55348
27 A_33_P3365193 0,032471 -1,6872 62 IGF2R 0,013005 -1,55023
28 HIST1H2AC 0,015807 -1,67748 63 A_33_P3273136 0,008822 -1,54493
29 PAX8-AS1 0,027415 -1,67449 64 LOC200772 0,020124 -1,54262
30 LOC102724689 0,048126 -1,67447 65 FBXL16 0,030171 -1,54188
31 DKFZP58611420 0,009573 -1,65049 66 PI4KAP2 0,008126 -1,53868
32 A_33_P3237674 0,011601 -1,6504 67 CLSTN1 0,007837 -1,5365
33 RAD51-AS1 0,005448 -1,64238 68 PABPCI1L 0,012813 -1,53573
34 SLC26A11 0,007014 -1,63887 69 MTURN 0,00842 -1,53557
35 AMY1B 0,048036 -1,63788 70 CTSLP8 0,03623 -1,53517




Lista de genes e probes diferencialmente expressos* SR X CTR
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Ordem  Simbolo Oficial p Log 2 fold Ordem  Simbolo Oficial p Log 2 fold
change change
71 SNORD11 0,026566 -1,53196 106 OR5V1 0,031039 1,511445
72 LINC01004 0,008057 -1,53138 107 SNORAL17 0,030626 1,51161
73 NPIPB8 0,014973 -1,52532 108 CTNNB1 0,000835 1,512249
74 DENR 0,020112 -1,5231 109 SCARNAO9L 0,001359 1,512539
75 CXCR2P1 0,005764 -1,52268 110 XLOC_I2_008130 0,007022 1,513627
76 ACVR1C 0,034287 -1,52182 111 ZBTB32 0,003001 1,518722
77 BTN3A2 0,027939 -1,52004 112 REXO1 0,042047 1,522936
78 A_33_P3245665 0,029849 -1,51979 113 TRIP12 0,000651 1,523289
79 GNAS 0,010798 -1,51839 114 A_33 P3218564 0,03314 1,523336
80 ZSCAN18 0,030599 -1,51797 115 A_33 P3370515 0,004644 1,524202
81 FBLNS 0,012816 -1,51628 116 A_21 P0008601 0,040046 1,524474
82 STIM1 0,008402 -1,51572 117 SPATA21 0,041373 1,524646
83 TPP1 0,017493 -1,51285 118 A_21 P0014876 0,036467 1,526606
84 Inc-PDE5A-1 0,014817 -1,51076 119 SPOCK2 0,0283 1,529762
85 A_21_P0014584 0,02576 -1,50765 120 XLOC_|2_015561 0,022264 1,533322
86 PTGS1 0,006466 -1,50703 121 A_33 P3289976 0,018877 1,534701
87 A_24 _P350307 0,045898 -1,50593 122 A_33_P3375910 0,035708 1,535775
88 MORN3 0,011004 -1,50575 123 Inc-ENPP6-1 0,005945 1,535944
89 WHAMMP2 0,010923 -1,50493 124 IP6K1 0,019053 1,536339
90 PDS5A 0,022783 -1,50435 125 DNAH17 0,041383 1,537493
91 CCDC92 0,012003 -1,50131 126 TMEMS8C 0,024611 1,538621
92 GSDMB 0,03746 -1,50129 127 HIST1H3D 0,034253 1,542027
93 SP2 0,009567 -1,50101 128 ITGA4 0,039414 1,543061
94 A 21 _P0005117 0,038904 1,500266 129 HMX1 0,033437 1,54314
95 WDPCP 0,014172 1,500485 130 C18orf12 0,043851 1,545176
96 PAEP 0,040361 1,500901 131 TMEMS8C 0,004707 1,545473
97 NUDT8 0,02741 1,503609 132 Inc-PMM2-6 0,040594 1,545975
98 TOR2A 0,047917 1,503706 133 Inc-STX17-1 0,033906 1,548022
99 KIR2DS4 0,045408 1,506092 134 LOC101929866 0,044347 1,548241
100 MTRNR2L1 0,010987 1,506107 135 ACAD10 0,028215 1,561713
101 Inc-RABL3-1 0,0469 1,506334 136 A_21 P0008219 0,017478 1,563844
102 LOC729162 0,030914 1,506344 137 PCDHGA7 0,019723 1,565122
103 LINC01122 0,00909 1,508844 138 MEF2D 0,028283 1,565737
104 A _33_P3274001 0,030189 1,509666 139 TMEM88B 0,004337 1,566802
105 DOK3 0,035491 1,50989 140 A_33_P3295814 0,040292 1,567403
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Ordem  Simbolo Oficial p Log 2 fold Ordem  Simbolo Oficial p Log 2 fold
change change
141 HIST1H4D 0,030011 1,570063 176 SFTA1P 0,002949 1,608894
142 RFPL4AL1 0,043328 1,572407 177 Inc-CDC42-1 0,023181 1,611287
143 SCARNA2 0,047232 1,573366 178 CASKIN1 0,015194 1,612564
Inc-RP11-
144 GLI4 0,042373 1,575101 179 15819 5.1-2 0,044437 1,613137
145 XLOC_I2_015295  0,042374 1,577017 180 MMP25-AS1 0,017922 1,614081
146 NKX2-5 0,040304 1,578346 181 CCDC129 0,045327 1,614841
147 A_33_P3299047 0,040726 1,57975 182 ZDHHC20 0,003365 1,614844
148 KRT73 0,024059 1,580056 183 MME 0,040703 1,616309
149 E1A r60_1 0,024595 1,582679 184 Inc-DTYMK-3 0,001811 1,61986
150 A_33_P3319937 0,020402 1,583508 185 MON1B 0,048084 1,620563
151 FAM219A 0,02165 1,585297 186 AIF1L 0,031528 1,621684
152 A_33_P3306526 0,038527 1,585987 187 MIATNB 0,049248 1,622172
153 TMEM238 0,026835 1,586442 188 Inc-EIF5AL1-1 0,015791 1,622807
154 A_33_P3297545 0,023876 1,586688 189 ATP7A 0,019222 1,625043
155 OR10H2 0,015099 1,587349 190 DENND6A 0,012032 1,626663
156 DBET 0,019161 1,587776 191 VPS9D1 0,012209 1,627305
157 A_33_P3347522 0,007036 1,587941 192 A_33 P3223631 0,012896 1,630648
158 ARAFP2 0,019123 1,589106 193 RGS3 0,027352 1,630768
159 A _33_P3231677 0,044209 1,589126 194 NFKBIL1 0,018297 1,632043
160 A_33_P3701139 0,048455 1,5898 195 A_33 P3321682 0,020076 1,633098
161 CHST6 0,036382 1,59043 196 SNORD3B-1 0,017069 1,636486
162 TERC 0,033649 1,590978 197 SNORD71 0,022028 1,637137
163 EXOC3L1 0,040392 1,591941 198 AIF1L 0,046456 1,640365
164 LOC100499194 0,025608 1,592157 199 RNF165 0,009241 1,642105
165 LOC101928521 0,026317 1,593124 200 A_33 P3291329 0,018367 1,643029
166 Inc-MOXD1-1 0,037064 1,594241 201 LOC439951 0,021247 1,646371
167 A_33_P3441583 0,013983 1,594703 202 XLOC_I2_005952 0,015843 1,646405
168 GALR3 0,010385 1,595158 203 Inc-TMEM105-2 0,016607 1,647177
169 TUSC8 0,022212 1,596244 204 A_33 P3410201 0,001093 1,64957
170 LINC01504 0,00947 1,596758 205 LCE1D 0,030418 1,652236
171 UNCX 0,034157 1,599608 206 A_33 P3385988 0,043469 1,653402
172 ADAMTS7P1 0,038535 1,601085 207 A 23 P333129 0,029621 1,653686
173 POR 0,016341 1,601938 208 KRTAP1-3 0,015174 1,654159
174 CYP2B6 0,005375 1,604024 209 RNUBATAC 0,025209 1,654193
175 Inc-KIAA0196-2 0,046875 1,605141 210 MAML1 0,003153 1,659415
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Ordem  Simbolo Oficial p Log 2 fold Ordem  Simbolo Oficial p Log 2 fold
change change
211 HCN2 0,019669 1,662351 246 LOC401286 0,049187 1,730889
212 C90rf173-AS1 0,035014 1,662512 247 LOC101927059 0,049589 1,7328
213 CNN2 0,048758 1,664106 248 TUBA3D 0,02348 1,734513
214 BOLA3-AS1 0,028364 1,669334 249 A_33_P3327140 0,004557 1,741321
215 A_19 P00322569 0,046918 1,67003 250 ADAMTS7 0,012106 1,743471
216 GPR150 0,026361 1,67159 251 TPSG1 0,014299 1,746909
217 HSF1 0,034579 1,672183 252 A_33 P3283061 0,047275 1,748458
218 GE_BrightCorner  0,003131 1,674487 253 CALY 0,008602 1,7495
219 A 21 P0013166 0,035162 1,677131 254 ELFN1 0,015296 1,750274
220 LINC01088 0,021733 1,684359 255 DIABLO 0,003595 1,754122
221 A_33_P3373433 0,002031 1,684489 256 BCAS4 0,022369 1,755297
222 BCORP1 0,027841 1,685829 257 LBX1 0,000562 1,755898
223 FOXP4 0,00382 1,687074 258 ZNF467 0,015173 1,756363
224 FSD1 0,025085 1,688191 259 EIF4E2 0,02974 1,756374
225 CCM2L 0,005157 1,689083 260 TBC1D3L 0,035453 1,756675
226 MAFA 0,049031 1,690061 261 KCNH3 0,024174 1,75722
227 Inc-MCCC1-1 0,018462 1,692168 262 SLC25A3P1 0,019887 1,760958
228 HMBS 0,036993 1,694433 263 SNORD33 0,025611 1,762468
229 LOC102723701  0,012193 1,696042 264 LOC100130152  0,046657 1,767299
230 SNORDG68 0,005112 1,697419 265 A_33_P3412687 0,027796 1,767956
231 CD72 0,016512 1,698161 266 LOC644277 0,032835 1,768162
232 TTTY15 0,03054 1,700074 267 A 19_P00321388 0,01122 1,770159
233 A _33_P3218741  0,01316 1,704531 268 A_33_P3362737 0,035672 1,770908
234 A_24 P724153 0,03875 1,705746 269 ACBD7 0,01439 1,776295
235 MTRNR2L2 0,03763 1,706604 270 DYTN 0,04598 1,780499
236 NCOA4 0,007808 1,709133 271 A_33_P3341540 0,002869 1,780978
237 SCGB3Al 0,019141 1,70993 272 UTS2R 0,00617 1,78105
238 A _33_P3334342 0,017305 1,710318 273 Inc-C160rf42-2 0,024591 1,781253
239 LOC101927285  0,005864 1,71501 274 A_33_P3312030 0,038392 1,787056
240 CBX7 0,038837 1,718708 275 TFEB 0,002399 1,791637
241 CCDC78 0,034754 1,721178 276 Inc-ZKSCAN1-1 0,031301 1,794857
242 HMG20B 0,030592 1,721256 277 PPA2 0,029804 1,804665
243 DDX3Y 0,04176 1,721328 278 A _32_P194962  0,026457 1,808643
244 DNM1 0,004259 1,721921 279 SMR3A 0,04687 1,808784
245 PRR36 0,008637 1,722632 280 ARHGAP33 0,010807 1,810864
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281 VWAL 0,046564 1,811415 316 NKX2-5 0,040304 1,578346
282 A_33_P3310512 0,001739 1,811546 317 A_33 P3299047 0,040726 1,57975
283 ZC3HAVI1L 0,012851 1,813319 318 A_32_P194962 0,026457 1,808643
284 FAM57B 0,030884 1,816849 319 SMR3A 0,04687 1,808784
285 A_33_P3407601 0,02629 1,817275 320 ARHGAP33 0,010807 1,810864
286 NIP7 0,007475 1,824831 321 LOC101929452  0,014592647 2,766130116
287 SEMAGC 0,022314 1,829087 322 DPEP3 0,016821083 2,78889732
288 A_24 P15640 0,031416 1,832587 323 A_33 P3287105 0,000190066 2,827069788
289 A_32_P115558 0,016078 1,834717 324 RNVU1-18 0,004204532 2,914189831
290 FAM21C 0,01406 1,839211 325 LINC00999 0,011462451 2,425238906
291 PTMS 0,007312 1,840133 326 RNU2-1 0,017922413 2,431874845
292 PTMS 0,040327 1,84015 327 A 33 _P3355717  0,0184938  2,435610951
293 VSX1 0,015709 1,841356 328 EIF1AY 0,045771 1,8554
294 A_33_P3421108 0,026162 1,841486 329 ANXAS8 0,045274 1,857269
295 LOC400590 0,04561 1,843817 330 Inc-EPHA6-1 0,026284 1,862758
296 LGALS3 0,009814 1,848041 331 SNORA37 0,038981 1,865053
297 A_33_P3230037 0,029452 1,849698 332 LOC100132874 0,041126 1,87341
298 LKAAEAR1 0,030837 1,850174 333 HOXA9 0,03195 1,876399
299 SURF1 0,016225 1,852812 334 Inc-FBLN2-1 0,015346 1,877935
300 Inc-CDH4-1 0,044214 1,853859 335 A_33_P3277805 0,015399 1,879563
301 A_21_P0008601 0,040046 1,524474 336 SBNO2 0,009867 1,883284
302 SPATA21 0,041373 1,524646 337 ZSCAN2 0,013706 1,8844
303 PCDHGA7 0,019723 1,565122 338 Inc-ERICH1-5 0,005592 1,901915
304 MEF2D 0,028283 1,565737 339 SORBS3 0,018948 1,906126
305 TMEM88B 0,004337 1,566802 340 IQSEC3 0,030675 1,909196
306 A_33_P3295814 0,040292 1,567403 341 A_21 P0014502 0,015793 1,912044
307 E1A r60_1 0,024595 1,582679 342 LINC00523 0,021127 1,917015
308 A_33_P3319937 0,020402 1,583508 343 LZTS2 0,002234 1,925536
309 FAM219A 0,02165 1,585297 344 HMHB1 0,03704 1,928211
310 Inc-DTYMK-3 0,001811 1,61986 345 SNORA54 0,030218 1,929773
311 MON1B 0,048084 1,620563 346 LOC644277 0,020352 1,934022
312 AIF1L 0,031528 1,621684 347 A_33_P3374903 0,007492 1,940019
313 SCARNA2 0,047232 1,573366 348 VAMP2 0,005332 1,941308
314 GLI4 0,042373 1,575101 349 MIEF1 0,021078 1,941456
315 XLOC_I2_015295 0,042374 1,577017 350 A_21 P0011406 0,019613 1,944302
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351 A 33 P338l762  0,03812 1,048567 386 PNPLA2 0,009079 2107143
352 RAPH1 0025299 1,948589 387 A 33 P3315899  0,029979 2109597
353 Inc-Chorfd7-2 0,03157 1,948723 388 POLR2H 0,033332 5116473
354 A 33 P3415617  0,003296 1,05101 389 KANK3 0,001402 212996
355 PPDPE 0,020005 1,959061 390 TTC28 0,000941 2136063
356 Inc-LTBP3-2 0,028827 1,959601 391 inc-Clorf222-2  0,015181 5137253
357 A—lg—Pf°8°565 0,020329 1,060262 392 A 33 P3226237  0,028004 2137311
358 A 33 P3390546  0,011488 1,960729 393 AHSA2 0,003911 514215
359 LINC00888 0,019816 1,961605 394 A 33 P3417123  0,012245  2.142281
360 KLRF1 0,02674 1,978102 395 LINC00884 0,040868 5143152
361 SEPT7-AS1 0,032171 1,081117 396 SNORD10 0,033628 2145377
362 FOXO3 0,045173 1,082449 397 LOC284454 0,001307 5150081
363 Inc-ZKSCANL-1  0,0444 1,984298 398 LOC283335 0,001172 5151426
364 CEACAM19 0,013548 1,991364 399 PKD1 0,016981 5155893
365 LINC01001 0,010363 1,091368 400 RBM10 0,001304  2,159543
366 A 33 P3283064  0,00937 1908664 | 201 LOC284379 0,008835  2,159689
367 TNRC18 0043096 2,011707 402 A 33 P3252134  0,000404  2,166684
368 LOC400558 0006931  2,013563 403 ZNF746 0,022861 5166932
369 HOXA10 0,039007  2,013847 404 SNORDS5?2 0,034311 2173968
370 A 33 P3247095  0,001172 2,033 405 ZNF713 0,000607 2174665
371 NMNAT1 0001927  2.033067 406 RBFOX3 0,033121 217986
372 LETM1 0001174 2,041327 407 XLOC 12013837 0,0256 2180184
373 A 33 P3225572  0,009761  2,060609 408 A 21 _P0008917  0,041193 2198592
374 A 33 P3337742  0,041876  2,076506 409 HDGFRP?2 0,000583 5202752
375 HYAL4 0000783 2,083881 410 A 33 P3263747  0,031631 220351
376 SSTR3 0028167  2,084009 411 A 33 P3258846  0,006005  2,222469
377 CYGB 0018454  2,085869 412" A 33 _P3388527  0,025517 2227925
378 A 33 P3719214  0,000468  2,089125 413 ZNF497 0,046131 2239928
379 RN7SK 0,02312 2,097342 414 PYY?2 0,016423 2241872
380 XLOC |2 010854  0,02614 2,097401 415 SNORD3B-1 0,009759 2243098
381 LOC100128364  0,043052  2,099891 416 TINAGLL 0,024337 2244766
382 PPP1R14A 0041286 2,100627 417 KCNQ?2 0012125  2,244934
383 MGA 0,000663 210068 418 A_33_P3311646  0,000688 5251995
384 Inc-UBR2-1 0023026 2103208 419 Ine-cMTMA1 0041355 2,258145
385 FAM131C 0042507 2,104618 420 ccoert 0,010365  2,259479
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421 LDHALGA 0011174 2261198 458 A 33 P3247077 0,000716318 2479625513
422 NUPL2 0,001352 2267499 459 PRKXP1 0.021378972  2,479867739
423 GBP6 0,000446 2270299 260 A 33 P3374365 0,021959701  2,486154919
424 GLUD1P3 0012918 2275194 261 A 33 P3327818 0,001196456 2,486831336
425 LY6G6D 0026368 2278246 462 LOC645553  0,01865089  2,494673063
426 A 33 P3613358  0,002041 2283587 463 COX6B2 0.000296916  2,498450056
427 A 33 P3412560  0,000881 2.292067 464 ZNE2 0,000205652  2,50844338
428 SNORAT73A 0046437 229877 465 TMEM200C  0,047532196  2.511410229
429 A 33 P3229390  0,001017 230022 466 TBXAZR 0,000312253  2,514881905
430 WDR90 0,035352 2300989 467 A 33 P3244361 0,000342045  2,515563627
431 TPP1 0,016156 2303108 468 INC-BTRC-2  0,025312451  2,518760773
432 Inc-EPHAG-1 0,006878 2315317 469 RNA5-8S5  0,026174911  2,526197609
433 A 33 P3284854  0,022021 2317673 470 TASIR3 003792115  2,533390819
434 SNORD1058 0,003631 2320507 471 A 33 P3336223  0,000333102  2,553589535
435 POLR2J2 0,000277 2.324094 472 AMN 0.018416776  2,565891707
436 A 33 P3381292  0,025982 2.329772 473 XLOC. 12 013383 0,029211104  2,576613898
437 FBRSL1 0,013089 2336647 474 PTAFR 0,028700948  2,577875723
438 LINC00963 0,000292 2350848 475 SNORA73B  0,03492269  2,581016552
439 LOC100133182  0,014081 2378281 476 A—lg—P§031765 0,017196297 2,607413287
440 A 33 P3263512  0,000165 2391856 477 A 33 P3234540 0,021233966  2,609728659
241 A 21 P0013714  0,048436 2392141 478 A 33 P3246010 0,028142329  2,635331597
442 A 33 P3256344  0,000491497  2.394057167 | 479 INC-RTL1-2 0,02003753  2.637570514
443 A 33 P3392213  0,000494665 2397912876 | 480 HIF3A 0.037105817  2,665900382
444 DNASEIL1  0,038163416 2,404367697 | 481 A 33 P3272352  0,00014269  2,68199351
445 LOC400590  0,033806585 2,404874061 | 482 FAMI18A  0,000304572  2.73158533
446 INc-NLGN2-1  0,038260555  2,406692295 | 483 CCDC177  0,049350802  2.736300168
447 XLOC 12004844 0,009748792  2,406712609 | 484 KIAA1875  0,000217989  2,764298143
448 PSD4 0013182079 2,408523283 | 485 LOC101929452  0,014592647  2.766130116
449 A 33 P3278159  0,000240617 2,413017191 | 486 DPEP3 0,016821083  2,78889732
450 A 33 P3335920 0,036494418 2417337256 | 487 A 33 P3287105 0,000190066 2,827069788
451 LINC00999  0,011462451  2,425238906 | 488 RNVUI-18  0,004204532  2.914189831
452 RNU2-1 0017922413 2,431874845 | 489 A 21 PO004121  0,02221734  2,975944148
453 A 33 P3355717  0,0184938 2435610951 | 490 NYX 0.027174084  3,023547254
454 SNORA73B  0.032432963  2,436639834 | 491 MOCS3 0,009716969  3,174885831
455 A 33 P3245620  0,00107076  2,450216586 | 492 PHOSPHO1  0,040142944  3,227700961
456 UVSSA 0024733271 2,451527627 | 493 LINC00941  0,013405177  9,514392564
457 A 21 P0011573  0,044159917  2,471547732
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1 KANSL1-AS1 0,015107465 -1,990727481 12 ASGR1 0,016886351 -1,534862312
2 KANSL1-AS1 0,009439003 -1,981128896 13 ANG 0,00418403 -1,519404438
3 KANSL1-AS1 0,014192276 -1,88728404 14 FCGR2B 0,011628079 -1,50543677
4 FOLR3 0,034264559 -1,786116245 15 WHAMMP2 0,033850799 -1,500832389
5 A_33 P3288219 0,00813901 -1,660557254 16 YY1 0,010776913 1,501600234
6 COL18A1 0,031798533 -1,649142503 17 FOXO3 0,023739792  1,533924958
7 NDST1 0,019704915 -1,585002163 18 ELFN1 0,045202046  1,534322553
8 MCUR1 0,005501978 -1,575177602 19 CNOT6L 0,042132676  1,549159857
9 VARS2 0,005249848 -1,568905043 20 UTS2R 0,014416214 1,635419746
10 PRKCDBP 0,0030607  -1,567560495 21 SGTB 0,049263918 1,635915574
11 TMTC1 0,021497681 -1,536821863
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1 FOLR3 0,019621268 -7,07538612 36 YWHAZP3 0,006261952  -1,921492973
2 MYOM2 0,04477464 -4,086259472 37 AHSA2 0,011632455 -1,920126127
3 MMP9 0,016130031 -2,876929622 38 R3HDM4 0,018844773  -1,896125693
4 LINC00884 0,007072381 -2,659467149 39 Inc-AL445989.1-2 0,009615943  -1,886007465
5 Inc-RTL1-2 0,023274806 -2,539679331 40 RBFOX3 0,047702655 -1,879266514
6 MOCS3 0,026863675 -2,486188322 41 A_33_P3375133 0,006782978 -1,855534657
7 SDC1 0,025714853 -2,462399239 42 LOC441455 0,047202505  -1,83870955
8 Inc-BTRC-2 0,037553971 -2,405384385 43 LOC284379 0,044935226  -1,838372508
9 PYY2 0,01347781 -2,340808021 44 MAP2K3 0,006484321 -1,827650808
10 ZNF497 0,018338601 -2,339316492 45 ITGB3 0,048605148 -1,823690036
11 CCDC71 0,005349104 -2,291163936 46 CNN2 0,018747343  -1,808156542
12 LY6G6D 0,02812168 -2,217459119 47 NCOA4 0,004199519  -1,798835018
13 PTAFR 0,049362396 -2,205098987 48 Inc-SLC9A1-1 0,024553775  -1,798227741
14 ITGB2 0,00560283 -2,175245353 49 BTNL8 0,038242363 -1,787132863
15 KRT23 0,045560457 -2,152449057 50 LINC01506 0,020927114  -1,785509741
16 LOC100132874 0,017744803 -2,147117886 51 Inc-ASB4-3 0,01066039  -1,774123153
17 LOC643802 0,009810145 -2,071329528 52 HMBS 0,022525356  -1,761274134
18 MIEF1 0,009974512 -2,042564071 53 A_33_P3412687 0,037779206 -1,746014327
19 FOXH1 0,048747169 -2,038968703 54 A_33_P3327818 0,032226315 -1,737331897
20 PSD 0,036989635 -2,038548924 55 A_33_P3260021 0,009042159 -1,735690022
21 PSD4 0,025764773 -2,03625533 56 BRD3 0,012097225  -1,733171242
22 UVSSA 0,041177504 -2,031328443 57 A_33_P3256344 0,021474421 -1,72918741
23 XLOC_I2_013837 0,042716946 -2,023589865 58 PPP3R1 0,030188183  -1,726291147
24 CXCL1 0,033719123 -2,01618421 59 LOC101929866  0,01027431  -1,714235074
25 PRKXP1 0,049145819 -2,014232894 60 MT-ND6 0,029294442  -1,713816451
26 A_33_P3324781 0,008222628 -2,011760934 61 RAB37 0,006269349  -1,710886721
27 BCL2L11 0,015541919 -1,997221147 62 CSGALNACT1  0,001932608 -1,704986404
28 A _33_P3381292 0,040284756 -1,979396501 63 XLOC_I2_015885 0,041248478 -1,698862954
29 Inc-C50rf47-2 0,017080193 -1,977303224 64 CEACAM19 0,047056611  -1,694320028
30 KMT2E-AS1 0,026611046 -1,958311092 65 A_21 P0013759 0,041857711 -1,694260017
31 TNFRSF10C 0,037681959 -1,950914439 66 Inc-STX17-1 0,009109075 -1,690168763
32 GLUD1P3 0,037843839 -1,929122372 67 EIF4E2 0,049654671 -1,687207313
33 LOC100130152 0,014285587 -1,928503757 68 LGALS3 0,02545045  -1,683666645
34 TACSTD2 0,03825127 -1,926827216 69 ATP7A 0,010086247  -1,682605771
35 DNAJB5 0,046852265 -1,925952882 70 BTN2A1 0,010235729  -1,682539163
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71 WHAMMP1 0,006366578 -1,677098535 106 SMG5 0,003229226  -1,570423848
72 A_33_P3257486 0,042324813 -1,667597843 107 LOC284454 0,039415698  -1,569500499
73 LOC100499194 0,017358029 -1,666850495 108 JUNB 0,015614466 -1,566488144
74 MME 0,027994461 -1,660166519 109 EXOC3L1 0,030328782  -1,566120413
75 TBXA2R 0,022256741 -1,660017205 110 LTA4H 0,031189388 -1,564222133
76 MMP1 0,025808029 -1,656639173 111 HSPB8 0,011640824 -1,563214618
77 NADK2 0,011522842 -1,654464879 112 TAB2 0,024274228 -1,563103449
78 VASP 0,001929819 -1,65392615 113 DPCD 0,007386354 -1,561985023
79 KANK3 0,028528842 -1,649540164 114 ACTA2-AS1 0,011163314 -1,557166357
80 A 21 P0013166 0,04127201 -1,646932465 115 A_33_P3244361 0,028758424  -1,552861468
81 A_33_P3336223 0,022445726 -1,646038832 116 IGSF9 0,02691728 -1,551704314
82 DNAH17 0,016930366 -1,643516449 117 PGA4 0,026176099  -1,549527766
83 HRASLS2 0,040813994 -1,639918092 118 MB21D1 0,005992787  -1,544524828
84 CMKLR1 0,001636089 -1,624542088 119 LOC102724231 0,004786792 -1,541764945
85 ATXN3 0,012413644 -1,618341731 120 HDGFRP2 0,035592942  -1,540843954
86 A _33_P3272352 0,025225001 -1,617178258 121 A_33_P3392213 0,04602794  -1,540096578
87 RNVU1-18 0,0179425 -1,616774875 122 CA4 0,016860979  -1,539521427
88 FOXN2 0,049030346 -1,616407125 123 COL18A1 0,000875511  -1,537718172
89 RNU2-1 0,025126423 -1,614337659 124 A_33_P3260974 0,031621567 -1,537053137
90 RAB1B 0,001785589 -1,607363088 125 NFE2 0,013209809 -1,536333454
91 WHAMMP3 0,026707672 -1,605544102 126 DNAJC3 0,037529502  -1,532207956
92 TTC28 0,020840416 -1,605215988 127 Inc-KIDINS220-6  0,039054024  -1,531716166
93 ANXAS8L1 0,048059684  -1,60333043 128 F13A1 0,030337415 -1,530949678
94 A _33_P3288871 0,038506144 -1,602102441 129 RBM10 0,047313314  -1,530282979
95 ODF3B 0,024238299 -1,597553212 130 LOC283335 0,035527384  -1,527485021
96 RFPL4AL1 0,034699062 -1,590424216 131 NHSL2 0,025756914  -1,525976396
97 LINC01504 0,010655617 -1,590258816 132 A_33_P3263512 0,022942127 -1,525938074
98 SLC25A29 0,006326189 -1,587359478 133 ADAM15 0,011006399  -1,525524092
99 LINC01119 0,040280809 -1,585376259 134 WDR1 0,002520453  -1,523157378
100 NADK 0,014939785 -1,581649981 135 ADM 0,014604927 -1,521168221
101 ADAM15 0,00442155  -1,57933304 136 KLHDC7B 0,033580003  -1,520254717
102 ADAMTS7 0,041522467 -1,578400411 137 A_33_P3375910 0,038993359 -1,519721841
103 UCKL1 0,044964466 -1,578349933 138 DOK?2 0,018729956  -1,515618986
104 CARDG6 0,008175345 -1,576321213 139 A _33_P3412695 0,03121217  -1,514821092
105 CASP3 0,002908851 -1,574559215 140 SLC45A4 0,003927891  -1,514733317
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141 PBX2 0,003957394  -1,514445792 176 ITPKB 0,003911534 1,530505649
142 RASSF5 0,005343819 -1,513520609 177 CREB1 0,047661154 1,53157029
143 GPR162 0,021012492  -1,513338097 178 FAM73A 0,014238457 1,532634919
144 ALYREF 0,005485965  -1,509469447 179 NR1D2 0,018743836 1,533369711
145 MIAT 0,045291682  -1,507439415 180 RAD51-AS1 0,040272857 1,533524157
146 THBS1 0,04732898  -1,507188741 181 GATA3 0,012253235 1,535275781
147 RNA5-8S5 0,047283444  -1,50654015 182 MEGF6 0,003389047  1,53592279
148 A_32_P152696 0,025776349 -1,504883562 183 NT5E 0,020753225 1,539849695
149 KCNAB2 0,01445231  -1,504711872 184 NPIPB15 0,026295054 1,540265204
150 CLEC4D 0,043237709 -1,5034301 185 LINC01001 0,047615029  1,54220133
151 STAC3 0,037167458 -1,502700773 186 LOC142937 0,047850494 1,542251402
152 FLJ43681 0,003429142  -1,501707495 187 A_19_Pg 080301 0,045374635 1,543879337
153 CNOT4 0,002917648  1,500190358 188 A_21 P0013065 0,02983896 1,549750988
154 SAP30L 0,012666206  1,500535289 189 ACVR1C 0,034942778 1,549795254
155 DENND1B 0,025744465 1,502711555 190 PWARSN 0,021268657 1,55579158
156 BACH2 0,031019597  1,503139183 191 PDS5A 0,036261065 1,556556486
157 ADTRP 0,043011975 1,503655573 192 RAPGEF6 0,038562428 1,559628556
158 DOCK10 0,045341977  1,503675604 193 MIR4697HG 0,010766829 1,561536524
159 ACSL3 0,010299334 1,5039178 194 GOLGA4 0,028560576 1,566092788
160 LINC00174 0,026043361 1,509616267 195 Inc-DHX40-1 0,008115959 1,571596778
161 FAM171A1 0,034148309 1,510116062 196 BCL11B 0,026227425 1,5744721

162 TPP1 0,024185246 1,510406 197 TTC3 0,021974843 1,575262199
163 RAD51-AS1 0,012260451 1,510635803 198 TSHZz2 0,048509783 1,577019651
164 ZCCHC11 0,016174101 1,510969814 199 LRBA 0,009192988 1,581286751
165 ARID4B 0,049827853  1,511937985 200 ATM 0,029389383 1,582887806
166 RCSD1 0,020384612 1,51280931 201 MAVS 0,028864251 1,586732915
167 PARP11 0,011123313 1,514478454 202 DKFzZP58611420 0,040335728 1,587994082
168 CEP68 0,043723589  1,515289309 203 A 24 P79855  0,018547503 1,588428059
169 KAT6B 0,0477561 1,515767121 204 USP34 0,039031893 1,588563313
170 CEP68 0,039659161  1,516824128 205 XLOC_I2_013931 0,035887887 1,592097893
171 ZNF587 0,018184083  1,520272021 206 OTUD4 0,006275394 1,595076228
172 MAVS 0,039670622  1,522562001 207 NPIPB8 0,022905733 1,595164021
173 ZSCAN18 0,000516012  1,525724306 208 TCF7 0,033900309 1,596960571
174 ANKRD11 0,025524212  1,526299984 209 Inc-C210rf58-1 0,02500706  1,59749801
175 SLC35E2B 0,003022669  1,527078378 210 MYCBP2 0,002086403 1,603057998




Tabela XX — Lista de genes e probes diferencialmente expressos* CR X SR

119

Ordem  Simbolo Oficial p Log 2 fold Ordem Simbolo Oficial p Log 2 fold

change change
211 USP24 0007631815 1,600368634 | 228  INC-AC073263.1-2  0,022227371  1,687847548
212 RPS3 0012810385  1,612080548 | 229 DOCK9 0.023109954  1,688899043
213 Inc-FAMI05B-1  0,000961652 1.614538572 | 230 TNPO1 0011851091  1,703876173
214 Inc-PPA2-1  0,017771054 1,615122975 | 231 A 33 P3237674  0,045399595 1,710188835
215 LOC606724  0,043673437  1,622235578 | 232 CYP1B1 0.029413289  1,711356704
216 ZBTB20 0,009815068  1,622862833 | 233 SMC3 0.045689551  1,718933105
217 A—lg—Pf°8°°68 0007580113 1,632437418 | 234 CYFIP2 0,003243616 1,722613246
218 LINCO1004  0,010286433 1,644236616 | 235 BODIL1 0,009735421  1,760086723
219 LINC01004  0,024800454 1,647577822 | 236 Inc-AC114947.1.1-2 0,008155708  1,795586779
220 NFAT5 0,009158439  1,647927489 | 237 POLR214 0019289225  1,797021859
221 TTN 0,018902875  1,654640013 | 238 INC-FAM105B-1  0,00671728  1,844078472
222 PRKCH 0,013620253  1,658309702 | 239 FLJ38717 0,007167841  1,860491574
223 LRRC58 0015267278 1.659962 240 LOC100131541  0,047445134  1,861944075
224 A 33 P3266993 0,021738715 1,666130976 | 241 PEN1P2 0034161219 1,958170399
225 HIRA 0,019895993  1,668506267 | 242 LOC340335  0,011342579  1,97845621
226 CCSER? 0023257219 1,676921118 | 243 DYNLT3 0035637718 2.145486187
227 REL 0015073202 1,685343836




