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Resumo Introdugéo: O genequecodificao fator de crescimento endotelial vascular (V EGF) tem sido investigado no
desenvolvimento de doencas coronéarias. Estudos apontam para um efeito protetor do VEGF no
desenvolvimento da placa aterosclerética, atuando como regulador da integridade endotelial vascular. O
polimorfismo 936C>T do gene VEGF estd associado com reducdo dasintese da proteina e parece desempenhar
um importante papel no desenvolvimento da doenca arterial coronariana (DAC). Objetivo: Investigar a
relacdo entre o polimorfismo VEGF e presencga, extensdo e gravidade daDAC. CasuisticaeM éodos: Foram
incluidos no estudo 50 pacientes com DA C confirmada por angiografia coronaria e 50 individuos controles
sem sinais angiograficos dadoenca. A genotipagem do polimorfismo VEGF 936C>T foi realizadapor Reacéo
em cadeia da polimerase, seguida de digestéo enzimética. As andlises estatisticas foram feitas por meio de
teste Qui-quadrado, Teste exato de Fisher, Testet e Regressdo |ogistica. Resultados: Tabagismo e Diabetes
Mellitus (DM) foram mais freqlientes nos pacientes em relagdo aos controles (P = 0,015 e P = 0,013,
respectivamente). As freqliéncias do alelo polimérfico foram 0,11 no grupo de pacientes e 0,17 no grupo
controle (P=0,308). A distribui¢do genotipicanéo diferiu significantemente entre os grupos (P=0,397). Os
gendtipos VEGF 936C>T néo foram associados ao nimero de vasos obstruidos (P = 0,452) ou grau de
obstrucdo arterial (P=0,681). Conclus&o: O polimorfismo 936C>T do gene VEGF n&o apresentou associagdo
com a DAC ou com a severidade da obstruc&o coronariana.
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Abstract Introduction: Thegeneencoding vascular endothelial growth factor (VEGF) hasbeeninvestigated in coronary
artery disease progression. Studiespoint out protector effect of VEGF on atherosclerotic plague devel opment,
playing regulating role of vascular endothelial integrity. The polymorphism VEGF 936C>T isassociated with
reduction of the protein synthesis, and could have an important role in coronary artery disease (CAD)
development. Objective: To investigate the rel ationship between the VEGF 936C>T polymorphism and the
presence, extension, and severity of CAD. Casuistics and Methods: Fifty patients with CAD confirmed
angiographically, and 50 individuals without angiographic signs of the disease were included in the study.
The genotyping of the VEGF 936C>T polymorphism was conducted by Polymerase chain reaction followed
by enzyme digestion. Statistical analyseswere performed by Chi-square, Exact Fisher test, Test t and Logistic
regression. Results: Smoking and Diabetes Mellitus (DM) werefrequent in patients compared to the controls
(P=0.015and P=0.013, respectively). Thefrequencies of the polymorphic allelewere0.11inthe CAD group
and 0.17 in the control group (P = 0.308). Genotype distribution did not differ significantly between the
groups (P =0.397). The genotypes VEGF 936C>T were not associated to the number of blocked vessels (P
=0.452), or degree of arteria obstruction (P=0.681). Conclusion: The polymorphism 936C>T of the VEGF
gene did not present association with CAD or with severity of the coronary obstruction.

Keywor ds: Genetic Polymorphism; Vascular Endothelial Growth Factor A; Coronary Arteriosclerosis; Risk
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Introducéo

A doencaarterial coronéria(DAC) caracteriza-se pelaformagdo
de placa aterosclerética na parede dos vasos sanguineos, na
regi&o proxima ao limen do vaso, denominada tunica interna
ou intima. A placaaterosclerética apresentaum importante papel
na captura e migracdo leucocitéria para a parede do vaso®. A
base genética da aterosclerose ndo é totalmente conhecida; no
entanto, genes envolvidos em processos inflamatorios,
metabolismo de lipidios e coagulacdo ja foram associados a
vérias caracteristicas da doence?.

O gene que codificao fator de crescimento endotelial vascular
(VEGEF) tem sido investigado em estudos de doengas coronarias
5. O VEGF éumadglicoproteinade 45kDa secretado na parede
vascular por células endoteliais e células musculares lisas. E
um importante mitégeno que promove aproliferacdo de células
endoteliais e a angiogénese ®8. Alguns estudos apontam para
um efeito protetor do VEGF no desenvolvimento da placa
aterosclerdtica, atuando como regulador da integridade
endotelial vascular. Em resposta & administragdo de VEGF
recombinante na artérialesada, foi observada umareducédo do
espessamento da camada intima da parede arterial e uma
diminuicdo daformagéo de trombos®,

Varios polimorfismos foram descritos no gene VEGF, alguns
dos quais estdo associados com expressao diferencial da
proteinaVEGF invitro™**. Ospolimorfismos 702C>T, 936C>T e
1612G>A do gene VEGF, apesar de ndo estarem localizados na
regido promotora, foram avaliados e concentragfes plasmaticas
significantemente mai s baixasforam observadas em portadores
do alelo 936T comparado a ndo portadores. As alteracdes
702C>T e1612G>A ndo mostraram associagdo com oshiveisde
VEGF produzidos®®. Outros dois polimorfismoslocalizados na
regido promotora do gene VEGF (—1154 e —2578) estéo
associados com altos niveis daproteina. Individuos portadores
dos alelos polimérficos -1154G ou -2578C apresentam
concentragdes mais el evadas em rel agcdo aos ndo portadores4.
O entendimento do papel do VEGF naaterosclerose, bem como
dos fatores que podem regular a sintese dessa proteina é de
grande importancia no esclarecimento dos mecanismos que
levam ao desenvolvimento da DAC. A investigacdo do
polimorfismo VEGF 936C>T em DAC éfundamentadano fato
deste estar relacionado com niveisreduzidosde VEGF. Umavez
que o VEGF pode exercer um efeito protetor na aterosclerose,
portadores deste polimorfismo poderiam ter uma maior
predisposi¢cdo ao desenvolvimento da DAC, pois produziriam
guantidades menoresde VEGF.

CasuisticaeMéodos

O estudo foi aprovado pela Comissio Nacional de Etica em
Pesquisa e pelo Conselho de Etica em Pesquisa da Facul dade
deMedicinade S&o José do Rio Preto - FAMERP. O diagndstico
de DACfoi confirmado ou excluido por angiografiacoronéria,
analisada por dois observadores em andlise cega quantitativa.
Osindividuos que apresentaram lesdo ateroscleréticano exame
angiogréfico foram incluidos no grupo DAC. Em caso de
resultado angiogréfico negativo, o individuo foi incluido no
grupo controle. Foram avaliados 100 individuos caucasoides

(50 com DAC e 50 controles) procedentes do Servigco de
Cardiologia e Cirurgia Vascular do Hospital de Base de S&o
Josédo Rio Preto. A extensdo daDACfoi determinadade acordo
com o numero de vasos coronérios envolvidos (1 a 3), e a
gravidade pelo grau de obstrugdo arterial (estenose <50%, 50-
75%, >75-95% e >95%). Individuos submetidos & cirurgia de
revascularizag8o cardiaca, substituic&o de valvulas cardiacas
ou colocagdo de prétese laminar coronariana foram excluidos
do estudo. Foram considerados caucasoides os individuos que
ndo apresentaram ascendéncia de outros grupos étnicos nas
trés geracOes antecedentes'™.

Fatores de risco cléssicos para a DAC foram também
investigados. Os critérios para definir diabetes foram o uso de
agentes hipoglicémicosoraisouinsulina, ou niveisde glicemia
acimade 126 mg/dL ; parahipertensdo, o uso de medicacéo anti-
hipertensivaou pressdo sanguineaacimade 140/90 mmHg; para
etilismo, a ingestdo de acool com freguéncia definida sem
andlise quantitativa; para tabagismo foram considerados
individuos que fumaram >100 cigarros durante a vida e
atual mente fumam regularmente.

Amostras de sangue periférico foram coletadas apos
consentimento livre e esclarecido. O DNA foi extraido de
leucécitos'® e amplificado pelatécnicade Reacdo em cadeiada
polimerase (PCR), descritaanteriormente™ Trintaciclos (95°C
por 60s, 59°C por 60s e 72°C por 60s) foram realizados para
amplificar umfragmento de 198 pb (pares de base). Um Ultimo
ciclode 10 minutosa 72°C foi realizado paraextensdo final das
cadeias. O produto de da amplificacdo foi submetido a andlise
de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricéo
(RFLP) com a utilizagdo da enzima de restricdo Nla I11*. Os
fragmentos resultantes da digest&o foram analisados em gel de
agarose 2,5%. Napresencado alel o selvagem C o fragmento de
198pb néo foi cortado. Para o alelo T foram produzidos
fragmentos de 114 pb e 84 pb. Individuos heterozigotos
apresentaram os trés padrdes de banda. Diferencas entre os
grupos paradistribui¢cdes al élicas e genotipicasforam avaliadas
por Teste Exato de Fisher. Teste Qui-quadrado foi utilizado para
avaliar a associagdo entre genétipos e nimero de vasos
obstruidos ou grau de obstrucéo arterial. Médias foram
comparadas por Testet. O Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
foi avaliado pelo Teste Qui-quadrado. A relacéo independente
do polimorfismo VEGF C>T ede outrosfatoresderisco paraa
DAC foi analisada por Regresséo logisticamultipla. Valor de P
d” 0,05foi considerado paraestabel ecer significanciaestatistica.
Asandlises estatisticasforam realizadas utilizando o programa
Minitab for Windows e Bioestat 3.0.

Resultados

A caracterizac8o dos pacientes em relacdo aos fatores de risco
paraa DA C estaapresentadana Tabela 1. Tabagismo e Diabetes
Mellitus foram mais freguientes nos pacientes em relacéo aos
controles.

N&o foram observadas diferencas nas frequéncias alélicas (P =
0,308) e genotipicas (P = 0,397) entre os grupos (Tabela1). O
alelo Cfoi maisprevalente no grupo com DAC (0,89) econtrole
(0,83), assim como o gendtipo homozigoto selvagem VEGF
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936CC no grupo DAC (80%), e heterozigoto VEGF 936CT no
grupo controle (70%). O teste do HWE mostrou que a
distribuigo genotipicafoi semelhante & esperadaem ambos os
grupos DAC econtrole(x2 =1,01; P=0,313 ex? =2,19; P=0,138,
respectivamente).

Os genétipos do polimorfismo VEGF 936C>T ndo foram
associados ao nimero de vasos obstruidos (P = 0,452) (Tabela
2) ou grau de obstrucdo arterial (P=0,681) (Tabela3).
Regressdo logisticamultiplafoi realizada paraavaliar fatoresde
risco independentes paraa DAC. No modelo foram incluidos:
sexo, idade, tabagismo, etilismo, hipertensdo arterial, Diabetes
Méllituse o polimorfismo VEGF 936C>T. Tabagismo (OR 4,32
IC 1,4 —13; P = P=0,009) e diabetes (OR 4,73 IC 1,4 — 16,5;
P=0,015) foram significantemente associados a DAC. O
polimorfismo VEGF 936C>T néo se mostrou um fator derisco
independente (P = 0,246).

Discusséo

A DAC caracteriza-se por umadoenga multifatorial modulada
por fatores de risco genéticos e ambientais. Sua incidéncia é
relacionada a vérios fatores de risco conhecidos como
sedentarismo, alimentagdo, estresse, tabagismo e alteracbesem
genes envolvidos nos mecanismos de desenvolvimento da
aterosclerose 57,

O Diabetes Mellitus apresentou associagdo com a DAC,
concordando com achados que mostram ainfluénciadadoenca
nagravidade da DA C 8. Foi observado que o diabetes acelera
0 processo de aterogénese e aumenta a resposta inflamatéria
das lesBes ateroscleréticas em model os animais. Segundo esse
estudo, um acel erado processo de aterogénese juntamente com
aumento da quantidade de macrofagos nas lesdes
ateroscler6ticas foi observado °.

Também foi encontrada uma associacéo entre tabagismo e a
DAC no presente estudo. Outrostrabal hos encontraram relagdo
entre o habito tabagista e o risco aumentado para doencas
cardiovasculares 1829, O fumo é um dos principais fatores de
risco estabelecidos para DAC e infarto do miocéardio 82°,
Disfuncéo vasomotora, inflamacéo e alteracéo lipidica séo
fatores importantes para o inicio e progressdo da aterosclerose
121 Em humanos, o fumo promove disfuncéo da vasodilatacdo
em artérias coronarias %% e estudos in vitro mostram que o
cigarro esta associado com diminuicdo da disponibilidade de
oxido nitrico 24, umradical livreresponsavel pelavasodilatacio
do endotélio®. In vivo, o fumo esta associado com niveis
elevados de marcadoresinflamatérios, como proteina C-retiva,
interleucina-6 e fator de necrose tumoral 52, O fumo pode
promover a aterosclerose, ainda, por sua influéncia no perfil
lipidico. Fumantes apresentam niveis de colesterol sérico,
triglicéridese LDL -C significantemente maisatosemrelacdo a
ndo fumantes, enquanto que os niveis de HDL-C s&o
encontrados mais baixos nesses individuos®.

O papel desempenhado pelo V EGF na ateroscl erose permanece
obscuro, uma vez que estudos observaram resultados
contraditérios. Alguns trabal hos apontam o VEGF como fator
anti-aterosclerético capaz de promover a reendotelizagcdo e a
reducéo do espessamento dacamadaarterial intimaeformagdo

detrombos'®. Outros mostraram que a administracao de VEGF
humano recombinante acentua a progressdo da placa
aterosclerética em model os animais®. A neovascul arizagéo da
placa aterosclerotica, mediada pelo VEGF, disponibiliza
nutrientes e componentes paraaplaca, aumentando seu volume.
Em paredes de artérias com oclusédo total, microvasos
denominados vasavasorum foram rel acionados, em anatomiae
quantidade, ao grau deinflamacdo dacamadainternadaplaca®™.
Foi observada uma diminuicdo da progresséo da aterosclerose
secundariaainibico daneovascularizagdo mediadapelo VEGF2.
Dessa maneira, mais estudos sdo necessarios para o
esclarecimento doreal papel doVEGF no desenvolvimento DAC.
Polimorfismos do gene VEGF foram associados com variagdes
naexpressdo da proteinaem alguns estudos'**#, podendo, assim,
influenciar o processo de desenvolvimento da aterosclerose.
Niveisplasméticosde VEGF s gnificantemente maisbaixosforam
encontrados em portadores do alelo alterado VEGF 936T em
relacdo aos ndo portadores®. Por este motivo, a investigacdo
deste polimorfismo em DA C éimportante para o entendimento
e esclarecimento dos fatores envolvidos no aumento do risco
de desenvolvimento da aterosclerose coronaria.

Neste estudo, freqiiéncias al élicas e genotipicas do polimorfismo
936C>T do gene VEGF ndo diferiram entre pacientescom DAC
econtroles. Os gendtiposdo polimorfismo 936C>T também néo
foram associados em relagcdo ao nimero de artérias obstruidas
ou aseveridade do comprometimento arterial . Outras alteractes
no gene VEGF tém sido investigadas em DA C®; no entanto, ndo
existem dados arespeito dafregiiénciado polimorfismo VEGF
936C>T emindividuoscom DAC. A frequiénciado a elo dterado
em nosso estudo foi semel hante agquel as observadas por outros
autores em estudos de outras afecc6es®3. Na populacéo
chinesa, o alelo polimdrfico foi observado em 17,4% de pacientes
com carcinoma espinocelular oral e em 14,9% de individuos
controles®. Estudo realizado com populagao da Turquia
mostrou uma freqiiéncia de 0,21 em individuos com febre
mediterraneae de 0,19 em control es saudaveis*. Em populagdo
canadense com artrite, o aelo alterado foi observado em 11,6%
eem 16,8% dos individuos controles®. Assim, mais estudos se
mostram necessarios paraavaliagdo destavariabilidade genética,
principal mente na popul agéo brasileira.

Tamanho amostral € um importante fator em estudos caso-
controle, principa mente eminvestigaces de polimorfismoscom
ata frequiéncia na populagdo. Estudos com niimero maior de
individuos, além dainvestigacdo de outras alteracdes no gene
V EGF, podem fornecer importantes dados para o esclarecimento
da participac@o do VEGF na aterosclerose e dos fatores que
contribuem paraaetiologiadaDAC.

Conclusdo
Neste estudo ndo foi observadaassociacéo entre o polimorfismo
936C>T do geneque codificaVEGFeaDAC.
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Tabela 1. Caracteristicas antropométricas e clinicas da amostra.

Pacientes Controles
Caracteristicas (n=50) (n=50)
Avaliadas N % N % Valor de P*
F 18 36 19 38
Sexo 0,836
M 32 64 31 62
Idade (médiatDP) 61,3814 55,94+13 0,045
Tabagismo 35 70 22 0,015
Etilismo 15 30 17 0,830
HAS 41 82 32 0,072
DM 16 32 05 10 0,013
VEGF 677C>T
cc 40 80 35 70
CT 9 18 13 26 0,847
TT 1 2 2 4
Frequénciado alelo T 0,11 0,17 0,789

DP — desvio padréo; HAS — hipertensgo arterial sistémica; DM — diabetes mellitus. *As
freqiiéncias foram comparadas por Teste Exato de Fisher; a média de idade foi analisada
por Testet.

Tabela 2. Distribuicgo das frequiéncias genctipicas do polimorfismo VEGF 936C>T com o

nimero se vasos |esados.

NUmero de artérias obstruidas

Genétipo Umaartéria Duasartérias Trésartérias Valor deP
n(%) n(%) n(%)
cC 09 (69) 16 (84,2 15(83,3)
CT 04 (31) 02 (10,5) 03 (16,7) 0,452
TT 0(0) 01(53) 0(0)
n—ndmero de individuos
Tabela 3. Distribuigéo genotipica e severidade da lesdo coronariana
Grau de obstruggo arterial
Genétipo <50% 50-75% >75-95% >95% Valor deP
n(%) n(%) n(%) n(%)
CcC 4(100) 09 (69,2) 16 (53,3 11(84,6)
CT 0(0) 04 (30,8) 03 (10) 02 (15,4) 0,681
T 0(0) 000 01(36,7) 0(0)

n —ndmero de individuos
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