Determinantes genéticos de doenga arterial coronaria em uma amostra da populagao brasileira

A importancia da doenga arterial coronariana (DAC) na sociedade "moderna" é atestada pelo grande
numero de pessoas afetadas por ela. Os dados da Organizagdo Mundial de Saude estimam que a doenga
isquémica do coragdo serd a segunda principal causa de morte em todo o mundo até 2030. Além disso,
com o advento das ferramentas de predi¢do de riscos e estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS,
do inglés Genome-Wide Association Studies), varios estudos tem demonstrado o uso de escores
genéticos de risco para predizer DAC, porém estes escores apresentam apenas uma discreta melhora na
capacidade de avaliagdo.

O presente estudo desenvolveu um escore genético de risco (GRS, do inglés Genetic risk score) para
DAC, utilizando polimorfismos previamente associados a DAC e/ou a fenétipos relacionados a doenga.
Mil, trezentos e quarenta e nove individuos, provenientes do Estudo Longitudinal da Saude do Adulto
ELSA-BRASIL (Aquinio et al. 2012), foram genotipados para nosso estudo. Usando polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphisms) obtidos a partir da base de dados
online de GWAS avaliamos a associa¢do de cada polimorfismo escolhido com os fatores de risco para
doenca cardiovascular.

Modelos Zero-inflacionados foram utilizados para a construgdo do escore de risco genético (GRS).
Escore de risco de Framingham para DAC em 10 anos (FRS, do inglés Framingham Risk Score) foi
calculado de acordo com o descrito por Wilson e D’Agostino. Também foram criados outros dois
escores: 0 primeiro, um modelo com apenas a idade e sexo; o segundo, apenas utilizando a informagado
genética. Comparamos o modelo Idade+Sexo com o GRS e FRS por meio de curva ROC e avaliamos o
desempenho dos modelos em comparagdo com FRS.

INTRODUGAO

A doenga arterial coronaria (DAC), dentre as doengas cardiovasculares, é a principal causa de
mortalidade e a que mais consome recursos na area de saude nos paises industrializados (Murray et al.
2012). No Brasil, segundo o DATASUS, foram cerca de 250 mil internagdes em 2014, o que resultou num
custo direto de mais de um bilhdo de reais.

A etiologia da DAC inclui fatores genéticos e ambientais e a interacdo entre ambos. A detecgdo precoce
e estratificagdo de individuos de alto risco sdo de grande importancia e podem direcionar as decisoes
sobre a prevengdo de novos eventos e tratamento (Chen et al. 2011). O calcio arterial coronariano (CAC)
é um componente da aterosclerose, detectado, quase que exclusivamente, em artérias aterosclerdticas
(Youssef et al. 2013), assim em estudos observacionais de grande escala, o escore de célcio adiciona
valor de progndstico a predicdo de morte cardiaca e infarto do miocardio, especialmente em pacientes
de risco intermediario para eventos (Labree et al. 2004; Elias-Smale et al. 2010; Polonsky et al. 2010). A
deteccdo do CAC tornou-se um método estabelecido para avaliacdo de risco cardiovascular, por isso é
usada como nossa variavel resposta no estudo.

Por se tratar de uma doenga complexa a DAC estd associada a multiplos fatores: ambientais, genéticos e
a interacdo entre esses dois (Chen et al. 2011). Os fatores de risco classicos associados sdo: dislipidemia,
hipertensdo arterial, diabetes, tabagismo e obesidade, historia familiar precoce para a DAC e
sedentarismo (Unal et al. 2004).

Muitos estudos tém demonstrado que os mecanismos complexos, determinados por variantes
genéticas, podem influenciar a incidéncia de eventos cardiacos adversos importantes. Uma das
ferramentas mais usadas para encontrar associacdo de novos polimorfismos (variantes genéticas) as
doencas estudadas sdo os Estudos de associagdo o gendmica ampla (GWAS, do inglés Genome-Wide
Association Studies). Eles fornecem informagdes preliminares sobre a associagdo entre genes e



fendtipos, sem que o pesquisador precise se valer de conhecimentos prévios sobre a fisiopatologia da
doenca para gerar candidatos a serem testados (Baudhuin 2009).

Escores de risco genéticos permitem fazer uma avaliagdo composta por dados genéticos em doengas
complexas. Estas ferramentas permitem combinar o risco relacionado a saude modelada pela
informagdo genética em um Unico numero, o que permite uma medida mais direta a ser utilizado para
predigdo de risco (Smith et al. 2015).

No geral, o uso de GRS (do inglés, Genetic Risk Score) tem sido aplicado para melhorar a avaliagdo de
risco com base em modelos de predicdo ja estabelecidos. Partindo deste cendrio, este trabalho teve
como objetivo criar um GRS para estimar o risco de DAC, a partir de SNPs selecionados por meio de
catdlogo online de GWAS.

Modelos lineares generalizados foram utilizados de acordo com o comportamento dos dados de cada
fator de risco. Varidveis como glicose, colesterol total, HDL-C, LDL-C, triglicerideos e proteina C-reativa
tiveram seus logs obtidos para serem ajustados ao modelo. O modelo foi ajustado por idade, sexo e
ancestralidade africana. Depois disso, a analise de associagao foi realizada entre CAC e os polimorfismos
utilizando o modelo zero-inflacionado.

Para descrever os dados de CAC, foi utilizado o modelo ZlGamma ajustado para idade, sexo,
ancestralidade africana e cada um dos SNP selecionados. Polimorfismos com valores de p < 0.05 foram
selecionadas para o modelo de regressdo multipla. O CAC foi definido de acordo com Agatston et al., e
foi usado como um variavel continua (Agatston and Janowitz 1990).

A partir dos resultados deste modelo um escore de risco genético foi formulado e, de forma analoga,
outros dois escores também foram criados, sendo um deles apenas para ldade+Sexo e outro com
somente a informagdo genética dos SNPs. Nés utilizamos a andlise da curva ROC para estabelecer os
melhores pontos de corte dos escores e para classificar os individuos como afetados com DAC (CAC
>100) ou ndo afetados com a doenca (CAC <100).

Nds avaliamos o desempenho dos valores preditivo positivo e negativo do GRS, do modelo Idade+Sexo e
FRS, analisamos também a sensibilidade e a especificidade. As analises foram realizadas com R versdo
3.1.1 e SPSS versao 20.

SELECAO DOS SNPs CANDIDATOS.

Os polimorfismos elegiveis a marcadores moleculares para DAC foram selecionados a partir de GWAS
publicados até novembro de 2012 e organizados no banco de dados do National Human Research
Genome Institute, de acordo com o fenétipo da doencga ou o trago, a que o SNP esta relacionado.

ANALISES DE ASSOCIACAO DE CAC COM SNPs

Inicialmente foi realizada uma analise descritiva da variavel CAC, para analisar algumas caracteristicas de
sua distribuicdo. A Tabela 1, apresenta algumas medidas do CAC. Observa-se que tem uma alta
variabilidade e até o valor da mediana se tem zeros, al observar com mais detalhe se determino que
aproximadamente 78% da amostra apresenta valor de zero para o escore de calcio.

Variable minimo Ql median  media Q3 maximo desvio padrao

CAC 0 0 0 34.86 0 5363 184.107

Tabela 1. Medidas de resumo para a variavel CAC.

O CAC tem uma distribuicdo continua com um "ponto de massa em zero"; com isso, se mostra um caso
especial de dados zero-inflacionado. Os modelos de regressdo linear sdo inadequados para esse tipo de



dados. Em vez disso, usamos uma distribuicdo zero-inflacionada gama (ZIGamma) permitindo que os
dados possam ser decompostos em duas partes: a primeira, um modelo binario que determina a
probabilidade de que o resultado seja 0 ou superior a 0; e a segunda, uma distribuicdo continua que
modela o valor predito para um escore de calcio condicionado ao valor maior de zero. Este tipo de
modelo é similar ao aplicado em estudos anteriores; por exemplo, o MESA (Multi-Ethnic Study of
atherosclerosis) (Ma et al.2010). O modelo ZIGamma foi ajustado para idade, sexo, ancestralidade
africana e cada um dos SNP selecionados.

CAC = Modelagem continua (i) + Modelagem discreta (n)

Em que
u = idade + sexo + ancestralidade + SNP1 + €

n = idade + sexo + ancestralidade + SNP1 + €.

Polimorfismos com valores de p < 0.05 foram selecionadas para o modelo de regressdo multipla. O CAC
foi definido de acordo com Agatston et al.,, e foi usado como um varidvel continua (Agatston and
Janowitz 1990).

Em total foram 265 modelos corridos. Como resultado do ajuste do modelo encontramos 56 SNPs que
foram significativamente associados com o CAC; sendo que, seis deles foram significativos em ambas as
partes do modelo. Na parte continua do modelo, 33 SNPs foram estatisticamente associados ao CAC;
sendo que, nove destes foram previamente associados diretamente com DAC, e oito foram previamente
associados com diabetes mellitus tipo Il. Na parte discreta do modelo, 17 SNPs foram significativamente
associados com CAC; sendo que, quatro foram previamente associados com doenca arterial
coronariana, e cinco foram previamente associados com diabetes tipo Il.

FORMULACAO ESCORE GENETICO

Para a derivagdo do GRS, foi ajustado um modelo zero-inflacionado multiplo com 871 individuos. Estes
individuos sdo o resultado da genotipagem de 47 SNPs escolhidos para obter o escore.

A partir disso, foram calculados os valores ajustados da parte discreta e continua do modelo. Os valores
ajustados da parte continua fornecem o valor estimado do CAC, dado CAC > 0. Os valores da parte
discreta do modelo fornecem a probabilidade de o individuo ter CAC = 0. Depois disso, o valor do GRS é
formulado como:

GRS =W % (1 — P(CAC = 0)) = (CAC| CAC > 0)

W corresponde a um peso especifico, calculado como um peso que minimiza o erro quadrado médio dos
valores ajustados de CAC. Em outras palavras, W varia de 0,1 a 5, em incrementos de 0,1, o W para este
modelo corresponde a 0,76. Desta forma, o GRS é calculado como:

GRS = 0.76 * (1 — P(CAC = 0)) + (CAT|CAC > 0)

O GRS foi derivado a partir do modelo zero-inflacionado, como descrito acima. Nés comparamos seu
desempenho com o escore Idade+Sexo e FRS para DAC em 10 anos por meio de andlise da area sobre a
curva (Figura 10). Os pontos de corte para os escores foram obtidos por meio do ponto maximo da soma
entre a sensibilidade e especificidade dos escores obtidos com os modelos ajustados.
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Figura 10. Gréfico das curvas ROC (Receiver operating characteristic). Curvas ROC dos escores GRS,
Idade+Sexo e FRS para a predicdo de CAC. As areas sob as curvas sdo 0,908, 0,860 e 0,812,
respectivamente.

A Tabela 4 mostra que o GRS alcanga uma predigdo de 91%, que foi maior do que os valores obtidos
para o escore ldade+Sexo e FRS (86% e 81%, respectivamente). Além disso, o FRS e escore Idade+Sexo
apresentaram menor sensibilidade do que o GRS. Em contrapartida, FRS foi o que apresentou maior
valor preditivo positivo (VPP) devido a maior especificidade encontrada.

Tabela 6 — Desempenho do GRS em comparagdo com o escore ldade+Sexo e FRS

GRS Idade+Sexo FRS

Estatistica-C (IC 95%) 0.908 0.86 0.812

(0.882 - 0.934) (0.825 - 0.895) (0.774 - 0.850)
Sensibilidade (%) 93 84 43
Especificidade (%) 76 74 90

VPP (%) 38 33 41

VPN (%) 99 97 90
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