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RESUMO

Introducdo: A prevaléncia de doenca cardiovascular (DCV) aumenta exponencialmente em
mulheres na pos-menopausa. O declinio dos niveis de estrogénio enddgeno tem sido
associado com aumento de fatores de risco cardiovascular e a presenca de inflamacao
desempenha um papel central na aterosclerose. A proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us) é
um importante marcador de inflamagdo, capaz de predizer risco para DCV em pessoas
aparentemente saudaveis. O polimorfismo rs1205 do gene CRP tem sido associado aos niveis
circulantes de PCR-us.

Objetivo: Avaliar se gendtipos do rs1205 do gene CRP estdo associados com fatores de risco
cardiovascular e a presenca de inflamacéo cronica de baixo grau, de acordo com os niveis de
PCR-us, em mulheres na pés-menopausa.

Métodos: Estudo transversal realizado a partir de um biorrepositério com 327 amostras de
mulheres na pds-menopausa sem doenca clinica evidente. Dados da avaliacdo clinica e
laboratorial para fatores de risco cardiovascular foram coletados. Cartdes de FTA (Flinders
Technology Associates) foram utilizados para extracdo de DNA e posterior genotipagem por
RT-PCR. A amostra foi estratificada de acordo com PCR-us inferior ou > 3 mg/L.
Resultados: A média de idade da amostra foi 55 + 6 anos. Oitenta e nove mulheres
apresentaram PCR-us > 3mg/L (27,21%). Idade, tempo de menopausa e glicemia em jejum
foram similares entre os grupos com PCR-us < ou > 3mg/L. Participantes com PCR-us
>3mg/L apresentaram maiores niveis de triglicerideos e HOMA-IR (p<0,005) e maior
frequéncia de cintura > 88cm e IMC > 30kg/m? (p<0,001). A distribuicdo genotipica foi CC:
39,4%, CT: 47,4% e TT: 13,2%. Os niveis de PCR-us foram significativamente maiores nas
portadoras de alelo C quando comparadas ao genotipo homozigoto TT [1,85 (0,74 - 3,73) vs.
1,28 (0,59 - 2,09), p = 0,017]. As portadoras do alelo C (CC+CT) foram mais prevalentes no
grupo com PCR-us >3mg/L (97% vs. 83%, p = 0,003) e apresentaram razdo de prevaléncia
(RP) para PCR-us >3mg/L de 4,34 [1C95% 1,44-13,11], (p = 0,009). IMC e idade tiveram RP
de (1,07 [IC95% 1,04-1,10] e 1.03 [IC95% 1,01-1,06], p<0,03). Niveis de estradiol
apresentaram RP de 0.99 [1C95% 0,98 — 0.99], (p = 0,03).



Conclusao: A presenca do alelo C do SNP rs1205 do gene CRP foi associada com maior
prevaléncia de inflamacédo cronica de baixo grau e risco cardiovascular em mulheres na pos-
menopausa.

Palavras chave: Menopausa, polimorfismo, risco cardiovascular, proteina C reativa.



ABSTRACT

Introduction: The prevalence of cardiovascular disease (CVD) increases exponentially in
postmenopausal women. The decline in endogenous estrogen levels has been associated with
the presence of cardiovascular factors and the presence of inflammation plays a central role in
atherosclerosis. High sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) is an important marker of
inflammation, capable of predicting the risk for CVD in apparently healthy people. The
rs1205 polymorphism of the CRP gene has been associated with circulating levels of hs-CRP.
Objective: To evaluate whether rs1205 genotypes of the CRP gene are associated with
cardiovascular risk factors and the presence of low-grade chronic inflammation according to
the levels of hs-CRP in postmenopausal women.

Methods: Cross-sectional study conducted from a bio-bank with 327 samples of
postmenopausal women without evidence of clinical disease. Data from the clinical and
laboratory evaluation for cardiovascular risk factors were collected. FTA cards (Flinders
Technology Associates) were used for DNA extraction and subsequent genotyping by RT-
PCR. The sample was stratified according to lower hs-PCR or > 3mg/L

Results: The mean age of the sample was 55 * 6 years. Eighty-nine women had hs-CRP >
3mg/L (27.21%). Age, time since menopause, and fasting glucose, were the same between the
groups with hs-CRP < or > 3mg/L. Participants with hs-CRP > 3mg/L presented higher levels
of triglycerides and HOMA-IR (p <0.005) and higher waist frequency > 88cm and BMI >
30kg/m? (p <0.001). The genotype distribution was CC: 39.4%, CT: 47.4% and TT: 13.2%.
The levels of hs-CRP were significantly higher in the C allele carriers when compared to the
homozygous TT genotype [1.85 (0.74 - 3.73) vs. 1.28 (0.59 - 2.09), p = 0.017]. The C allele
carriers (CC + CT) were more prevalent in the group with hs-CRP > 3mg/ L (97% vs. 83%, p
= 0.003) and presented a prevalence ratio for hs-CRP of 4.34 [95% CI 1.44-13.11], (p =
0.009). BMI and age had PR of (1.07 [IC95% 1.04 — 1.10] e 1.03 [IC95% 1.01 -1.06] ,
p<0.03). Estradiol levels had a PR of 0.99 [95% CI] 0.98 - 0.99], (p =0.03).

Conclusion: The presence of the rs1205 SNP C allele of the CRP gene was associated with a
higher prevalence of low-grade chronic inflammation and cardiovascular risk in

postmenopausal women.

Keywords: Menopause; polymorphism; cardiovascular risk; C reactive protein.
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Essa Dissertacdo de Mestrado segue o formato proposto pelo Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncias Médicas: Endocrinologia, Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, sendo apresentada em duas partes: Parte | (introducédo) e Parte

Il (artigo original submetido a publicacéo):

e Parte I: PCR-us e risco cardiovascular associado a fatores genéticos na pos-

menopausa

e Parte Il: C-reactive protein gene rs1205 polymorphism is associated with low-grade

chronic inflammation in postmenopausal women
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Parte I: Introducéao

PCR-us e risco cardiovascular associado a fatores genéticos na p6s-menopausa

A menopausa ocorre em média aos 50 anos e é caracterizada pela auséncia de
menstruacdo por pelo menos um ano. Esse & um periodo em que muitas mulheres
experimentam modificacbes desfavoraveis na qualidade de vida, além do aumento
exponencial do risco de doenca cardiovascular (DCV), sendo esta a principal causa de morte
nessa populacdo [1, 2]. A diminuicdo dos niveis de estrogénio enddgeno pode levar a
fendtipos desfavoraveis, como modificagdes no perfil lipidico, aumento dos niveis de
triglicerideos e colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e reducdo dos niveis de
lipoproteina de alta densidade (HDL) [3, 4]. Além disso, frequentemente, ha diminuicdo da
massa 6ssea e da massa magra esquelética, aumento da secura vaginal, perda de libido,
ocorréncia de ondas de calor e aumento da adiposidade. Esses fatores estdo associados com 0
aumento do risco de complicacdes, como hipertensdo arterial, embolia pulmonar, litiase biliar,
dislipidemias, diabetes, sindrome metabolica e DCV [5, 6]. O mecanismo que desencadeia
essas alteracdes pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo avanco da idade e dos
mecanismos de adaptacdo fisioldgica, além de estarem associados com a deficiéncia do
estrogénio [7].

Sabe-se que o estrogénio exerce um efeito protetor sobre o organismo da mulher, o
qual esta relacionado a sua acao sobre o metabolismo de lipideos e carboidratos (diminuicao
da resisténcia insulinica periférica), além de sua acdo sobre fatores vasoativos, plaquetas,
fatores de coagulacéo e fibrindlise [8]. O declinio na producgéo de estrogénio enddgeno esta
associado com fatores de risco cardiovascular e maior prevaléncia de DCV [6, 9]. Além disso,
a menopausa também estd associada com um estado inflamatério de baixo grau e a
inflamacdo € um mecanismo chave que desempenha um papel central na iniciacdo e
progressao da aterosclerose [10].

Neste contexto, a proteina C reativa (PCR) é um importante biomarcador sensivel de
inflamacdo, utilizado na pratica clinica [11]. A proteina C reativa € um reagente de fase
aguda, ndo especifico, produzido predominantemente pelo figado em resposta a citocinas pro-
inflamatdrias, especialmente interleucina IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) -a, e

pode estar associado a uma variedade de doengas [12-14]. Este analito foi descoberto em 1930
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por William S. Tiller e Thomas Francis, atraves da reacdo do soro de pacientes infectados por
Streptococcus pneumoniae, que reagia com um componente celular da bactéria (Fragdo C), tal
“substancia reagente” responsavel por esta precipitacdo foi denominada Proteina C reativa
(PCR)[15, 16]. Estudos posteriores caracterizaram a PCR como um analito que sofria
aumento em pacientes com patologias diversas e que negativava com a resolucéo do processo,
todavia permanecia positiva nos casos de evolucdo desfavoravel [15].

A PCR é constituida por 206 aminoacidos que formam 5 subunidades unidas por
ligacdo ndo covalente, dispostas simetricamente em torno de um eixo central, ela exerce sua
funcdo fisoldgica a partir de ligacdes dependentes de célcio com os possiveis ligantes:
fosfocolina, cardiolipinas ou lipoproteinas. O complexo “ligante-PCR” ativa a via classica do
sistema complemento levando a opsonizacdo e fagocitose do microorganismo e/ou células
lesadas [17]. Sua impotancia esta associada com a capacidade de reconhecer patdgenos e
celulas danificadas do hospedeiro e de iniciar sua eliminacdo interagindo com sistemas
efetores humorais e celulares no sangue [18]. A interacdo da PCR com macréfagos/mondcitos
induz a secrecdo de interleucinas e fator de necrose tumoral, ativando a transcricdo proteica e
exacerbando a resposta inflamatoria [19].

O desenvolvimento de ensaios laboratoriais de alta sensibilidade para este analito,
denominado Proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us), tornou-se uma ferramenta importante
para explorar o papel desse reagente como um preditor de eventos cardiovasculares [20, 21].
A dosagem de PCR-us apresenta boa estabilidade, reprodutibilidade e sensibilidade, o que
possibilita a deteccdo do analito em individuos aparentemente saudaveis, a fim de estimar
risco cardiovascular [22]. Muitos estudos prospectivos confirmaram a associacdo positiva
entre niveis de PCR-us e DCV, mostrando que o aumento dos niveis da proteina implica em
aumento gradual do risco cardiovascular [23-25]. PCR-us é capaz de indicar precocemente
um dano asterosclerotico, pela sua capacidade de ativacdo do endotélio, que prejudica a

producéo de oxido nitrico (NO), resultando na disfuncéo endotelial [26].

Os niveis circulantes de PCR-us estdo diretamente relacionados ao risco
cardiovascular e podem ser avaliados de acordo com a Diretriz de Praticas de Medicina
Laboratorial de Bioquimica Clinica, que dispbde sobre biomarcadores emergentes para a
prevencdo primaria de doenca cardiovascular: niveis < 1 mg/L sdo desejaveis, pois refletem

um baixo estado inflamatorio sistémico e menor risco de aterosclerose; niveis entre 1 e 3
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mg/L representam risco vascular moderado; enquanto que niveis >3 mg/L indicam alto risco
vascular. Resultados superiores a 10 mg/L devem ser confirmados em anélises subsequentes,
excluindo a possibilidade de resposta de fase aguda ou processo infeccioso transitorio [27,
28].

A concentracdo de proteina C reativa detectada em amostras de sangue reflete uma
condigdo multifatorial, ou seja, tém influéncia de fatores ambientais e genéticos. A PCR esta
associada a adiposidade, principalmente a gordura abdominal, a dislipidemia e com a
resisténcia a insulina [29]. Idade, tabagismo e uso de medicamentos também podem
influenciar seus niveis [30]. Estudos demonstraram que obesidade e sindrome metabdlica
conferem niveis mais elevados de PCR e aumento do risco de DCV [31, 32]. A Terapia
Hormonal na menopausa, por exemplo, pode aumentar os niveis de PCR-us quando
administradas em doses orais convencionais; em contraste, estudos demonstraram que baixas
doses de estradiol ou administrados pela via transdérmica ndo implicam aumento de PCR-us
[4, 26].

A herdabilidade da concentracdo circulante é estimada em 25% a 56% [33-35]
sugerindo que a variacdo genética € mesmo um determinante importante nos niveis de PCR.
Estudos de associagdo gendmica (GWAS- Genome-Wide Association Studies) identificaram
varios genes associados aos niveis de PCR; dentre esses, o gene CRP, teve o efeito mais forte
[36]. Outros estudos genéticos também demonstraram a associa¢do entre polimorfismos de

nucleotideo Unico (SNP) do CRP e os niveis da proteina [37].

O gene CRP que codifica a proteina C reativa esta localizado no braco longo do
cromossomo um (1g23.2) [18]. Estudos de coorte demonstraram que um conjunto de
polimorfismos, incluindo: rs1417938 (SNP na regido do intron 1), rs309144 e rs3093059
(SNPs na regido promotora), rs1800947 (SNP no éxon 2), rs1205 e rs1130864 (ambos na
regido flanqueadora 3’ ndo traduzida) foram associados com diferencas nos niveis de proteina

C reativa em todos os estudos [38, 39].

O rs1205, caracterizado pela substituicdo de citosina (C) por timina (T), tem sido
relacionado aos niveis sanguineos de proteina C reativa e possivelmente influencia a
expressdo do CRP [18]. A presenca do alelo C na regido polimorfica tem sido associada a
maiores taxas de PCR além de maior risco de desfechos cardiometabdlicos adversos [40]. Um
estudo NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey), que incluiu 41% das

12



mulheres na pds-menopausa, encontrou uma associacao entre as concentragdes de proteina C
reativa e rs1205 nas mulheres americanas adultas. [10]. Outro estudo epidemiol6gico de
populacdo mista (homens e mulheres) sobre fatores de risco de envelhecimento (AGES-
Reykjavik Study,) mostrou que o alelo C capturou os efeitos mais fortes sobre os niveis de
PCR-us. Os portadores do alelo de risco (C) tinham niveis significativamente mais altos de
PCR-us do que 0s ndo portadores [41].

A evidéncia de que o rs1205 do gene CRP esta associado a fatores de risco para DCV
pode contribuir para um conhecimento mais aprofundado dos mecanismos de susceptibilidade
a doenca na populacdo. Estudos com mulheres na pds-menopausa Sd0 necessarios porque
representam um grupo de risco com maior incidéncia de desfechos cardiometabdlicos.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar se os genotipos do gene CRP influenciam a
presenca de inflamagdo cronica de baixo grau (PCR-us > 3mg/L) como um marcador ndo
convencional para o risco cardiovascular e para determinar um possivel impacto deste

polimorfismo no risco cardiovascular.
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