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REsSuUMO

Este projecto apresenta uma abordagem multifactorial para a identificacdo de novos genes que
influenciem o risco de sofrer acidentes vasculares cerebrais (AVCs). Os AVCs sdo a principal causa de
morte em Portugal e a terceira maior causa de morte no conjunto dos paises desenvolvidos. Sdo ainda mais
incapacitantes do que letais e os distdrbios neuroldgicos persistentes e a incapacidade fisica que provocam
tém um custo socioeconémico muito elevado. Além disso, 0 nimero de pessoas afectadas devera aumentar
com o actual envelhecimento da populacdo. Os AVCs sdo um “ataque cerebral” que interrompe o fluxo de
sangue e oxigénio para as células de determinadas regides do cérebro e s&o uma doenca complexa resultante
de factores genéticos e ambientais. Os principais factores de risco conhecidos incluem a idade, hipertenséo,
hipercolesterolemia, diabetes, doencas cardiovasculares, consumo de tabaco e de alcool e histéria familiar.
As formas mais comuns dos AVCs podem ser classificadas em dois grandes tipos clinicos: AVCs isquémicos
(AVCI; mais frequentes), ou hemorréagicos (10-20% dos casos). A identificacdo de novos genes que
aumentem a susceptibilidade para se sofrer AVCs pode ter um forte impacto na salde publica. A
componente genética da doenga tem sido demonstrada em estudos feitos em gémeos, familias e modelos
animais, e foram encontradas mutagdes em diversos genes em formas mendelianas raras de AVCs. No
entanto, poucos genes de susceptibilidade para as formas comuns de AVCs foram até hoje identificados e os
estudos de associacdo realizados apresentam geralmente resultados contraditorios.

Neste projecto, para atingir os objectivos propostos no estudo dos AVCls, comecaram por realizar-se
estudos de associacdo em alguns genes candidatos. Em paralelo, foi aplicada a abordagem de convergéncia
gendmica (CG) que combina estudos de ligagdo em todo o genoma, analises de expressao génica e estudos
de associacdo em casos-controlos. Esta abordagem unificada, abrangente e multidisciplinar foi pela primeira
vez implementada no estudo de AVCs. A disponibilidade de novas ferramentas genéticas, moleculares e
estatisticas, bem como o seu sucesso no estudo de outras doengas complexas, tornam esta nova abordagem
oportuna e essencial.

Uma vez que os genes que codificam a fosfodiesterase 4D (PDE4D) e a proteina activadora de
araquidonato 5-lipoxigenase (ALOXS5AP) tém sido nos Gltimos anos controversamente implicados com o
risco de sofrer AVCIs, avaliou-se neste projecto a sua associacdo com 0s AVCIs na nossa amostra
portuguesa. A proteina PDE4D degrada o segundo mensageiro adenosina monofosfato ciclica, uma molécula
de transducéo de sinal chave em diferentes tipos de células inflamatorias, vasculares endoteliais e musculares
lisas. A proteina ALOX5AP estéd envolvida nos passos iniciais da sintese de leucotrienos e é secretada por
varios tipos de células inflamatdrias aglomeradas em locais lesados de vasos sanguineos. Foram genotipados
67 polimorfismos de um sé nucledtido (SNPs) na extremidade 5' do gene PDE4D e 24 SNPs localizados no
gene ALOX5AP e ambas regides flanqueadoras de 10kb, em 565 pacientes caucasianos portugueses e 518
controlos independentes. Os SNPs seleccionados séo tagging SNPs do projecto HapMap ou SNPs que foram
encontrados previamente associados. Testaram-se as associa¢fes dos seus alelos, genotipos e haplétipos com
o risco sofrer AVCls, utilizando testes padrdo do qui-quadrado (x?) e regresses logisticas com multiplas
variaveis para ajustar as andlises de associacdo com o0 risco para outros factores conhecidos, como a
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hipertensdo, diabetes e consumo de tabaco. Nenhum dos SNPs previamente associados foram replicados na
nossa amostra, e considerando o numero de testes realizados, ndo foi encontrada nenhuma associagdo
significativa de outras variantes destes genes na susceptibilidade para sofrer AVCs na populacéo portuguesa.
Apenas 0 SNP rs7442640 do gene PDE4D se encontra associado (p-value = 0,006) com o risco de sofrer
AVCls nos testes genotipicos ajustados para covariaveis e 0 SNP rs4491352 a jusante do gene ALOX5AP
apresenta uma associacdo moderada (0,017 < p-value < 0,025) para os testes alélicos e genotipicos ndo
ajustados. Realizando uma meta-analise incluindo todos os estudos publicados recentemente e as nossas
amostras portuguesas e espanholas para os SNP41, SNP45, SNP56, SNP87 e SNP89 (que se encontram
associados na publicacdo original) do gene PDE4D, ndo foram encontrados resultados de associacdo com o
risco de sofrer AVCIs. No entanto, verificou-se que o SNP rs10507391 (ou SG13S114) do gene ALOX5AP,
que faz parte do hapl6tipo HapA, estd associado com o risco de sofrer AVCls tal como descrito no seu
estudo original, tanto na populacéo ibérica, como na meta-analise realizada. Estes resultados sugerem que o
gene PDE4D pode néo ser o principal factor de risco para os AVCIs nas populacfes portuguesa e espanhola,
contrastando com o gene ALOX5AP que pode conferir um risco aumentado para se sofrerem AVCIs na
Peninsula Ibérica e outras populagdes.

Avaliou-se também a associagdo do gene kalirin (KALRN) com os AVCIs na nossa amostra
portuguesa uma vez que varios estudos recentes tém implicado algumas das suas variantes com a
susceptibilidade para fen6tipos cardiovasculares e metab6licos, mas nenhum estudo foi ainda realizado em
AVCs. As doencas cerebrovasculares e cardiovasculares sdo ambas complexas, resultantes da interacgdo de
factores genéticos e ambientais, e podem partilhar diversos genes de susceptibilidade. A proteina KALRN
estd envolvida, entre outras fungdes, na inibicdo da enzima 6xido nitrico sintase induzida, na regulacdo da
transducdo de sinais de isquémia, e na morfogénese neuronal, plasticidade e estabilidade. O nosso objectivo
foi verificar se SNPs na regido do gene KALRN, no cromossoma 313, que inclui o gene roporina (ROPN1),
predispGem para 0os AVCIs na nossa amostra de pacientes e controlos portugueses. Foram genotipados 34
tagging SNPs na regido cromossémica dos genes KALRN e ROPNL1, em 565 pacientes com AVCls e 517
controlos, e realizada a imputacdo de gendtipos para 405 marcadores no cromossoma 3. Testaram-se as
associacdes de cada SNP individualmente e dos haplétipos que constituem com os AVCIs. Um SNP na
regido intergénica ROPN1-KALRN (rs4499545) e dois SNPs no gene KALRN (rs17286604 e rs11712619)
apresentam associacdes alélicas e genotipicas (ndo ajustadas e ajustadas para hipertensdo, diabetes e
consumo de tabaco) significativas (0,003 < p-value < 0,049) com o risco de sofrer AVCIs. Trinta e dois
SNPs imputados encontram-se também associados com valores de p-value < 0,05, tendo sido validada a
associacao de trés destes polimorfismos (rs7620580, rs6438833 e rs11712039) por genotipagem. Além disso,
0 SNP rs11712039 foi também associado com os AVCls (0,001 <p-value <0,01) no estudo de associacdo em
todo o genoma (GWAS) publicado por Ikram e seus co-autores (2009). Esses resultados sugerem que
variantes no gene KALRN constituem factores de risco para os AVCIs, podendo ser factores de risco
genéticos comuns das doengas vasculares.

Foi também testada a associacdo com o risco de sofrer AVCs do factor H inibidor do complemento
(CFH), bem como de vérios genes candidatos relacionados com mecanismos de neuroprotec¢ao:

eritropoietina (EPO), hemoxigenase-2 (HO2) e calicreina 1 (KLK1). Tem sido sugerido que a proteina CFH
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desempenha um papel importante na inibicdo do complemento em lesdes ateroscleréticas. Tem sido
consistentemente associada com um risco aumentado para a degeneracdo macular relacionada a idade
(AMD) e para os enfartes do miocardio (MI) que compartilham varios factores de risco com os AVCs. Por
outro lado, as proteinas EPO, HO2 e KLK1 sdo neuroprotetoras, por exemplo, em casos de hipoxia cerebral e
isquémia (EPQO) e contra acidente vascular cerebrais induzidos (KLK1). O polimorfismo no gene CFH
(rs1061170) que foi previamente associado com a AMD e os MI parece estar modestamente associado (388
pacientes e 461 controlos portugueses; 0,030 < p-value <0,035) com o risco de sofrer AVCIs nos testes
alélicos e genotipicos ndo ajustados, mas nenhum tagging SNP neste gene foi claramente associado com
AVCls no GWAS realizado por Ikram et al. (2009). Apesar de s0 ter sido estudado um SNP neste gene, estes
resultados ndo justificam uma analise mais aprofundada. Foram genotipados 3, 3 e 5 tagging SNPs
localizados nas regides codificantes e regides flanqueadoras de 10 kb dos genes EPO, HO2 e KLK1,
respectivamente, em 565 pacientes com AVCIs e 518 controlos da nossa amostra portuguesa. Ndo foram
encontradas associacdes para nenhum marcador individualmente nem para hapldtipos nestes genes
neuroprotetores, sugerindo que eles ndo constituem factores de risco genéticos para AVCIs.

Para identificar novos genes de susceptibilidade para AVCIs, aplicou-se ainda a abordagem de CG
proposta. Foram realizadas andlises de expressdo génica em células brancas mononucleares do sangue
periférico de 20 casos com AVCIs e 20 controlos equilibrados para a idade e para o género, usando
Affymetrix GeneChip Humam U133 Plus 2.0 arrays, que representam 47.000 transcritos humanos e
variantes. Foram identificadas varias vias metabdlicas afectadas nos pacientes com AVCls, tal como a via
das moléculas de adesdo celular. 16 dos genes diferencialmente expressos entre casos e controlos (para um
cut-off de 1,2 fold-change e p-values nédo corrigidos < 0,05) encontram-se localizados em picos de ligacdo
descritos em estudos de ligacdo do inteiro genoma em humanos. Todos o0s tagging SNPs desses genes e das
suas regides flanqueadoras de 10 kb (um total de 191 SNPs) foram genotipados em 565 casos com AVCls e
520 controlos do nosso biobanco portugués. Foram realizados testes de associacdo de cada SNP
individualmente e dos haplétipos que constituem. Os resultados de associagdo sugerem que existem variantes
em 6 (HEMGN, GFI1B, TMTC4, TTC7B, SDC4 e TUBB1) dos 16 genes priorizados que podem constituir
factores de risco para os AVCIs na populacéo portuguesa. Varios dos SNPs associados nestes genes também
fazem parte dos haplétipos que se encontraram associados. SNPs intrénicos como 0s rs9582406 e rs946845
do gene TMTC4, e 0 rs2284278 do gene SDC4, apresentam associagdo (0,015 < p-value < 0,050) com risco
de sofrer AVCls em todos os testes realizados. Por outro lado, o SNP intrénico rs1535321 do gene TTC7B
encontra-se associado (p-value = 0,009) nos testes alélicos e genotipicos ndo ajustados, embora nao
apresente associacdo no teste ajustado para hipertensao, diabetes e para o consumo de tabaco.

Para a replicacdo destes resultados, os SNPs que foram encontrados associados com p-value < 0,05
em pelo menos um dos testes realizados, assim como alguns SNPs que definem os hapl6tipos associados,
foram genotipados numa amostra espanhola. Um total de 570 casos caucasianos com AVCls e 390 controlos
foram incluidos e foram realizados testes de associacdo dos seus alelos, genétipos e haplo6tipos com o risco
de sofrer AVClIs, utilizando também testes de y° e anlises de regressio logistica de mltiplas variaveis para

ajustar as analises feitas para a hipertensdo, diabetes, dislipidemia e para o consumo de tabaco. As mesmas
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analises foram realizadas para os subtipos de AVCs aterotromboético, cardioembolico e lacunar.
Encontraram-se algumas associagdes significativas com o risco de sofrer AVCls nos genes TMTC4, TTC7B e
SDC4, no entanto, o Unico SNP replicado na amostra de casos-controlos espanhola foi o rs9582406 do gene
TMTC4, significativamente associado nos testes ndo ajustados (p-value = 0,019). Este SNP esta também
associado com o risco para 0s subtipos aterotrombotico e lacunar de AVCs para os testes alélicos e
genotipicos (0,011 < p-value < 0,049). Para 0s genes TTC7B e SDC4, os SNPs e os hapl6tipos associados na
amostra espanhola ndo foram os mesmos que na portuguesa. O SNP rs6073708 do gene SDC4 foi associado
para todos os testes realizados (0,027 < p-value < 0,029). Nenhum dos SNPs estudados foi claramente
replicado GWAS publicado recentemente por Ikram e seus colaboradores (2009).

Globalmente, os resultados obtidos sugerem que os genes HEMGN e GFI1B (que ndo foram
replicados na amostra espanhola) podem constituir factores de risco para AVCIs na populacdo portuguesa,
sendo importante o alargamento da amostra portuguesa para validagdo dos resultados. Da mesma forma, o
gene TUBBL, que ndo foi genotipado na amostra espanhola por problemas técnicos, pode constituir um factor
de risco para AVClIs na populagdo portuguesa, mas deve ser ainda estudado noutras amostras para validar e
compreender o seu papel. Por outro lado, o gene TMTC4 pode constituir um factor de risco para os AVCIs na
populacdo ibérica, e 0s genes TTC7B e SDC4, com a heterogeneidade observada nos seus resultados de
associacgdo entre diferentes amostras, podem ser factores de risco para ACVIs, sendo provavel que as suas
verdadeiras variantes de susceptibilidade ndo tenham sido estudadas ainda. O gene TTC7B foi um dos mais
associados para as principais doencas cardiovasculares no GWAS do projecto Framingham Heart Study
100K (Larson et al. 2007). Para este gene, varios SNPs e hapldtipos na regido intrdo 5 - intrdo 6 associados
nas amostras portuguesa e espanhola, encontram-se modestamente associados no GWAS publicado por
Ikram e seus colaboradores (2009). Existem portanto varias linhas de evidéncia independentes que apoiam a
importancia do gene TTC7B na susceptibilidade dos AVCs, embora futuros trabalhos sejam necessarios para
identificar variantes de risco exatas e para elucidar o seu potencial patogénico.

Neste projecto, dado o grande nimero de SNPs testados, nenhum dos resultados significativos
obtidos sobrevive & correc¢do para maltiplos testes. No entanto, é geralmente aceite que a replicacdo em
maltiplas amostras independentes continua a ser a melhor estratégia para os estudos de associagdo, mesmo
para associagfes modestas. Se os resultados apresentados puderem ser confirmados noutras amostras
independentes e um estudo mais completo de outras possiveis variacdes genéticas nos loci de interesse forem
ser realizados, pensamos que estudos funcionais dos genes e das suas variantes de susceptibilidade,
permitirdo uma melhoria significativa do nosso conhecimento sobre AVCs. Pode recorrer-se & sequenciagéo
de nova geracdo para identificar com preciséo as verdadeiras variantes de susceptibilidade, ou variantes raras
que os estudos de associagdo ndo tenham poder para detectar.

E sugerido que a identificagdo dos determinantes genéticos dos AVCs utilizando diferentes estratégias e
populacdes, e a sua analise de uma forma integrada, como a realizada neste projecto, é a forma mais

completa para o seu estudo, a fim de melhorar o conhecimento da doenga.



