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Resumo

Neste trabalho foram avaliadas as relacoes de expressoes génicas, expressoes
proteicas e dcidos graxos com o escore de Friesinger. Com a finalidade de identificar po-
tenciais biomarcadores de aterosclerose. Avaliou-se treze genes, quatro proteinas e dez
acidos graxos, bem com a relacao entre o escore de Friesinger e Framingham e os fatores
classicos de risco. O Brasil estd entre os 10 paises com maiores taxas de mortalidade
por doengas cardiovasculares (DCVs) no mundo. Representam coletivamente a principal
causa de morte no Brasil. As DCVs constituem uma das principais causas de permanén-
cia hospitalar e sdo responsaveis pela principal alocacdo de recursos publicos. A maior
parte das DCVs é causada pela aterosclerose, doenca caracterizada pelo aciimulo de pla-
cas de gorduras nas artérias ao longo dos anos. Quando ha obstrucao das artérias, ocorre
isquemia, ou seja, morte celular devido a diminuicao do suprimento de oxigénio necessa-
rio. O Infarto agudo do miocardio (IAM) é a doenga isquémica do cora¢ao mais comum.
Acredita-se que a aterosclerose, e as DCVs de modo geral, sejam causadas por interacoes
entre fatores genéticos, ambientais, demograficos e/ou comportamentais. Fatores de risco
amplamente estabelecidos na literatura incluem sexo masculino, idade avancada, hiper-
tensao, diabetes, obesidade, dislipidemia, sedentarismo, tabagismo e histérico familiar. O
estudo de marcadores da presenca e severidade da aterosclerose é de importancia indiscu-
tivel. A identificacao de biomarcadores menos invasivos e de facil execucao é fundamental
para o aprimoramento na conduta clinica, inclusive na detecgao de subgrupos de pacientes
com aterosclerose precoce. Muitos estudos vém sendo desenvolvidos a fim de se identificar
genes, proteinas e outros componentes moleculares que possam atuar como marcadores
de aterosclerose, possibilitando prever o seu desenvolvimento e até mesmo diferenciar si-
tuacoes clinicas antes indistinguiveis. Muitos genes ja foram identificados como fatores de
risco, geralmente de efeitos moderados. O estudo da expressao génica e proteica, a partir
dos tecidos periféricos sanguineos, demonstram ser potenciais ferramentas para a deteccao
de marcadores do processo inflamatoério e outros indicadores de lesao. A atuacao de acidos
graxos para a manutencao de funcoes cardiacas e sua desregulagdo em eventos cardiacos
isquémicos é bastante conhecida na literatura. Portanto, expressoes génicas, expressoes

proteicas e concentracoes de acidos graxos podem atuar como indicadores de lesao car-
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diaca. O escore de Framingham apresentou uma correlacao moderada porém significante
com o escore de Friesinger. Destacou-se como sendo uma das varidveis mais significantes
apresentadas nos modelos de regressao. Observou-se correlacao moderada de Friesinger
positiva com os genes ALOX15, MYL4, COX7B, BCL2A1, IL18R1 e MMP9 e com o acido
Gamalinoleico, sendo significante para o modelo de regressao multipla proposto apenas
o gene ALOX15. Destaca-se o acido Gamalinoleico em tal estudo pois foi o acido que
apresentou menor p-valor na correlacao. Os demais acidos nao apresentaram associa-
¢ao. As varidveis sexo, IMC e triglicérides nao se mostraram significantes. Destaca-se no
modelo linear generalizado as varaveis gene BCL2A1, COX7B, acido Gamalinoleico, Fra-
mingham, LDL e Idade como sendo significativas para explicar a variabilidade do escore
de Friesinger. Um fator importante que justificaria o ajuste nao tao adequado sdo as 78
observagoes deletadas por falta de informacao. Varios estudos evidenciam a importancia
de se conhecer novos marcadores para DCV precoce e marcadores de aterosclerose menos
invasivos. Novos estudos sao necessarios para elucidar o papel das expressoes génicas,

proteicas e acidos graxos no desenvolvimento da aterosclerose.

Palavras-chave: Doenca Cardiovascular, Aterosclerose, Friesinger Framingham,
Modelo Linear Miltiplo, Modelo Linear Generalizado, Poisson, Expressoes Génicas, Ex-

pressoes Proteicas, Acidos Graxos.
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Capitulo 1
Introducao

O Brasil esté entre os 10 paises com maiores taxas de mortalidade por doencas
cardiovasculares (DCVs) no mundo. Representam coletivamente a principal causa de
morte no Brasil. Segundo a Organizacdao Mundial da Satde, em 2010 cerca de 30%
das mortes no Brasil se deram em decorréncia de problemas cardiacos, sendo quase um
tergo devido especificamente a doengas isquémicas do coracao [24]. As DCVs constituem
uma das principais causas de permanéncia hospitalar prolongada e sao responsaveis pela
principal alocacao de recursos piiblicos em hospitalizacoes no Brasil. O custo anual com os
casos de DCVs "graves” é significativo. Estima-se que pelo menos R$ 30,8 bilhoes sejam
destinados, direta ou indiretamente para o tratamento dessas DCVs para os proximos
anos, sendo 36,4% para a area da saude, 84% para o seguro social e reembolso por
empregadores e 55,2% como resultado de perda da produtividade[19]. O 6nus econémico
tem crescido nas ultimas décadas, o que leva a um aumento dos gastos no setor de satde.
Entre 1991 e 2000, os custos hospitalares atribuidos as DCVs aumentaram cerca de 176%
[18].

A maior parte das DCVs é causada pela aterosclerose, doenca caracterizada
pelo acimulo de placas de gorduras nas artérias ao longo dos anos, o que desencadeia
um processo inflamatorio. Quando ha obstrucao das artérias, em geral por ruptura e
deslocamento de placas aterosclerdticas, ocorre isquemia (interrupcao de fluxo sanguineo),
ocasionando um infarto, ou seja, morte celular devido a diminuicao do suprimento de
oxigénio necessério [24]. O Infarto agudo do miocardio (IAM) é a doenca isquémica do
cora¢do mais comum [23].

Acredita-se que a aterosclerose, e as DCVs de modo geral, sejam causadas
por interagdes entre fatores genéticos, ambientais, demograficos e/ou comportamentais.
Fatores de risco amplamente estabelecidos na literatura incluem sexo masculino, idade
avancada, hipertensao, diabetes, obesidade, dislipidemia, sedentarismo, tabagismo e his-
torico familiar. Muitos genes ja foram identificados como fatores de risco, geralmente de
efeitos moderados [12] . O conhecimento desses fatores associados ao risco é de grande
importancia para se estabelecer estratégias de prevengao. Consultas médicas regulares sao

essenciais para o controle de pressao arterial, colesterol, orientacao nutricional e avaliacao



fisica.

Por se tratarem de doencas cronicas, geralmente observa-se um periodo longo
entre o desenvolvimento da aterosclerose e o surgimento dos primeiros sintomas de DCVs,
o que dificulta o estabelecimento de medidas preventivas e um tratamento precoce da
doenca. Quando detectadas em sua fase inicial, o tratamento primario e especifico é o
ideal. Nesse contexto, o estudo de marcadores da presenca e severidade da aterosclerose

é de importancia indiscutivel.

Um estudo realizado no Hospital do Cora¢ao (HCor) em Sao Paulo apontou
uma preocupante tendéncia: recentemente, jovens entre 20 e 40 anos estao tendo mais
problemas cardiovasculares, como infartos. Segundo o Dr. Ricardo Pavanello, supervisor
de cardiologia do HCor e autor do estudo, os casos nesta faixa etaria ja representam, em
média, 12% do total. HA dez anos, esse nimero nao passava de 6%. As razoes para esse
crescimento, segundo o médico, incluem o aumento no estresse associado ao fumo e a
outros fatores de risco, como peso acima do ideal. Tal estudo corrobora a necessidade de
identificacao de métodos para a deteccao precoce de aterosclerose e de previsao do risco de
DCVs. Idealmente, o uso de tais ferramentas permitiria uma abordagem individualizada
envolvendo um tratamento mais efetivo, eficaz e seguro e com o um menor custo de
realizagao [24].

O escore de Framimgham, proposto em 1948, tem sido utilizado por cardiolo-
gistas como estimador de risco de eventos de DCVs por ser facilmente calculado com base
na ponderacao de fatores classicos de risco, coletados e registrados com mais facilidade.
Para se obter o score de Framingham sao coletadas informagoes sobre sexo, idade, pressao
arterial, colesterol HDL, colesterol total, tratamento de hipertensao, presenca de diabetes
e tabagismo. Tal escore vem sendo utilizado também em individuos que nao apresentam
DCVs como uma forma de prevencao priméria, em que o risco absoluto estimado é usado

para definir um limiar para intervengao [10].

O escore de Friesinger ¢ um marcador de lesao aterosclerdtica. Consiste na
avaliacao e quantificacao de placas ateroscleroticas via cateterismo cardiaco comumente
medido em pacientes considerados de alto risco. Para a realizacao de tal procedimento
sao inseridos cateteres em vasos sanguineos que sao guiados até o coragao. E possivel
observar e pontuar o grau de lesao em artérias coronérias, valvulas cardiacas e camaras
dos pacientes. O escore de Friesinger foi conceituado como um marcador do nivel de lesao
das placas aterosclerdticas para um diagnostico mais preciso das condigoes cardiacas,
porém, por necessitar da realizagao de cateterismo para a sua quantificacao é considerado

invasivo e, portanto, recomendado apenas para individuos com risco de DCVs [12].

Portanto, a identificacao de biomarcadores menos invasivos e de facil execu-
cao é fundamental para o aprimoramento na conduta clinica, inclusive na deteccao de
subgrupos de pacientes com aterosclerose precoce. Assim, muitos estudos vém sendo
desenvolvidos a fim de se identificar genes, proteinas e outros componentes moleculares

que possam atuar como marcadores de aterosclerose, possibilitando prever o seu desen-



volvimento e até mesmo diferenciar situacoes clinicas antes indistinguiveis. O estudo da
expressao génica e proteica, a partir dos tecidos periféricos sanguineos, demonstram ser
potenciais ferramentas para a deteccao de marcadores do processo inflamatorio e outros
indicadores de lesao, que reflitam o dano celular. O sangue periférico fornece informacgoes
sobre o estado do paciente em resposta a estimulos de citocinas e outros fatores soli-
veis liberados pelo endotélio, figado, rins, coragao, e outros tecidos, durante o processo
inflamatorio que pode preceder o infarto agudo do miocéardio [12].

Cita-se um estudo realizado por Silbiger e colaboradores, envolvendo um total
de 84 individuos com Sindrome Coronariana Aguda (SCA) nas primeiras 48h apos o TAM
e 47 individuos sem IAM (grupo controle) de ambos os sexos, com idades entre 30 a 65
anos, detectou 599 genes diferencialmente expressos através da avaliacao da expressao
génica global utilizando microarrays de RN A,,. Trinta e trés genes foram selecionados e
submetidos & validacao técnica, dentre os quais, 20 genes foram submetidos a validagao
biol6gica em tempo real. Os genes considerados como potenciais marcadores para IAM
foram: Amphirequlin (AREG), Triggering Receptor Ezpressed On Myeloid Cells-Like 4
(TREMLA4), BCL2-Related Protein A1 (BCL2A1l), BCL2-Like 1 (BCL2L1), Carbonic
Anhydrase I (CA1), Cytochrome C Ozidase Subunit VIIb (COXTB), Insulin Receptor
Substrate 2 (IRS2), Potassium Channel, Voltage Gated Subfamily FE Regulatory Beta Su-
bunit 1 (KCNEL), Matriz Metalloproteinase 9 (MMP9), Enoyl CoA Hydratase Domain
Containing 3 (ECHDC3), Myosin, Light Chain 4 (MYL4), Interleukin 18 Receptor 1
(IL18R1) e Arachidonate 15-Lipoxygenase (ALOX15). Pouco explorados na literatura,
esses genes revelam um potencial clinico importante para o desfecho de complicac¢oes car-
diovasculares [12]. Em outros estudos, realizados em tecidos cardiacos de coelhos induzi-
dos a infartos, observou-se modificacoes significantes nas expressoes de algumas proteinas
[13]. A atuacdo de &cidos graxos para a manutengao de fungdes cardiacas e sua desregu-
lagao em eventos cardiacos isquémicos é bastante conhecida na literatura [14]. Portanto,
expressoes génicas, expressoes proteicas e concentracoes de acidos graxos podem atuar
como indicadores de lesao cardiaca.

O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar as relagoes entres
os escores de Friesinger e Framimgham com as expressoes génicas, proteicas e niveis de
acidos graxos com o intuito de se identificar potenciais biomarcadores de aterosclerose.
Além disso, foi avaliada a relacdo entre os dois escores, bem como a associacao entre as

caracteristicas bioquimicas e os acidos graxos de pacientes com DCVs.






Capitulo 2

Metodologia

2.1 Participantes

O delineamento do presente estudo observacional é transversal, que fornece
informacoes sobre caracteristicas de uma doenca e de potenciais fatores de risco em um
mesmo periodo de tempo.

A selecao dos participantes avaliados no presente estudo iniciou-se em 2011,
ap6s a aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre Lopes
(CEP-HUOL) em Natal no Rio Grande do Norte (RN). O atual projeto faz parte de um
projeto de maior espectro, intitulado "Transcriptoma em sangue periférico na avaliagao
de potenciais biomarcadores de doengas cardiovasculares". Como critério de selecao fo-
ram incluidos os pacientes de ambos os sexos, com idade entre 25 a 80 anos que seriam
submetidos a cinecoronariografia, solicitada previamente por médicos do ambulatério da
Unidade Clinica de Aterosclerose (HUOL), para elucidagao diagnostica devido a sinto-
mas sugestivos de doenca arterial coronariana. Os demais pacientes foram excluidos por
apresentarem um ou mais critérios de exclusao como insuficiéncia renal cronica e he-
patica, distirbio endocrino, com excecao de diabetes, doencas inflamatorias, neoplasia,
doenca hematologica, hipercolesterolemia familial conhecida ou presente em membros da
familia, miocardiopatia, incluindo doenca de chagas, valvulopatia, doenca congénita e
pericardiopatia.[12]

Desta forma, de acordo com os critérios de inclusao e de exclusao, ja foram
triados 234 pacientes, dos quais, 154 foram selecionados por apresentarem os critérios
desejaveis apos anélises laboratoriais. No presente estudo considerou-se 132 pacientes que
possuiam medicao do escore de Friesinger.

Para a avaliacao dos critérios de inclusao e exclusao os pacientes responderam
um questionario e foram submetidos a testes de triagem como: glicemia, colesterol total
e fracoes, ureia, creatinina, acido tdrico, alanina aminotransaminase (ALT) e aspartato
aminotransaminase (AST).

O indice de massa corporea (IMC), calculado dividindo-se o peso em quilo-

gramas pelo quadrado da altura em metros, foi utilizado para determinar as categorias



2.1. PARTICIPANTES

de peso. Individuos que apresentaram o IMC superior a 30 Kg/m? foram classificados
como obesos; individuos com IMC entre 25 Kg/m? e 30 Kg/m?, com sobrepeso e aqueles
com o IMC inferior a 25 Kg/m?, com peso normal para homens e mulheres. O peso foi
determinado com roupas leves, sem sapatos, utilizando balanca mecanica Filizola modelo
31 e a altura mensurada por um antropdémetro de 1,92 m.

Um estudo transversal realizado em 2010, caracterizou a associacao da Pressao
de Pulso (PP) com o escore de Friesinger e o risco em 10 anos de eventos cardiovasculares,
dado por Framingham. O estudo mostrou, entao, que a pressao de pulso é um marcador
bem estabelecido de satide vascular e um importante fator preditor independente da gra-
vidade da DCV [20]. Portanto, tal variavel foi utilizada como fator de risco no presente
trabalho.

O paciente que relatasse diagnéstico médico de Diabetes Mellitus em qualquer
fase da vida ou que fazia tratamento com hipoglicemiantes orais ou insulina foi considerado
como portador da doenca.

O escore de Framimgham, que estima o risco cardiaco durante um periodo
de 10 anos, com base em informagoes sobre os fatores classicos de risco, tais como sexo,
idade, pressao arterial sistolica, HDL, colesterol total, tratamento de hipertensao, diabetes
e tabagismo, utiliza um sistema baseado em pontos para cada fator de risco. Sao utilizadas
equacoes diferentes para cada sexo e ambas foram foram desenvolvidas a partir de um
estudo aplicado aos individuos que nao apresentavam DCVs. A idade, colesterol total,
HDL e pressao arterial foram usadas como variaveis continuas e transformadas para a
escala logaritmica, em contraste a variaveis dicotomicas (sim/nao), tais como tabagismo,
diabetes e tratamento para hipertensao [10].

As folhas de pontuagdo para a predicao de DCVs usando varidveis categori-
zadas, foram desenvolvidas a partir dos coeficientes do modelo de regressao de Cox que
assume riscos proporcionais. Fornecendo comparacgao do risco absoluto, em 10 anos, para
pessoas com mesma idade e sexo, para diferentes niveis, variando de muito baixo a muito
alto, de incidéncia de DCVs. Tais distincoes sao arbitrarias, mas fornecem uma base para
determinar a necessidade de intervencao clinica [9).

Os coeficientes do modelo de regressao multipla para a previsao do risco e as
razoes de chance sao apresentados na tabela 2.1. As estatisticas de sobrevivéncia Cross-
validated e x? foram utilizados para avaliar o desempenho das equacoes do modelo. As
estatisticas de x? de previsao foram 13,48 em homens e 7,79 para as mulheres. A chance

de sobrevivéncia foi de 0,89 e 0,95 em homens e mulheres, respectivamente [§].
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Tabela 2.1: Coeficientes da regressao e Razoes de chance

Variaveis B8*  Razao de Chance 1C 95%

Sexo masculino
Log idade 3,06 21,35 (14,03;32,48)
Log colesterol total 1,12 3,08 (2,05;4,62)
Log HDL 0,93 0,39 (0,30:0,52)
Log PS 1,93 6,91 (3,91;12,20)
Log PS com trat. 2,00 7,38 (4,22;12,92)
Tabagismo 0,65 1,92 (1,65;2,24)
Diabetes 0,57 1,78 (1,43;2,20)

Sexo feminino
Log idade 2,33 10,27 (5,65;18,64)
Log colesterol total 1,21 3,35 (2,00;5,62)
Log HDL 0,71 0,49 (0,35:0,69)
Log PS 2.76 15,82 (7,86;31,87)
Log PS com trat. 2,82 16,82 (8,46;33,46)
Tabagismo 0,53 1,70 (1,4052,06)
Diabetes 0,69 2,00 (1,49;2,67)

Notas.: B* coeficientes estimados do modelo de regressdao, HDL—Lipoproteinas

de alta densidade e PS—Pressao Sistoélica.

O escore de Friesinger foi utilizado como critério de avaliacao da extensao das
lesoes aterosclertticas nas trés principais artérias corondarias e em seus ramos. Tal escore
pode ter valores entre 0 a 15 pontos. Sendo os pacientes com escores iguais a zero (0)
classificados como sem lesao; entre 1 e 5 pontos, com lesao baixa; de 6 a 10 pontos, com
lesdo intermediaria; e de 11 a 15 pontos, com lesdo grave. [12]

Segundo pesquisa publicada no Jornal Internacional de Clinica Médica (IJCM),
as correlagoes significativamente positivas entre o escore de Friesinger (FR) foram coles-
terol total (p-valor = 0,002), triglicerideos (p-valor < 0,001), IMC (p-valor < 0,001),
hipertensao (p-valor < 0,001), diabetes (p-valor < 0,001) e tabagismo (p-valor < 0,001) e
negativa com colesterol HDL (p-valor < 0,001). Correlagdes de FR com as variaveis idade
e sexo nao foram significantes. Assim, o estudo aponta uma ligacao significativa entre a
extensao da doenca arterial coronariana e niveis de determinadas variaveis de lipidios e

demais caracteristicas clinicas [11].

2.1.1 Meétodos laboratoriais

A realizacao de exames para os parametros laboratoriais e medicoes de ex-
pressoes génicas, expressoes proteicas e niveis de dcidos graxos, foram coletadas amostras
de sangue periférico de todos os pacientes do estudo, apds jejum de no minimo 8 horas,
utilizando um sistema de coleta a vacuo. Para a realizacao das dosagens bioquimicas de
glicose, colesterol total, HDL, triglicérides, acido trico e uréia foram utilizados conjuntos
de regentes da empresa Labtest (Lagoa Santa, MG, BR) através do método de ponto
final. Os niveis de AST, ALT e Creatinina foram quantificados através de conjuntos de
reagentes também da empresa Labtest pelo método cinético. Todas as dosagens foram

realizadas em analisadores bioquimicos semiautomaticos BIO-200 (Bioplus, Lagoa Santa,
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MG, BR) e BIO-100 (Bioclin, Quibasa Quimica Basica Ltda, MG, BR). A quantificagao
da expressao dos genes TREML4 e ECHDC3 foi realizada pela transcricdo reversa do
RNAm seguida por PCR (marcador de resposta inflamatoria), valores elevados de PCR
no plasma foram associados com o risco de ocorréncia de episoédios agudos de ruptura da
placa aterosclerotica e IAM, em tempo real. A partir de 4ml de sangue total, 1ug de RNA
foi utilizado para a obtencao do cDNA através do conjunto de reagentes utilizando High
Capacity RNA-to-cDNA Master Miz (Life Technologies™  CA, EUA), constituido de
iniciadores aleatorios (random primers), ANTPs, a enzima transcriptase reversa e tampao.
A reacao de transcriptase reversa foi realizada com o termociclador MyCicler ThermalCy-
cler (Bio-Rad, CA, EUA) de acordo com as seguintes etapas: 25° por 5 minutos, 42° por
30 minutos e 85° por 5 minutos. O ¢DNA obtido foi armazenado a -20°C até a etapa de
amplificacao.

O sistema T'agMan™ (LifeTechnologies™ , CA, EUA) foi utilizado para a
amplificacao do ¢cDNA realizada por PCR em tempo real. A analise da expressao gé-
nica foi realizada pelo método de quantificagdo relativa, utilizando o gene ACTB (-
actina) como referéncia endogena, apos analise em relagao aos outros dois genes controle
(GAPDH e 18S) através do programa Genorm Software e NormIFinder. Os iniciado-
res e as sondas marcadas com fluoréforo foram fornecidos (em solugao 20 vezes concen-
trada) pelo servico "Assay by design” através dos codigos HS01080584 G1(TREMLY) e
HS00226727 M1(ECHDCS) [15].

As reagoes de PCR em tempo real foram realizadas no termociclador 7500
Fast Real-Time PCR System (Life Technologies™ , Foster City, EUA). As reacoes de
amplificacio foram constituidas de iniciadores a 90nM e sonda marcada com FAMTM
(fluoroforo 6-carboxifluoresceina) a 250nM. Os demais reagentes foram fornecidos pela
Life Technologies™ em solucao 2 vezes concentrada, denominada T'agMan® Universal
Master Miz, contendo dNTPs, com dUTP, AmpErase® UNG (Uracil N- glicosilase),
enzima AmpliTaqGold®) DNA Polymerase, e tampao de reagao Gold PCR Buffer. O

volume final por reagio foi 20 uL e os ensaios foram realizados em duplicata [12].

A programacao de PCR em tempo real escolhida é constituida por: (1) um ciclo
de 2 minutos a 50°C; (2) um ciclo de 10 minutos a 95°C; 40 ciclos de 15 segundos a 95°C
e 1 minuto a 60°C, onde os sinais de fluorescéncia emitidos pelos fluoréforos das sondas
TaqMan@®) foram detectados pelo equipamento nesta etapa. Os dados foram analisados
utilizando o programa 7500 Software v2 0.5 (Life Technologies™  CA, EUA), que gera
curvas semi-logaritmicas dos sinais de amplificacao.

A quantificacao relativa da expressao génica foi realizada utilizando o método
comparativo com o ciclo threshold (Cr), sendo a formula utilizada de 27297, em que ACr
¢ igual a diferenca entre o Cr do gene alvo e o Cp do gene controle [16][12].

Para a genotipagem, os polimorfismos foram analisados por discriminacao alé-

lica pelo sistema TagMan@®) utilizando a reacao em cadeia da polimerase em tempo real
no equipamento ABI 7500 Fast real time PCR System e software 7500 SDS (AppliedBi-
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osystems). As condigoes de amplifica¢oes adotadas para todos os 2 SNPs (rs2803495 e
1rs2803496) se iniciaram a 10 minutos com 95°C, seguida por 40 ciclos de desnaturacio por
15 segundos a 92°C e extensao de 90 segundos a 60°C. Os iniciadores e sondas marcadas
com fluoréfuros FAM e VIC, fornecidos pelo servigo "Assay by design” através dos codigos
C_27302616_10 e C_ 27302614 10 (Life Technologies™ , CA, EUA) [12].

2.2 Analises Estatisticas

Medidas descritivas foram obtidas para caracterizar o grupo estudado quanto a
variaveis demograficas, clinicas e laboratoriais. Os Coeficientes de correlagao de Pearson
foram obtidos para todas as combinagoes da varidveis resposta (escore de Friesinger),
escore de Framingham, expressoes génicas, proteicas e niveis de acidos graxos. Além
disso, avaliou-se a relacao entre variavel resposta e covariaveis por meio de anélises de
regressao linear multipla e modelo linear generalizado com distribuigao Poisson.

Para a realizacao de todas as anélises estatisticas foi utilizado o software esta-
tistico R (Rx64 bit - versdo: 3.1.3).

2.2.1 Modelo de Regressao Linear Multipla

A anélise de regressao linear multipla é uma técnica estatistica utilizada para
modelar a relacao entre uma variavel resposta quantitativa e variaveis explicativas quanti-
tativas ou qualitativas, chamadas de preditoras ou independentes. O modelo de regressao
linear multipla mais simples descreve a variavel resposta aleatoria Y em func¢ao de p varia-
veis preditoras (X, Xo, - -+, X,) com n observacoes, p+1 parametros lineares. Tal modelo

pode ser descrito por:
Y =00+ 51 X1+ o Xo+ -+ 5,X, +¢, (1)

em que [y, 31, -, B, sao os parametros a serem estimados no modelo e ¢ representa
o residuo, variavel aleatoria suposta independente e com distribuicao de probabilidade
N(0,6%). By representa o intercepto da reta estimada e (3 para k = 1,2, -+, p fornece a
mudanca esperada no valor de Y para o aumento de uma unidade em X}, mantendo-se
os valores das outras variaveis preditoras constantes.

Sob a suposi¢ao de que E(e) = 0, Y também tem distribui¢do de probabilidade

normal e seu valor esperado é dado por:

E(Y) =00+ 5X1+ B Xo+ -+ 5, X,

Em termos matriciais o modelo (1) pode ser escrito como:

Yn><1 = Xn><(p+1)/8(p+1)><1 + €nx1,

9
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em que Y representa o vetor da variavel resposta; 3, o vetor de parametros; X, a matriz

de variaveis explicativas e €, o vetor de erros aleatorios.

Supoe-se que € seja independente com distribui¢ao de probabilidade N(0,02),

portanto, sua matriz de variancia e covariancias é dada por:

2.0 0

) 0 o? 0
o an(E) = :

0O O o2

Assim, 02,,,(e) = oI e, por consequéncia, o vetor aleatorio Y tem E(Y) ., = X0 e

a matriz de variancia e covariancias a2,.,(Y) = 0?I, em que I é a matriz identidade [4].

nx1

Os parametros do modelo sao estimados pelo método de minimos quadrados.
Tal método estima os parametros 3's de modo que minimizem a SQR, ou seja, que
representem o menor erro entre o valor estimado pelo modelo de regressao linear multipla

e o verdadeiro valor do parametro na populacao.

A soma de quadrados dos residuos é dada por:

SQR =3 (Yi— fo— SiXu — - = £,X;)".
=1

Em termos matriciais, € = y — X3 é o vetor das diferencas entre cada valor
de y com o valor correspondente dado pela fungao em [ e a solucao para se estimar o
parametro ¢ b = (X’X) "1 X'y, desde que a inversa de (X’X) exista.

Sendo assim, o modelo original é redefinido e adota-se, de modo que os valores
estimados Yy = Xb<=Y = HY, em que H,, = X(X'X) 1 X’

De forma similar, o vetor e = (I — H)Y e matriz residual sdo redefinidos

como
0% n(e)=0c*(I — H) e

Sznxn(€> = MQR(I - H)v

em que MQR ¢é o erro quadratico médio, obtido pela razao entre SQR e seus graus de
liberdade.

2.2.2 Analise de Variancia

A anélise de varidncia envolve a decomposicdo da soma de quadrados total
(SQT) de Y em residuos (SQR) e valores esperados do modelo (SQE) [4].

SQT=Y'Y — ()Y JY =Y'|[I— (%) J]Y,

1
n n

10



CAPITULO 2. METODOLOGIA

SQR=¢'e = (Y — Xb)(Y — Xb) =Y'(I — H)Y e

SQE=bX'Y' — (L)Y JYy =Y'[H - (L) J]Y.
A matriz J é uma matriz de 1s.
A soma de quadrados total dos residuos e os valores esperados possuem (n—1),
(n—p—1) e (p) graus de liberdade associados a elas. Dividindo as SQ’s pelos seus

respectivos graus de liberdade e obtemos os quadrados médios.

MQE:SQEe
MOR = 29T
n—p—1

A expectativa é que MQR = 0% do modelo de regressao linear, sendo o > 0.

Testes de hipdtese

A hipotese Hy : 31 = B2 = -+ = B, = 0 ¢ testada utilizando-se a estatistica
Fy. Seguindo uma distribuicao F', podemos comparar F com o F' critico, denotado por
F¢, da tabela F' com quantil (1 — «) e graus de liberdade p e (n —p — 1).

_ MQE

" MQR
Como regra de decisao, se F' < F(Cl—a;p;n—p—l
valor < «, rejeita-se Hy ao nivel (100 x o)% de significancia. Note que quanto maior a

y Ho nao ¢ rejeitada ou se p —

SQE, maior a chance de rejeitar Hy, pois menor serd a SQR em relagao a SQT.
Apos a analise do modelo geral, pode-se testar a contribuicao de X; no modelo
usando apenas o parametro estimado Bk Sendo a hipotese nula Hy : 5, = 0, a estatistica

de teste é definida como:

_ BB

5B

t ~ tf comk=0,1,---,p.

(n—p—1)
Em tal expressao Sp, representa o erro padrao de b, calculado pelo modelo.
Casot < tfl_g
2
de Student e o quantil ¢¢ tem (n—p—1) graus de liberdade. Pela suposicao de normalidade

n—p—1), Ho ndo é rejeitada. A estatistica ¢ segue a distribuicao t

dos residuos, aplica-se a definicao de estatistica studentizada para t padronizando, assim,
os residuos [5].

Sua estimacao intervalar com 100 x (1 — )% de confianga é:
IC(Be) + |Br £ 15150 p1y5(Be)]
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Coeficiente de determinacao

O coeficiente de determinacdo, representado por R?, mede a proporcio da

variacao total de Y associada as varidveis preditoras Xi,---, X, e ¢ dado por:

o SQE _  SQR
SQT SQT’

Quando ajusta-se por um nimero muito grande de variaveis preditoras, a SQE

com 0 < R? < 1.

aumenta e, com isso, a SQR diminui em relacao ao SQT, gerando um R? maior. Sugere-se
entao corrigir as somas de quadrados pelos seus graus de liberdade, ajustando-se o valor

de R? para medida conhecida como coeficiente de determinagao ajustado (R?) dado por:

s, ( n-—1 SQR
o =1 (n—p—l) SQT

Essa medida fornece um percentual de explicacao da variacao em Y mais con-

sistente e conservador com relagao as variaveis preditoras.

2.2.3 Analise dos residuos

A busca pelo modelo ideal consiste na identificacao de variaveis preditoras que
melhor expliquem a variavel Y. Foram utilizados métodos de selecao de variaveis como
"stepwise” e "backward” para se obter um modelo com o nimero menor das p varidveis
preditoras, sendo seus testes de hipoteses significativos e R? suficientemente "alto".

Apos definido o modelo de regressao, utiliza-se a analise dos residuos para a
avaliacao da adequacao do modelo aos dados e as suposicoes de independéncia, normali-
dade e homoscedasticidade.

Utilizou-se o grafico dos residuos € contra os valores preditos de Y. Um perfil
aleatorio, indica a independéncia dos erros. O grafico dos quantis de probabilidade normal
é utilizado para se avaliar a normalidade dos residuos.

Usa-se uma forma alternativa padronizada para analisar os residuos que leva
em considera¢do suas variancias. Ao dividir-se € por Var(e) = 0%(1 — h), obtém-se os
residuos studentizados. Uma forma mais conveniente que possui distribuicao t de Student
sob normalidade dos dados é expressa por:

£ :
Z2i= —F——,comi=1,---,1n
com (n — k — 1) graus de liberdade e h; o i=ésimo elemento da diagonal da matriz H
simétrica e idempotente. No grafico de dispersao dos z; contra gy; um perfil aleatorio e
observacoes nao discrepantes indicam um bom ajuste.

O grafico das distancias de Cook também ¢ utilizado para a avaliacao das

suposicoes e a adequacao do modelo. A distancia de Cook mede a influéncia de cada

observacao comparando-se as estimativas dos coeficientes de regressao do modelo original
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quando uma determinada observacao ¢ omitida.

(B—B)X'X(B~Bi)

Di == =
ko?

,come¢=1,--- n,

sendo Bl o estimador de minimos quadrados do vetor 3, omitindo-se a i-ésima observagao
e k, o nimero de colunas de X.

Valores de D; maiores que 1 indicam a presenca de valores influentes.

Caso a adequacao do modelo nao satisfaca ao menos um dos critérios estabe-
lecidos, sugere-se reavaliar a utilizacao do modelo e investigar combinacoes lineares das

proprias varidveis ou mesmo utilizar outros modelos como modelos lineares generalizados.

2.3 Modelos lineares generalizados

Com a finalidade de ampliar a gama de aplicacoes dos modelos estatisticos
lineares, Nelder e Wedderburn (1972) introduziram o conceito do modelo linear genera-
lizado, que acomoda varidveis resposta com distribuicoes de probabilidade nao normais
mas que pertencem a familia exponencial [4].

Os n valores preditos para a variavel Y sao respostas independentes que seguem
uma distribui¢ao de probabilidade da familia exponencial com o valor esperado E(Y') =
p. O preditor linear baseado nas variaveis preditoras Xi,---, X, ¢ denotado por X'[3.

Portanto,

X8 = B0+ 5iXa+ -+ BpXip,
X8 = g(p)-

Modelos lineares generalizados podem ter variancias o?

7 nao constantes para
as respostas Y;, mas o2 deve ser uma funcdo das varidveis dit través d t
i : G preditora através da resposta
média ;.
Nos modelos de regressao com distribuicao Poisson, pode-se utilizar diferentes
fungoes para g(u;), contanto que a g(u;) seja monédtona e diferencidvel. Considerando o
modelo de regressao linear com erro normal, a fungao g(u;) = In(u;), desde que a relacao

X3 = p; seja verdadeira, e y; > 0. Expressa-se o modelo com distribui¢ao Poisson por:

Y, =EY;) + ¢ i=1,2,-+-,n.

Os coeficientes do modelo sao estimados pelo método de minimos quadrados.

2.3.1 Ciritério de selecao do modelo

O Critério de Informagao de Akaike - Akaike Information Criterion (AIC)

é uma ferramenta utilizada na selecao de modelos. Oferece uma medida relativa da
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qualidade do ajuste do modelo estatistico, porém nao fornece informacoes sobre como o

modelo se ajusta aos dados.
AIC =2k —2In(L),

em que k é o nimero de parametros no modelo e L é o valor da funcao de maxima
verossimilhanca do modelo estimado.

Dado um conjunto de modelos é preferido aquele com o menor valor de AIC.

Nelder e Wedderburn propuseram a medida de discrepancia "Deviance”, para
avaliar os modelos e medir o ajuste. Calculada a partir dos valores maximos do logaritmo
da funcao de verossimilhanca para os modelos saturado e corrente. O modelo saturado
atribui toda a variagdo dos dados ao componente sistematico e o modelo corrente (sob
pesquisa) estd entre os modelos maximal (maior nimero de termos) e minimal (menor

nimero de termos) que podem ser considerados para o modelo investigado [3].
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

3.1 Analise Descritiva

Para as presentes analises foram considerados apenas os individuos que pos-
sufam informagoes sobre o escore de Friesinger, o que corresponde a 130 observacoes. A
Tabela 1 apresenta médias, desvios padrao (DP), frequéncias e percentuais das variaveis
que caracterizam o conjunto de dados.

Observou-se que os participantes possufam em média 59 anos (DP = 9,7) e
cerca de 57% eram do sexo masculino. Aproximadamente mais da metade dos individuos
se declararam como de raca branca, 45 individuos de raca parda e de raca negra, 20
individuos. A maior parte dos participantes (76,2%) nao eram fumantes, nao tinham o
héabito de consumir bebidas alcodlicas (76,7%) e ndo praticavam exercicios fisicos (63%).

Quarenta e cinco porcento declararam ser de peso normal, seguidos de 34,6%
com sobrepeso e 20% obesos. O IMC medido médio foi de 27,5 (DP = 4,9), o que
caracterizaria sobrepeso. Nas categorias do IMC 40,8% foram considerados obesos; 22,3%,
com sobrepeso; 27,7% com peso normal e 9,2% abaixo do normal. Pouco mais de 38%
dos participantes apresentavam diabetes.

Oitenta e sete porcento reportaram ser diagnosticados com hipertensao arterial
sistémica (HAS), sendo considerados com HAS os individuos com as medidas de pressdo
maior ou igual a 140/90 mmHg ou que estivessem em uso de medicac¢ao anti-hipertensiva.
A média da pressao sistolica foi 127,4 mmHg (DP = 38,8) E a média da pressao diastolica
foi de 100 mmHg (DP = 32,9). Por volta de 85% dos participantes usavam medicamento
para hipertensao ou ja teriam realizado tratamento em algum outro momento quando o
diagnosticado de hipertensao foi positivo.

A variével pressao de pulso (PP), considerada um fator predisponente para
a severidade de DVCs, foi calculada pela diferenca entre pressao arterial sistolica e a
pressao arterial diastolica. A média da diferenga das duas pressoes foi de 26,8 (DP =
61,7). Quando PP < 40 considera-se uma possivel fungao cardiaca reduzida, PP = 40
normal e PP > 40 regurgitacao das valvulas.

Setenta e cinco porcento do participantes relataram possuir niveis de colesterol
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ou triglicéride elevados. Mais de 94% faziam o uso de outros medicamentos para demais
doencas diagnosticadas.

O histérico familiar (HF) clinico dos individuos também foi avaliado. Foram
considerados apenas os relato de DCVs na familia nuclear, ou seja, em pais, irmaos ou
filhos, com idade abaixo de 55 anos para homens e de 65 anos para as mulheres. Observou-
se que 66% dos participantes possuia HF de HAS; 50%, de diabetes; 44,6%, de morte de
parente por IAM e 27%, de dislipidemia.

O escore de Friesinger médio foi de 5,5 (DP = 4,4), o que representaria lesao
baixa. Em relacao a distribuicao de frequéncia das categorias dos niveis de Friesinger,
observou-se que 23,1% foram classificados como sem lesdao; 27,7%, com grau de lesao
baixa; 32,3%, com grau de lesio intermediaria e 16,9%, com grau de lesdao grave. O escore
de Framingham médio foi de 29,8 (DP = 20,6), que corresponderia a uma classificagao de
risco intermedidria mas com uma alta variabilidade nos participantes. QQuando o escore de
Framingham foi categorizado observou-se que 5,7% dos participantes foram classificados
com risco de lesao baixa; 24,1%, com risco de lesdo intermediario e 70,1%, com risco alto
de desenvolvimento de DCVs. Observou-se, também, 43 participantes sem informacao do
escore de Framingham.

A Tabela 2 contém médias e desvios padrao da expressao de treze genes, quatro
expressoes proteicas, niveis de dez acidos graxos e exames laboratoriais dos participantes
do estudo. Entre as expressoes génicas, destacou-se CA1, MYL4 e BCL2L1 com os maiores
valores de média e desvios padrao. Os outros genes apresentam valores muito proximos
de zero para tais medidas. Entre as expressoes proteicas, cita-se vCAM, com valor médio
muito superior as demais.

Os acidos com maiores valores médios e desvios padrao foram os Miristico,
Linoleico, Gamalinoleico, Oleico e Araquidonico. Ressalta-se que para o acido Miristico,
dois valores foram considerados como discrepantes proveniente de erro de medida e, por-
tanto, foram retirados das analises do presente trabalho. Dos participantes, observou-se
que 65 nao possuiam as treze expressoes génicas completas, faltando pelo menos uma
observacao nao informada. 46 participantes com valores incompletos para as proteinas e
64 para os acidos graxos.

Considera-se para os exames laboratoriais os seguintes valores de referéncia:
Glicose normal até 100 mg/dl, elevado de 100 a 139 mg/dl e diabetes quando maior que
140 mg/dl. Colesterol desejavel até 200 mg/dl, limiar de 201 até 239 mg/dl e elevado a
partir de 240 mg/dl. Triglicérides desejavel até 200 mg/dl, elevado maior que 200 mg/dl.
Colesterol LDL normal até 130 mg/dl, limiar de 130 a 159 mg/dl, elevado maior que 160
mg/dL
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CAPITULO 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 3.1: Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes

Idade (em anos), média (DP) 59,3  (9,7)
Sexo Masculino, n (%) n=74 (56,9)
Raga, freq, (%) n=129
Branco 64 (49,6)
Pardo 45 (34,9)
Negro 20 (15,5)
Exercicio Fisico, n (%) 48  (36,9)
Bebida alcoolica, n (%) 30 (23,3)
Cigarro, n (%) 31 (23,8)
Peso (Kg), média (DP) 71,5 (13,3)
Peso, freq, (%) n=130
Normal 59 (45.4)
Sobrepeso 45 (34,6)
Obesidade 26 (20,0)
Altura (m), média (DP) 1,61 (0,1)
IMC, média (DP) (Kg/m?) 275 (4,9)
IMC, freq, (%) n—130
Abaixo 12 (9,2)
Normal 36 (27,7)
Sobrepeso 29 (22,3)
Obesidade 53 (40,8)
Diabetes, n (%) 50 (38.,5)
HAS, n (%) 113 (86.,9)
Pressao sistolica (mmHg), média (DP) 1274 (39,2)
Pressdo diastolica (mmHg), média (DP)  100,5 (33,0)
PP, média (DP) 26,8 (61,7)
Dislipidemia, n (%) 98 (75,4)
Hipertensao tratada, n (%) 108 (85,0)
Uso de Medicamentos, n (%) 123 (94,6)
HF de Obesidade, n (%) 18 (13,8)
HF de Diabetes, n (%) 65 (50,0)
HF de HAS, n (%) 86 (66,1)
HF de Dislipidemia, n (%) 35 (26,9)
HF Morte de parente por IAM, n (%) 58  (44,6)
Escore Friesinger, média (DP) 55  (4,4)
Escore Friesinger, freq, (%) n=130
Sem lesao 30 (23,1)
Baixo 36 (27,7)
Intermediario 42 (32,3)
Grave 22 (16,9)
Escore de Framingham, média (DP) 29,8 (20,6)
Escore Framingham, freq, (%) n=87
Baixo 5 (5,7)
Intermediario 21 (24,1)
Alto 61 (70,1)

Notas: HF-Histoérico familiar, HAS-Hipertensao
arterial sistémica, IMC-indice de massa
corpérea,IAM-Infarto agudo do miocardio e

PP-(Pressao sistolica - Pressdo diastoélica).
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3.1. ANALISE DESCRITIVA

Tabela 3.2: Médias e desvios padrao de variaveis laboratoriais dos participantes

Caracteristicas Média Desvio Padrao
Perfil Laboratorial
Glicose (mg/dl) 121,6 68,7
Colesterol total (mg/dl) 180,1 48,6
Triglicérides (mg/dl) 165,7 108,7
HDL (mg/dl) 37,5 12,4
LDL (mg/dl) 109,6 43,5
ALT (U/L) 30,4 21,2
AST (U/L) 32,6 18,8
Ureia (mg/dl) 38,8 12,6
Creatinina (mg/dl) 1,0 0,3
Acido Urico (mg/dl) 4,8 1,6
Expressoes Génicas (RN A,, 2e~2¢7)
AREG 0,0002 0,0003
TREML4 0,0004 0,0007
BCL2A1 0,0181 0,0096
BCL2L1 0,0363 0,0444
CA1 0,0662 0,0935
COX7B 0,0037 0,0023
IRS2 0,0061 0,0037
KCNE1 0,0001 0,0000
MMP9 0,0172 0,0116
ECHDC3 0,0006 0,0005
MYL4 0,0401 0,0548
IL18R1 0,0003 0,0002
ALOX15 0,0033 0,0054
Expressoes proteicas
E-Selectina 314 16,6
vCAM 9894 2727
iCAM 147.9 46,1
MMP9 330,7 175,2
Acidos Graxos
Miristico 379,6 1479
Miristoleico 36,0 18,6
Oleico 150,7 51,1
Linoleico 295,8 121,5
Gamalinoleico 224.8 95,8
Linolénico 34,7 17,5
Araquidoénico 112,3 50,9
Eicosapentaenoico 20,0 16,3
Lignocérico 10,3 49
Docosaexaenoico 29,1 16,5

Notas: HDL—Lipoproteinas de alta densidade, LDL—Lipoproteinas de
baixa densidade, ALT—Alanina aminotransferase e

AST—Aspartato aminotransferase.
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CAPITULO 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.1 Coeficiente de correlacao de Pearson

Coeficientes de correlagao de Pearson foram estimados entre todos os pares de
varidveis incluindo Frisinger, Framingham, expressoes génicas, proteicas e niveis de acidos
graxos. A Figura 3.1 contém informacoes sobre a matriz de estimativas dos coeficientes
de correlacao. A cor azul representa associacOes positivas e a cor laranja, associacoes
negativas. A forma da elipse indica a intensidade da correlagao, de maneira que, quanto
mais proxima de uma reta for a elipse mais forte é a correlacao entre as variaveis.

Para uma melhor visualizacao dos graficos, as proteinas E-Selectina Luminex,
vCAM Luminex, iCAM Luminex e MMP9 Luminex foram reportadas, respectivamente,
como P, P, Pse Pyeo Acido miristico, Acido miristoleico, Acido oleico, Acido lino-
leico, Acido gamalinoleico, Acido linolénico, Acido araquidénico, Acido eicosapentaenoico,
Acido lignoceérico e Acido docosaexaenoico como Ay, Ay, As, A4, As, Ag, A7, As, Ag e

Aqp, respectivamente.
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Figura 3.1: Grafico das estimativas dos coeficientes de correlacao de Pearson das varidveis
de expressoes génicas, expressoes proteicas e niveis de acidos graxos.
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3.1. ANALISE DESCRITIVA

As Tabelas 3.3 e 3.4 apresentam estimativas dos coeficientes de correlagao de
Pearson e p-valores para o teste de hipotese (Hy : p = 0). Foram incluidas apenas as

estimativas cujos resultados de testes fornecessem p-valores < 0,1.

Tabela 3.3: Tabela das estimativas da correlacao de Pearson que possuem p-valor < 0,1

Variaveis Correlacao  P-valor
Ac. Araquidonico Ac. Docosaexaenoico 0,68 1x10710
Ac. Araquidonico Ac. Lignocérico 0,55 1x107°
Ac. Eicosapentaenoico Ac. Lignocérico 0,27 5 x 1072
Ac. Gamalinoleico Ac. Araquidonico 0,57 4x1077
Ac. Gamalinoleico Ac. Docosaexaenoico 0,53 3x1076
Ac. Gamalinoleico Ac. Lignocérico 0,31 2x 1072
Ac. Gamalinoleico Ac. Linolénico 0,44 2x107*
Ac. Lignocérico Ac. Docosaexaenoico 0,46 3 x 1074
Ac. Linoleico Ac. Araquidonico 0,59 9x1078
Ac. Linoleico Ac. Docosaexaenoico 0,56 7x1077
Ac. Linoleico Ac. Gamalinoleico 0,70 3 x 10~ !
Ac. Linoleico Ac. Lignocérico 0,36 6x 1073
Ac. Linoleico Ac. Linolénico 0,60 5x1078
Ac. Linolénico Ac. Araquidonico 0,46 9 x107°
Ac. Linolénico Ac. Docosaexaenoico 0,38 1x1073
Ac. Linolénico Ac. Lignocérico 0,46 4 x107*
Ac. Miristico Ac. Araquidonico 0,57 4x1077
Ac. Miristico Ac. Docosaexaenoico 0,56 6x 1077
Ac. Miristico Ac. Gamalinoleico 0,65 3x107°
Ac. Miristico Ac. Lignocérico 0,42 1x1073
Ac. Miristico Ac. Linoleico 0,89 0

Ac. Miristico Ac. Linolénico 0,65 3x107°
Ac. Miristico Ac. Miristoleico 0,80 9 x 10716
Ac. Miristico Ac. Oleico 0,82 0

Ac. Miristoleico Ac. Araquidonico 0,46 8 x107°
Ac. Miristoleico Ac. Docosaexaenoico 0,38 2x1073
Ac. Miristoleico Ac. Gamalinoleico 0,47 9x107°
Ac. Miristoleico Ac. Lignocérico 0,44 8x107*
Ac. Miristoleico Ac. Linoleico 0,72 1x10~1
Ac. Miristoleico Ac. Linolénico 051 2x107°
Ac. Miristoleico Ac. Oleico 0,72 1x10711
Ac. Oleico Ac. Araquidoénico 0,67 2x 10710
Ac. Oleico Ac. Docosaexaenoico 0,59 1x1077
Ac. Oleico Ac. Gamalinoleico 0,64 5x107°
Ac. Oleico Ac. Lignocérico 0,53 2x107°
Ac. Oleico Ac. Linoleico 0,79 9x 10716
Ac. Oleico Ac. Linolénico 0,68 3 x 10710
AREG Ac. Docosaexaenoico 0,25 5 x 1072
AREG ECHDC3 0,23 7 x 1072
AREG IL18R1 0,41 2x1073
AREG IRS2 0,45 2x104
BCL2A1 Ac. Miristico 023 9x1072
BCL2A1 Ac. Miristoleico 0,22 1x107!
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CAPITULO 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 3.4: Tabela das estimativas da correlacao de Pearson que possuem p-valor < 0,1

Variaveis Correlagao  P-valor

BCL2A1 Ac. Oleico 0,34 9x1073
BCL2A1 CA1 -0,33 7x1073
BCL2A1 iCAM 024 6x1072
BCL2L1 CA1 0,41 6x107*
BCL2L1 COX7B 0,26 4 x 1072
BCL2L1 iCAM 0,31 1x102
BCL2L1 IRS2 0,22 8x 1072
BCL2L1 P. MMP9 -0,33 8x 1073
BCL2L1 MYL4 0,46 1x107*
CA1l Ac. Linoleico -0,28 3 x 1072
CA1 Ac. Miristico -0,22 1x107*
CAl Ac. Miristoleico -0,25 6 x 1072
CA1 COX7B 0,36 3x1073
CA1 MYL4 0,70 1x 10710
COX7B Ac. Araquidénico -0,23 9x 1072
COX7B Ac. Linoleico -0,27 4 x 1072
COX7B Ac. Linolénico -0,30 2 x 1072
COX7B Ac. Miristico -0,28 4 x 1072
COX7B iCAM 0,25 6 x 1072
COXT7B MYL4 0,50 2x107°
E-Selectina ~ iCAM 0,28 1x1072
ECHDC3 P. MMP9 0,21 1x107!
Framingham ALOX15 0,38 3x1073
Framingham BCL2L1 -0,22 9 x 1072
Framingham Friesinger 0,31 3x1073
Framingham vCAM 0,25 3x 1072
Friesinger ALOX15 0,23 7 x 1072
IL18R1 Ac. Miristico -0,26 7 x 1072
IRS2 IL18R1 0,65 1x1077
IRS2 KCNE1 0,32 1x1072
IRS2 MMP9 0,45 2x107*
KCNE1 Ac. Miristico -0,24 9 x 1072
KCNE1 IL18R1 0,28 4 x 10792
MMP9 Ac. Lignocérico -0,26 6 x 1072
P. MMP9 Ac. Linolénico 0,21 8x1072
MMP9 IL18R1 0,57 6x 1076
MMP9 P. MMP9 0,31 1x102
MYL4 Ac. Linolénico -0,25 6 x 1072
MYL4 Ac. Miristoleico -024 7x1072
TREMLA4 Ac. Lignocérico -0,24 8 x 1072
TREML4 CA1 0,27 3 x 1072
TREMLA4 COXT7B 0,22 8x 1072
TREML4 IL18R1 0,36 8x 1073
vCAM Ac. Gamalinoleico 0,24 5 x 1072
vCAM iCAM 0,26 2x 1072
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3.1. ANALISE DESCRITIVA

Com base na Figura 3.1 e as Tabelas 3.3 e 3.4 observou-se que associacoes
maiores que 0,20 com a variavel escore de Friesinger apresentavam p-valor < 0,1. Nota-se
grupos com intensidade de correlagdo mais forte, como os acidos entre si e expressoes
génicas entre si.

Os acidos sao fortemente correlacionados de forma positiva entre si, com exce-
¢ao do Ag que possui correlacao inversa com os demais. As expressoes proteicas possuem
baixa correlagdo com os acidos. Apenas P, com As e Py com Ag foram significantes, ambas
positivas. Observou-se correlacoes positivas e negativas entre varios pares de expressao
génicas. Tais expressoes também possuem correlacao com os acidos de forma inversa.

Encontrou-se correlagoes significantes entre o escore de Friesinger com as varié-
veis escore de Framingham (r=0,31;p-valor<0,01) e o gene ALOX15 (r=0,23;p-valor<0,1).
Das variaveis consideradas fatores classicos de risco temos colesterol LDL (p-valor<0,1),
idade (p-valor<0,01) e PP (p-valor <0,001) com as estimativas das correla¢oes de 0,18,
0,24, -0,31 com a variavel escore de Friesinger.

Analisando-se os valores das estimativas das correlacdes que nao foram con-
sideradas significativas com p-valor > 0,1, decidiu-se utilizar as variaveis de expressao
génica MYL4 (r=-0,15;p-valor=0,2), COX7B (r=-0,15;p-valor=0,2), BCL2A1 (r=-0,13;p-
valor=0,3), IL18R1 (r=-0,13;p-valor=0,3), MMP9 (r=-0,10;p-valor=0,4) e acido Gama-
linoleico (r=-0,12;p-valor=0,3) como potenciais fatores preditivos de associagdo com o
escore de Friesinger.

As Figuras 3.2 e 3.3 apresentam os histogramas das varidveis continuas ava-
liadas na diagonal com densidade de probabilidade. As estimativas dos coeficientes de
correlacao de Pearson entre os pares das variaveis acima da diagonal e o diagrama da dis-
persao bivariada abaixo da diagonal. As elipses entorno dos pontos dentro do diagrama

de dispersao sao utilizadas para representar o grau de intensidade das correlagoes.
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Figura 3.2: Grafico dos histogramas na diagonal, estimativas dos coeficientes de correlagao
de Pearson entre os pares acima da diagonal e o diagrama da dispersao bivariada abaixo
da diagonal
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Figura 3.3: Grafico dos histogramas na diagonal, estimativas dos coeficientes de correlagao
de Pearson entre os pares de expressao génica e acidos acima da diagonal e o diagrama
da dispersao bivariada abaixo da diagonal



CAPITULO 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2 Regressao Linear multipla

Um modelo com os fatores de risco que apresentaram significancia no estudo
foram o escore de Framingham, colesterol LDL e PP. Levando em consideracao os valores
faltantes encontrados, 44 observacoes foram excluidas dessa anélise por nao apresentarem
valores de alguma das variaveis explicativas. O primeiro modele obteve p-valor<0,001,
R*=0,20e R2=0,17.

Tabela 3.5: Modelo para Friesinger com alguns fatores de risco conhecidos

Parametro Estimativa Erro padrao P-valor
Intercepto 1,92 1,32 0,15
Framingham 0,08 0,02 <0,001
PP -0,03 0,01  <0,01
LDL 0,02 0,01  <0,05

Notas: PP-pressdo de pulso e LDL-Lipoproteinas de baixa densidade.

A Tabela 3.5 apresenta os coeficientes estimados e seus respectivos p-valores.
Para tal modelo, pela estimativa do coeficiente, observa-se um aumento em um ponto
no escore de Framingham temos um aumento em 0,08 pontos no escore de Friesinger.
Levando em consideracao que Friesinger ¢ uma variavel quantitativa discreta, em média, se
aumentarmos em 12,5 o valor do escore de Framingham, o escore de Friesinger aumentaria
em 1 ponto. A mesma ideia ocorre para colesterol LDL, sendo a variacao de 0,02. Para
a PP, temos que para o aumento de uma unidade, quanto maior for a diferenca entre as
pressoes sistolica e diastoélica, ocorre um decréscimo de 0,03 no escore de Friesinger.

Ao sugerirmos um modelo que inclua as varidveis expressoes génicas, expres-
soes proteicas e niveis de acidos graxos observou-se o problema de observagoes deletadas.
As expressoes e os dcidos tornavam-se nao significativos e afetavam substancialmente as
demais variaveis preditoras, que também, deixavam de ser significativas para explicar a
variacao da variavel escore de Friesinger.

Portanto, um possivel modelo para Friesinger, com a ressalva de 65 observagoes
deletadas, R? = 0,13, R? = 0,10 e p-valor < 0,01 é apresentado na Tabela 3.6 e pode ser

considerado um possivel modelo para futuras analises mais apuradas.

Tabela 3.6: Possivel Modelo para Friesinger com gene e LDL

Parametro Estimativa Erro padrao P-valor
Intercepto 0,52 1,53 0,74
ALOX15 205,84 92,79  <0,04
LDL 0,03 0,01  <0,03

Notas: PP-pressdo de pulso e LDL-Lipoproteinas de baixa densidade.
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3.2. REGRESSAO LINEAR MULTIPLA

3.2.1 Adequacao do modelo

O gréfico dos residuos avalia a adequagao do modelo proposto e as suposicoes
utilizadas para a construcao do modelo.

Na Figura 3.4, o primeiro grafico apresenta a dispersao dos residuos com a
varidvel preditora e considera-se um perfil aleatorio. O segundo grafico é de probabi-
lidade normal em escala transformada e apresenta observacoes que se desviam da reta
nas caldas. O teste de hipotese para a normalidade dos residuos apresentou um p-valor
< 0,05. Rejeitando-se a hipotese nula (Hp) de ndo normalidade dos residuos. Para o
terceiro, temos uma forma alternativa que leva em consideracao a variancia. Os residuos
studentizados apresentam uma curvatura nos dados e sugere a nao homogeneidade nas
variancias. O ultimo grafico mostra a distancia de Cook para a influéncia dos dados na
estimacgao dos parametros. Destaca-se na Figura 3.5 trés observagoes de maior valor mas

ambas ainda dentro do limite 1.
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Figura 3.4: Grafico dos residuos para o modelo com os fatores cléssicos de risco
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Cook's distance
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Figura 3.5: Grafico da distancia de Cook

Para o segundo modelo, também nao encontramos um bom ajuste aos conjunto
de dados. O primeiro grafico de dispersao apresenta valores concentrados a esquerda. O
grafico do quantil da probabilidade normal em escala transformada, também, observagoes
que se desviam da reta na calda. O teste de hipotese de normalidade apresentou um
p-valor<(0,01 e confirma a nao normalidade dos residuos. O grafico com os residuos stu-
dentizados observa-se uma concentracao a esquerda e um valor aparentemente discrepante.
A distancia de Cook para a influéncia dos dados nao apresentou nenhuma observacao fora

dos limites. A Figura 3.7 destaca trés observacoes com maior distancia.
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Figura 3.6: Grafico dos residuos para o modelo com ALOX15 e LDL
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Figura 3.7: Grafico da distancia de Cook

Mediante a violacao das suposicoes, até mesmo o modelo que apresenta varia-
veis explicativas significantes ja conhecidas por outros estudos e, por nao apresentarem

um bom ajuste nos dados, sugere-se novas anélises e novo modelo.

3.3 Modelo linear generalizado

Tendo em vista que as andlise dos residuos dos modelos de regressao linear
multipla sugeridos busca-se um melhor modelo para a variacao da variavel Friesinger.
Utilizou-se um modelo linear generalizado com distribuicao de Poisson.

A Tabela 3.7 contém os valores das estimativas, erros padrao e p-valores para
o modelo linear generalizado de Poisson. Trés das variaveis com estimativas de correlagao
consideradas potenciais para a correlacao com Friesinger apresentaram-se significativas
para o modelo generalizado. O gene BCL2A1 (5 = -20,7), COX7B (8 = -70,9) e acido
gamalinoleico (8 = -0,0031) todos com valores negativos indicam um rela¢do inversa para
o aumento no escore de Friesinger. LDL, idade e Framingham aparecem no modelo com
os coeficientes iguais a 0,01 indicando que, quando as variaveis fatores de risco aumentam,
o escore também sofre aumento. Apenas o intercepto se manteve nao significativo com
p-valor = 0,12. Setenta e oito observacoes foram deletadas por falta de informagoes e o
residuo Deviance foi de 197,76 com 45 graus de liberdade sendo necessarias 6 interagoes.
O critério de selecao do modelo AIC foi de 336,52.
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CAPITULO 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 3.7: Modelo para Friesinger com alguns fatores de risco conhecidos

Parametro Estimativa Erro padrao  P-valor
Intercepto 0,90 0,6 0,12
Framingham 0,01 0,0 <0,0001
BCL2A1 -20,7 6,6 <0,001
COX7B -70,9 30,1 <0,01
AC. Gamalinoleico -0,0031 0,0 <0,001
LDL 0,01 0,0 <0,0001
Idade 0,01 0,01 <0,1

Notas: AC - acido, LDL-Lipoproteinas de baixa densidade.

A analise de residuos e diagnostico do ajuste para os modelos lineares gene-
ralizados é semelhante a analise de residuos para o modelo linear multiplo, com uma ou
outra adaptacao devido a estrutura dos modelos generalizados.

Para o modelo generalizado o gréafico de dispersao dos residuos e dos residuos
studentizados apresenta valores mais dispersos em torno do valor zero mas com algumas
observacoes mais relevantes, principalmente quando se avalia o valor padronizado. O
grafico do quantil da probabilidade apresenta observagoes que se desviam da reta nas
caldas. A distancia de Cook identificou pontos fora dos limites, o que indica influéncia da
observacao na estimagao dos parametros do modelo.

A Figura 3.10 evidencia um ajuste nao muito adequado. Esse fato pode ser

ocasionado pela presenca de zeros no escore de Friesinger.
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3.3. MODELO LINEAR GENERALIZADO
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Figura 3.8: Grafico dos residuos para o modelo linear generalizado com Distribuicao de
Poisson
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Figura 3.9: Envelope simulado para os componentes do desvio no modelo de Poisson
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Capitulo 4
Consideracoes Finais

Neste trabalho foram avaliadas as relagoes de expressoes génicas, expressoes
proteicas e acidos graxos com o escore de Friesinger. Com a finalidade de identificar a
relacao das covariaveis com os diferentes niveis de lesao aterosclerdtica. Avaliou-se os treze
genes, quatro proteinas e dez acidos, bem com a relacao entre o escore de Framingham e
os fatores classicos de risco.

O escore de Framingham apresentou uma correlacao moderada porém signifi-
cante com o escore de Friesinger. Destacou-se como sendo uma das varidveis mais signi-
ficantes apresentadas nos modelos de regressao. Nao se encontrou um modelo com bom
ajuste e sendo o escore de Framingham usado vastamente pelos cardiologistas como uma
estimativa do risco de desenvolver DCVs, percebe-se que ainda faz-se necessario buscar
melhores formas de estimar a aterosclerose e outras DCVs.

Observou-se correlacao moderada de Friesinger positiva com os genes ALOX15,
MYL4, COX7B, BCL2A1, IL18R1 e MMP9 e com o acido Gamalinoleico, sendo signi-
ficante para o modelo de regressao miltipla proposto apenas o gene ALOX15. Estudos
anteriores reportaram a associagdo entre o gene lipoxigenase 12/15 e a aterosclerose em
camundongos [21]. Em lesoes ateroscleroticas humanas avancadas, grandes quantidades
de produtos de oxigenacao foram detectadas cuja estrutura sugere uma origem nao en-
ziméatica. Estes dados sugerem que a arachidonate 15-lipoxigenase, é um fisiopatologico
importante durante as fases iniciais da aterosclerose. Em fases posteriores da placa com
peroxidacao de lipidios ndo enzimaticos o desenvolvimento torna-se mais relevante [22].

Em estudo realizado pela Universidade do Rio Grande do Norte no Laboratorio
de Bioquimica Clinica e Biologia Molecular, também nao se observou nenhuma associagao
entre os genes AREG, TREML4, BCL.2A1, BCL2L1, TRS2, KCNE1, MMP9, TL18R1,
ALOX15 com o escore de Friesinger. Porém, encontrou significancia para os genes CAl,
COX7B, ECHDC3 e MYL4. Portanto, MYL4 e COX7B. Podendo vir a serem alvos de
novos estudos pela relagao encontrada em ambos os estudos.

Destaca-se o dcido Gamalinoleico em tal estudo pois foi o acido que apresentou
menor p-valor na correlacao, semelhante ao presente trabalho. Os demais acidos também

nao apresentaram associagao.
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No presente estudo as varidveis sexo, IMC e triglicérides nao se mostraram
significantes. Fato curioso, ja que tais varidveis sao considerados como fatores de risco
de DCV estabelecidos na literatura. Isso pode ser um indicativo do perfil homogéneo do
grupo dos individuos selecionados em relagao aos fatores classicos de risco considerados
nas andlises. Os participantes apresentavam caracteristicas plausiveis para a realizacao
do cateterismos perdendo a referéncia de predicao das DCVs. Com perfil menos severo
para aterosclerose, os fatores classicos de risco, antes descritos, deixam de ser significantes
e o nivel de lesao acaba por nao depender dos fatores.

Sabe-se que o gene ALOX15, o escore de Framingham, PP, idade e colesterol
LDL tiveram correlagoes consideradas significativas com o escore de Friesinger. Porém, ao
se utilizar um modelo de regressao linear miltipla com as varidveis gene, proteina, acidos
e fatores de risco observou-se que Framingham, idade e PP deixaram de ser significativas.

Na tentativa de buscar um melhor modelo ap6s as analises de residuos do
modelo linear multiplo, encontrou-se no modelo generalizado outras potenciais variaveis
preditoras mas sem sucesso na adequacao dos dados ao novo modelo. Destaca-se no
modelo linear generalizado as varaveis gene BCL2A1, COX7B, acido Gamalinoleico, Fra-
mingham, LDL e Idade como sendo significativas para explicar a variabilidade do escore
de Friesinger. Um fator importante que justificaria o ajuste nao tao adequado sao as
78 observagoes deletadas por falta de informacao. A partir dessas informagoes, modelos
alternativos devem ser considerados afim de melhorar variabilidade presente no conjunto
de dados.

Apobs diversas anélises, foi concluido que quando as varidveis de expressao
génica, proteica ou acidos graxos eram inclusas nos modelos, devido ao niimero muito ele-
vado de observacoes nao coletadas, perdia-se informacoes relevantes. Devia a esse niimero
reduzido de informacoes das expressoes e acidos os resultados do presente trabalho nao
mostrou-se favoravel, fazendo com que mais da metade das observagoes fossem deletadas.

Varios estudos evidenciam a importancia de se conhecer novos marcadores
para DCV precoce e marcadores de aterosclerose menos invasivos. Novos estudos sao
necessarios para elucidar o papel das expressoes génicas, proteicas e acidos graxos no

desenvolvimento da aterosclerose.
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Apéndice A

Graficos e Tabela adicionais

A.1 Estimativas de Coeficientes de Correlacao de Pear-

son entre expressoes génicas e expressoes proteicas
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Figura A.1: Gréfico das correlagoes

AREG: Amphiregulin; TREMLA4: Triggering Receptor Ezpressed On Myeloid Cells-Like 4; BCL2A1: BCL2-Related Protein Al;
BCL2L1: BCL2-Like 1; CAl: Carbonic Anhydrase I; COX7B: Cytochrome C Ouzidase Subunit VIIb; IRS2: Insulin Receptor Substrate
2; KCNELl: Potassium Channel, Voltage Gated Subfamily E Regulatory Beta Subunit 1; MMP9: Matriz Metalloproteinase 9;
ECHDC3: Enoyl CoA Hydratase Domain Containing 3; MYL4: Muyosin, Light Chain 4; IL18R1: Interleukin 18 Receptor 1;
ALOX15: Arachidonate 15-Lipozygenase; Pp:E-Selectina Luminex; Po:vCAM Luminex; P3:iCAM Luminex e P4:MMP9 Luminex.
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A.2 Estimativas de Coeficientes de Correlacao de Pe-

arson entre niveis de aAcidos graxos
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Figura A.2: Gréfico das correlagoes

Aj-Acido miristico, Aa-Acido miristoleico, Az-Acido oleico, A4-Acido linoleico, As-Acido gamalinoleico, Ag-Acido linolénico, A7-Acido
araquidénico, Ag-Acido eicosapentaenoico, Ag-Acido lignocérico e A19-Acido docosaexaenoico.
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A.3 Grafico de diagnostico para nao linearidade das va-

riaveis dos modelos propostos
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Figura A.3: Grafico dos residuos parciais e as variaveis do modelo linear com os fatores
classicos de risco
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Figura A.4: Grafico dos residuos parciais e as varidveis do modelo linear com a variavel
gene ALOX15
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A.4 Tabela completa das estimativas de Coeficientes de

Correlacao de Pearson e P-valores

Tabela A.1: Tabela das estimativas da correlacdo de Pearson

Variéveis Correlagdo  P-valor
Ac. Araquidonico Ac. Docosaexaenoico 0.68 0.0000
Ac. Araquidonico Ac. Lignocérico 0.55 0.0000
Ac. Eicosapentaenoico Ac. Lignocérico 0.27  0.0492
Ac. Gamalinoleico Ac. Araquidonico 0.57 0.0000
Ac. Gamalinoleico Ac. Docosaexaenoico 0.53  0.0000
Ac. Gamalinoleico Ac. Lignocérico 0.31 0.0203
Ac. Gamalinoleico Ac. Linolénico 0.44 0.0002
Ac. Lignocérico Ac. Docosaexaenoico 0.46 0.0003
Ac. Linoleico Ac. Araquidonico 0.59 0.0000
Ac. Linoleico Ac. Docosaexaenoico 0.56  0.0000
Ac. Linoleico Ac. Gamalinoleico 0.70  0.0000
Ac. Linoleico Ac. Lignocérico 0.36  0.0058
Ac. Linoleico Ac. Linolénico 0.60 0.0000
Ac. Linolénico Ac. Araquidonico 0.46 0.0001
Ac. Linolénico Ac. Docosaexaenoico 0.38 0.0013
Ac. Linolénico Ac. Lignocérico 0.46 0.0004
Ac. Miristico Ac. Araquidonico 0.57  0.0000
Ac. Miristico Ac. Docosaexaenoico 0.56  0.0000
Ac. Miristico Ac. Gamalinoleico 0.65 0.0000
Ac. Miristico Ac. Lignocérico 0.42 0.0010
Ac. Miristico Ac. Linoleico 0.89 -

Ac. Miristico Ac. Linolénico 0.65 0.0000
Ac. Miristico Ac. Miristoleico 0.80 0.0000
Ac. Miristico Ac. Oleico 0.82 -

Ac. Miristoleico Ac. Araquidonico 0.46 0.0001
Ac. Miristoleico Ac. Docosaexaenoico 0.38 0.0018
Ac. Miristoleico Ac. Gamalinoleico 0.47 0.0001
Ac. Miristoleico Ac. Lignocérico 0.44  0.0008
Ac. Miristoleico Ac. Linoleico 0.72  0.0000
Ac. Miristoleico Ac. Linolénico 0.51  0.0000
Ac. Miristoleico Ac. Oleico 0.72  0.0000
Ac. Oleico Ac. Araquidonico 0.67 0.0000
Ac. Oleico Ac. Docosaexaenoico 0.59 0.0000
Ac. Oleico Ac. Gamalinoleico 0.64 0.0000
Ac. Oleico Ac. Lignocérico 0.53  0.0000
Ac. Oleico Ac. Linoleico 0.79  0.0000
Ac. Oleico Ac. Linolénico 0.68 0.0000
Ac. Araquidonico Ac. Eicosapentaenoico -0.12  0.3566
Ac. Eicosapentaenoico Ac. docosaexaenoico -0.11  0.4032
Ac. Gamalinoleico Ac. Eicosapentaenoico -0.09 0.4954
Ac. Linoleico Ac. Eicosapentaenoico -0.16  0.2087
Ac. Linolénico Ac. Eicosapentaenoico 0.07  0.5850
Ac. Miristico Ac. Eicosapentaenoico -0.12  0.3496
Ac. Miristoleico Ac. Eicosapentaenoico -0.16  0.2245
Ac. Oleico Ac. Eicosapentaenoico -0.09 0.4977
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Tabela A.2: Tabela das estimativas da correlacdo de Pearson

Variaveis Correlacao  P-valor
ALOX15 Ac. Araquidonico 0.06 0.6667
ALOX15 Ac. docosaexaenoico 0.08 0.5424
ALOX15 Ac. Eicosapentaenoico -0.18 0.1834
ALOX15 Ac. Gamalinoleico -0.06 0.6420
ALOX15 Ac. Lignocerico -0.01  0.9689
ALOX15 Ac. Linoleico 0.04 0.7517
ALOX15 Ac. Linolénico 0.06 0.6681
ALOX15 Ac. Miristico 0.03 0.8241
ALOX15 Ac. Miristoleico 0.00 0.9844
ALOX15 Ac. Oleico -0.03 0.8302
ALOX15 E-Selectina -0.01 0.9213
ALOX15 iCAM -0.04 0.7263
ALOX15 P. MMP9 -0.08 0.5259
ALOX15 vCAM -0.02 0.8954
AREG Ac. Docosaexaenoico 0.25 0.0533
AREG Ac. Araquidonico 0.00 0.9927
AREG Ac. Eicosapentaenoico 0.03 0.8094
AREG Ac. Gamalinoleico -0.07 0.5878
AREG Ac. Lignocerico 0.14 0.3176
AREG Ac. Linoleico -0.03 0.8051
AREG Ac. Linolénico -0.02 0.8632
AREG Ac. Miristico -0.03 0.8251
AREG Ac. Miristoleico -0.09 0.4898
AREG Ac. Oleico 0.01 0.9149
AREG ALOX15 -0.06 0.6702
AREG BCLA1 0.19 0.1359
AREG BCLL1 -0.01 0.9663
AREG CAl -0.03 0.8166
AREG COXT7B 0.04 0.7331
AREG E-Selectina 0.06 0.6418
AREG ECHDC3 0.23 0.0648
AREG iCAM -0.03 0.8254
AREG IL18R1 0.41 0.0020
AREG IRS 0.45 0.0002
AREG KCNE1 0.10 0.4490
AREG MMP9 0.14 0.2517
AREG P. MMP9 0.05 0.6735
AREG MYL4 0.03 0.7858
AREG TREML4 -0.04 0.7748
AREG vCAM 0.17 0.1835
BCL2A1 Ac. Miristico 0.23 0.0890
BCL2A1 Ac. Miristoleico 0.22 0.0971
BCL2A1 Ac. Oleico 0.34 0.0093
BCL2A1 Ac. Araquidonico 0.10 0.4724
BCL2A1 Ac. docosaexaenoico 0.17  0.1940
BCL2A1 Ac. Eicosapentaenoico -0.07  0.5975
BCL2A1 Ac. Gamalinoleico -0.10  0.4433
BCL2A1 Ac. Lignocerico 0.08 0.5582
BCL2A1 Ac. Linoleico 0.18 0.1681
BCL2A1 Ac. Linolénico 0.13 0.3191
BCL2A1 ALOX15 -0.04 0.7288
BCL2A1 BCLL1 -0.00 0.9750
BCL2A1 CA1l -0.33  0.0068
BCL2A1 COX7B 0.03 0.8293
BCL2A1 E-Selectina -0.02 0.8463
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Tabela A.3: Tabela das estimativas da correlagdo de Pearson

Variaveis Correlacao  P-valor
BCL2A1 ECHDC3 0.02 0.8597
BCL2A1 iCAM 0.24 0.0613
BCL2A1 1IL18R1 -0.06 0.6541
BCL2A1 IRS 0.02 0.8551
BCL2A1 KCNE1 0.01 0.9699
BCL2A1 MMP9 0.20 0.1140
BCL2A1 P. MMP9 0.05 0.6757
BCL2A1 MYIL4 -0.19 0.1201
BCL2A1 vCAM -0.04 0.7433
BCL2L1  Ac. Araquidonico 0.08 0.5651
BCL2L1 Ac. docosaexaenoico 0.02 0.8785
BCL2L1  Ac. Eicosapentaenoico 0.03 0.8010
BCL2L1  Ac. Gamalinoleico 0.04 0.7403
BCL2L1  Ac. Lignocerico 0.01 0.9314
BCL2L1  Ac. Linoleico -0.06 0.6469
BCL2L1 Ac. Linolénico -0.06 0.6350
BCL2L1  Ac. Miristico -0.04 0.7797
BCL2L1  Ac. Miristoleico -0.18 0.1698
BCL2L1  Ac. Oleico 0.03 0.8190
BCL2L1 ALOX15 -0.04 0.7401
BCL2L1 CA1l 0.41 0.0006
BCL2L1 COX7B 0.26 0.0401
BCL2L1  E-Selectina -0.13  0.3165
BCL2L1 ECHDC3 -0.03  0.8348
BCL2L1 iCAM 0.31 0.0129
BCL2L1 IL18R1 -0.10 0.4458
BCL2L1 IRS -0.22 0.0825
BCL2L1 KCNE1 0.04 0.7524
BCL2L1 P. MMP9 -0.33  0.0078
BCL2L1 MMP9 -0.16  0.2119
BCL2L1 MYIL4 0.46 0.0001
BCL2L1 vCAM -0.02 0.8739
CA1l Ac. Linoleico -0.28 0.0324
CA1 Ac. Miristico -0.22  0.0985
CA1 Ac. Miristoleico -0.25 0.0611
CA1 Ac. Araquidonico 0.04 0.7688
CA1l Ac. docosaexaenoico -0.03 0.8442
CA1 Ac. Eicosapentaenoico -0.06 0.6431
CA1 Ac. Gamalinoleico -0.10  0.4502
CAl Ac. lignocerico 0.06 0.6459
CA1 Ac. Linolénico -0.16 0.2211
CA1l Ac. Oleico -0.11  0.4057
CA1l ALOX15 -0.12  0.3649
CA1 COX7B 0.36  0.0033
CA1 E-Selectina -0.13  0.3044
CA1 ECHDC3 -0.04 0.7309
CA1 iCAM -0.11  0.3922
CA1 IL18R1 0.09 0.4966
CA1l IRS -0.03 0.8304
CA1 KCNE1 0.10 0.4455
CA1 MMP9 -0.15 0.2410
CA1 P. MMP9 -0.15 0.2551
CA1l MYL4 0.70  0.0000
CA1l vCAM -0.12  0.3575
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Tabela A.4: Tabela das estimativas da correlacdo de Pearson

Variaveis Correlagdo  P-valor
COXT7B Ac. Araquidonico -0.23 0.0865
COXT7B Ac. Linoleico -0.27 0.0381
COXT7B Ac. Linolénico -0.30 0.0221
COXT7B Ac. Miristico -0.28 0.0362
COXT7B Ac. Docosaexaenoico -0.05 0.6859
COXT7B Ac. Eicosapentaenoico -0.11  0.4191
COX7B Ac. Gamalinoleico -0.20 0.1399
COX7B Ac. Lignocerico -0.14  0.3320
COX7B Ac. Miristoleico -0.15 0.2665
COX7B Ac. Oleico -0.13 0.3428
COXT7B ALOX15 0.04 0.7495
COXT7B E-Selectina -0.12 0.3413
COX7B ECHDC3 0.10 0.4428
COXT7B iCAM 0.25 0.0549
COX7B IL18R1 0.14 0.3214
COXT7B IRS -0.05 0.7176
COXT7B KCNE1 -0.06 0.6515
COXT7B MMP9 -0.11  0.3621
COXT7B P. MMP9 -0.11  0.3939
COX7B MYL4 0.50 0.0000
COX7B vCAM 0.02 0.8546
E-Selectina iCAM 0.28 0.0095
E-Selectina  Ac. Araquidonico 0.20 0.1060
E-Selectina  Ac. docosaexaenoico 0.15 0.2310
E-Selectina  Ac. Eicosapentaenoico 0.02 0.8921
E-Selectina  Ac. Gamalinoleico 0.08 0.5021
E-Selectina  Ac. lignocerico -0.08 0.5381
E-Selectina  Ac. Linoleico 0.15 0.2310
E-Selectina  Ac. Linolénico -0.05 0.6860
E-Selectina  Ac. miristico 0.09 0.4684
E-Selectina  Ac. miristOleico 0.10 0.4317
E-Selectina  Ac. Oleico 0.07 0.5420
E-Selectina P. MMP9 0.15 0.1622
E-Selectina vCAM 0.11 0.3317
ECHDC3 Ac. Araquidodnico -0.03 0.8231
ECHDC3 Ac. docosaexaenoico 0.02 0.8829
ECHDC3 Ac. Eicosapentaenoico -0.04 0.7850
ECHDC3 Ac. Gamalinoleico 0.15 0.2658
ECHDC3 Ac. lignocerico -0.13  0.3507
ECHDC3 Ac. Linoleico -0.07 0.6148
ECHDC3 Ac. Linolénico -0.07 0.5806
ECHDC3 Ac. miristico -0.08 0.5620
ECHDC3 Ac. miristOleico -0.12  0.3702
ECHDC3 Ac. Oleico -0.06 0.6290
ECHDC3 ALOX15 0.08 0.5492
ECHDC3 E-Selectina -0.15 0.2561
ECHDC3 iCAM -0.11 0.3723
ECHDC3 IL18R1 0.04 0.7725
ECHDC3 MMP9 0.21 0.0999
ECHDC3 MYL4 0.07 0.5711
ECHDC3 vCAM -0.05 0.6866
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Tabela A.5: Tabela das estimativas da correlacdo de Pearson

Variaveis Correlagao  P-valor
Framingham Ac. Araquidonico 0.05 0.6897
Framingham Ac. docosaexaenoico 0.14 0.2648
Framingham Ac. Eicosapentaenoico -0.11  0.4226
Framingham Ac. Gamalinoleico 0.16 0.2328
Framingham Ac. lignocerico 0.07 0.6433
Framingham Ac. Linoleico 0.15 0.2384
Framingham Ac. Linolénico 0.01 0.9688
Framingham Ac. miristico 0.08 0.5189
Framingham Ac. miristOleico 0.18 0.1675
Framingham Ac. Oleico 0.12 0.3679
Framingham ALOX15 0.38 0.0033
Framingham AREG -0.04 0.7510
Framingham BCLA1 0.10 0.4409
Framingham BCLL1 -0.22  0.0888
Framingham CA1l -0.16  0.2298
Framingham COX7B 0.03 0.8177
Framingham E-Selectina 0.01  0.9000
Framingham ECHDC3 -0.01 0.9564
Framingham Friesinger 0.31 0.0034
Framingham iCAM 0.13 0.2831
Framingham IL18R1 0.13  0.3826
Framingham IRS 0.10 0.4492
Framingham KCNE1 0.02 0.9066
Framingham MMP9 0.17 0.2045
Framingham P. MMP9 0.12  0.2952
Framingham MYL4 -0.11  0.4031
Framingham TREML4 0.01 0.9372
Framingham vCAM 0.25 0.0290
Friesinger Ac. Araquidoénico -0.07  0.5687
Friesinger Ac. docosaexaenoico -0.02 0.8387
Friesinger Ac. Eicosapentaenoico -0.06  0.6233
Friesinger Ac. Gamalinoleico -0.12  0.3195
Friesinger Ac. lignocerico -0.08 0.5395
Friesinger Ac. Linoleico -0.04 0.7390
Friesinger Ac. Linolénico -0.07 0.5789
Friesinger Ac. miristico -0.06 0.6228
Friesinger Ac. miristOleico -0.05 0.7182
Friesinger Ac. Oleico -0.02  0.8520
Friesinger ALOX15 0.23 0.0660
Friesinger AREG -0.02  0.8925
Friesinger BCLA1 -0.13  0.2839
Friesinger BCLL1 -0.02  0.9002
Friesinger CAl 0.07 0.5774
Friesinger COX7B -0.15  0.2430
Friesinger E-Selectina -0.08 0.4928
Friesinger ECHDC3 -0.03  0.7809
Friesinger iCAM -0.02  0.8316
Friesinger IL18R1 -0.13  0.3336
Friesinger IRS 0.01 0.9115
Friesinger KCNE1 -0.04 0.7364
Friesinger MMP9 -0.10  0.4456
Friesinger P. MMP9 -0.02  0.8564
Friesinger MYL4 -0.15  0.2251
Friesinger TREMLA4 0.06 0.6219
Friesinger vCAM 0.06 0.5682
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Tabela A.6: Tabela das estimativas da correlagdo de Pearson

Variaveis Correlacao  P-valor
iCAM Ac. Araquidonico 0.07 0.5451
iCAM Ac. docosaexaenoico -0.02 0.8404
iCAM Ac. Eicosapentaenoico 0.20 0.1255
iCAM Ac. Gamalinoleico 0.18 0.1368
iCAM Ac. lignocerico -0.13  0.3229
iCAM Ac. Linoleico 0.10 0.4075
iCAM Ac. Linolénico -0.08 0.5133
iCAM Ac. miristico 0.07 0.5489
iCAM Ac. miristOleico -0.00 0.9876
iCAM Ac. Oleico 0.09 0.4831
iCAM P. MMP9 -0.02 0.8567
IL18R1 Ac. Miristico -0.26  0.0672
IL18R1 Ac. Araquidonico -0.13  0.3739
IL18R1 Ac. docosaexaenoico -0.13  0.3823
IL18R1 Ac. Eicosapentaenoico -0.15 0.3194
IL18R1 Ac. Gamalinoleico -0.04 0.7988
IL18R1 Ac. lignocerico -0.03 0.8572
IL18R1 Ac. Linoleico -0.18 0.2053
IL18R1 Ac. Linolénico -0.21  0.1387
IL18R1 Ac. miristOleico -0.17  0.2384
IL18R1 Ac. Oleico -0.14 0.3444
IL18R1 ALOX15 0.11 0.4325
IL18R1 E-Selectina 0.14 0.3219
IL18R1 iCAM -0.07  0.6271
IL18R1 P. MMP9 -0.17  0.2332
IL18R1 vCAM 0.14 0.3378
IRS2 Ac. Araquidonico 0.01 0.9288
IRS2 Ac. docosaexaenoico 0.03 0.8110
IRS2 Ac. Eicosapentaenoico 0.00 0.9957
IRS2 Ac. Gamalinoleico 0.00 0.9822
IRS2 Ac. lignocerico -0.06 0.6471
IRS2 Ac. Linoleico -0.15 0.2729
IRS2 Ac. Linolénico -0.15 0.2725
TRS2 Ac. miristico -0.20 0.1354
IRS2 Ac. miristOleico -0.19 0.1623
IRS2 Ac. Oleico -0.02  0.8999
IRS2 ALOX15 -0.12  0.3412
IRS2 E-Selectina 0.05 0.7101
IRS2 ECHDC3 0.20 0.1160
IRS2 iCAM -0.11  0.3974
IRS2 IL18R1 0.65 0.0000
IRS2 KCNE1 0.32 0.0128
IRS2 MMP9 0.45 0.0002
IRS2 P. MMP9 0.17 0.1938
IRS2 MYL4 -0.09 0.4828
IRS2 vCAM 0.03  0.7948
KCNE1 Ac. Miristico -0.24 0.0858
KCNE1  Ac. Araquidonico 0.10 0.4969
KCNE1 Ac. docosaexaenoico 0.09 0.5378
KCNE1  Ac. Eicosapentaenoico -0.11  0.4292
KCNE1 Ac. Gamalinoleico 0.15 0.2883
KCNE1  Ac. lignocerico 0.04 0.8049
KCNE1 Ac. Linoleico -0.10 0.4821
KCNE1 Ac. Linolénico -0.04 0.7738
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Tabela A.7: Tabela das estimativas da correlacdo de Pearson

Variaveis Correlagao  P-valor
KCNE1 Ac. miristOleico -0.23 0.1071
KCNE1 Ac. Oleico 0.04 0.7789
KCNE1 ALOX15 0.18 0.1832
KCNE1 E-Selectina -0.08 0.5498
KCNE1 ECHDC3 -0.08 0.5324
KCNE1 iCAM -0.12  0.3900
KCNE1 IL18R1 0.28 0.0411
KCNE1 MMP9 0.17 0.2107
KCNE1 P. MMP9 0.02 0.8838
KCNE1 MYL4 -0.01 0.9124
KCNE1 vCAM -0.19 0.1638
MMP9 Ac. Lignocérico -0.26  0.0616
MMP9 Ac. Linolénico 0.21 0.0816
MMP9 Ac. Araquidonico -0.02 0.8862
MMP9 Ac. docosaexaenoico -0.07 0.5839
MMP9 Ac. Eicosapentaenoico -0.18 0.1815
MMP9 Ac. Gamalinoleico -0.02 0.8644
MMP9 Ac. Linoleico 0.01 0.9420
MMP9 Ac. Linolénico -0.07 0.6223
MMP9 Ac. miristico -0.06 0.6446
MMP9 Ac. miristOleico 0.04 0.7756
MMP9 Ac. Oleico -0.03 0.8049
MMP9 ALOX15 0.04 0.7304
MMP9 E-Selectina 0.06 0.6435
MMP9 ECHDC3 0.10 0.4315
MMP9 iCAM 0.01 0.9230
MMP9 IL18R1 0.57 0.0000
MMP9 MMP9 0.31 0.0123
MMP9 MYL4 -0.17  0.1711
MMP9 vCAM -0.04 0.7658
P. MMP9  Ac. Araquidonico 0.10 0.4229
P. MMP9 Ac. Docosaexaenoico 0.11 0.3594
P. MMP9 Ac. Eicosapentaenoico 0.02 0.9080
P. MMP9 Ac. Gamalinoleico 0.16 0.2061
P. MMP9 Ac. Lignocerico -0.01  0.9353
P. MMP9 Ac. Linoleico 0.14 0.2391
P. MMP9 Ac. Miristico 0.06 0.6442
P. MMP9 Ac. Miristoleico 0.11 0.3842
P. MMP9 Ac. Oleico 0.05 0.6901
MYL4 Ac. Linolénico -0.25 0.0547
MYL4 Ac. Miristoleico -0.24  0.0700
MYL4 Ac. Araquidodnico -0.08 0.5437
MYL4 Ac. docosaexaenoico 0.07 0.6208
MYL4 Ac. Eicosapentaenoico -0.13  0.3509
MYL4 Ac. Gamalinoleico -0.13  0.3263
MYL4 Ac. lignocerico 0.06 0.6757
MYL4 Ac. Linoleico -0.18 0.1638
MYL4 Ac. Miristico -0.14 0.2827
MYL4 Ac. Oleico -0.15 0.2634
MYL4 ALOX15 -0.05 0.7137
MYL4 E-Selectina -0.15 0.2426
MYL4 iCAM -0.14 0.2823
MYL4 IL18R1 0.10 0.4655
MYL4 P. MMP9 -0.15  0.2447
MYL4 vCAM -0.14 0.2934
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Tabela A.8: Tabela das estimativas da correlacao de Pearson

Variaveis Correlacdo  P-valor
TREML4 Ac. Lignocérico -0.24  0.0801
TREML4 Ac. Araquidonico -0.13 0.3016
TREML4 Ac. Docosaexaenoico -0.13 0.3156
TREML4 Ac. Eicosapentaenoico -0.03 0.8237
TREML4 Ac. Gamalinoleico 0.03 0.8192
TREML4 Ac. Linoleico -0.09 0.4758
TREML4 Ac. Linolénico -0.21 0.1025
TREML4 Ac. Miristico -0.10  0.4520
TREML4 Ac. miristoleico -0.03 0.8161
TREML4 Ac. Oleico -0.18 0.1536
TREML4 ALOX15 0.05 0.6726
TREML4 BCLA1 -0.11  0.3802
TREML4 BCLL1 0.01 0.9648
TREML4 CAl 0.27 0.0286
TREML4 COX7B 0.22 0.0781
TREML4 E-Selectina 0.02 0.8867
TREML4 ECHDC3 -0.05 0.7143
TREML4 iCAM 0.10 0.4246
TREML4 IL18R1 0.36  0.0077
TREML4 1IRS 0.07 0.5633
TREML4 KCNE1 0.02 0.9024
TREML4 MMP9 0.08 0.5231
TREML4 P. MMP9 -0.10 0.4366
TREML4 MYL4 0.06 0.6288
TREMIL4 vCAM 0.13  0.3008
vCAM Ac. Gamalinoleico 0.24 0.0452
vCAM iCAM 0.26 0.0170
vCAM Ac. Araquidodnico 0.06 0.6366
vCAM Ac. Docosaexaenoico 0.15 0.2341
vCAM Ac. Eicosapentaenoico -0.08 0.5498
vCAM Ac. Lignocerico -0.01  0.9268
vCAM Ac. Linoleico 0.15 0.2169
vCAM Ac. Linolénico -0.02 0.8928
vCAM Ac. miristico 0.09 0.4592
vCAM Ac. miristOleico 0.09 0.4800
vCAM Ac. Oleico 0.08 0.5209
vCAM P.MMP9 0.04 0.7402
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