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_A elevada morbilidade devida a Acidentes Vasculares Cerebrais (AVC)
€ um problema grave de saude publica dado que 15 a 30% dos pacientes
ficam permanentemente incapacitados, e cerca de 20% permanecem
internados trés meses apos o evento (1), A resolugéo deste problema
requer a identificacdo e caraterizacdo dos fatores que determinam a
variabilidade inter-individual na recuperagdo apés um AVC. Uma boa
ou ma recuperagdo é provavelmente determinada por mdltiplas
condicionantes, incluindo a gravidade do evento, fatores clinicos,
género, idade e condicao fisica do doente e ainda por fatores genéticos.
Estudos em modelos animais de AVCs tm implicado genes que regulam
a angiogénese, regeneragao e proliferacéo neuronal e neuroinflamacéo
na recuperagao de isquémia ou hemorragia cerebral (%), Os mecanismos
genéticos envolvidos na recuperacgéo de pacientes apds um AVC sao,
no entanto, ainda mal conhecidos.

_Genes envolvidos nos processos neuroinflamatdrios que se
desencadeiam em resposta a danos cerebrais ou isquémia sdo
exemplos de candidatos funcionais plausiveis com impacte na
recuperacdo de um AVC. A sua expressdo excessiva leva a morte
neuronal, mas tem também efeitos benéficos paradoxais, dependendo
da janela temporal em observagdo (*). Por exemplo, as metaloproteinases
da matriz (matrix metaloproteinases, MMPs) contribuem para os danos
cerebrais imediatamente apos um AVC, mas séo mais tarde importantes
para a reparacdo e proliferacdo neuronal mediada por fatores de
crescimento tais como o brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
heparin-binding growth factor 2 (HBGF-2), codificado pelo gene fibroblast
frowth factor 2 (FGF-2) e ainda o vascular endothelial growth factor A
(VEGF) (),

_No presente trabalho analisamos o papel de alguns destes genes
candidatos, nomeadamente dos genes MMP2, MMP9, BDNF, FGF2 e
VEGFA, na recuperacao ap6s um AVC avaliada 3 e 12 meses apds o
evento (5:6). O estudo incidiu sobre uma populagéo de 568 pacientes
que sofreram um AVC com idade inferior a 65 anos. Os doentes foram
recrutados no ambito de um trabalho prévio sobre a prevaléncia do
AVC e factores de risco associados em Portugal, realizado por um
consorcio de clinicos portugueses em colaboragao com o INSA, sob a
coordenacdo do Professor José Ferro (Hospital de Santa Maria e
Faculdade de Medicina de Lisboa) e do Dr. Marinho Falcao (INSA) (7).

Neste &mbito, foi estabelecida uma base de dados contendo informagéo
demografica, de estilo de vida e clinica, e incluindo a avaliagéo do grau
de incapacidade 1, 3 e 12 meses apds o AVC. Como parte do projeto
foram ainda determinados, no INSA, mltiplos parametros bioquimicos
(por exemplo perfil lipidico) e foi mais tarde feito o isolamento de
material genético (DNA). As caracteristicas demogréficas e clinicas da
populagdo incluida no presente estudo sdo apresentadas na

_Para o estudo de associa¢@o aqui descrito foram genotipadas variantes
nucleotidicas nos genes selecionados, nomeadamente Haplotype-tagging
Single Nucleotide Polymorphisms (tag SNPs), distribuidas de forma a
cobrir a variabilidade genética de cada um dos genes. A recuperacéo
dos doentes foi avaliada 3 meses apés o AVC utilizando a escala de
incapacidade de Rankin (Modified Rankin Scale, mRS), que classifica
o0 grau de incapacidade de cada doente numa escala de 0 (sem
incapacidade) a 6 (morte) (). De acordo com o nivel de incapacidade
determinado por esta escala, é estabelecido um limite para a boa
recuperacdo (mRS<ou=1) ou mé recuperacdo (mRS>1).

_Oimpacte de parametros ndo genéticos na recuperagéo (tipo de AVC,
idade, género, fatores de risco para AVC e varidveis clinicas durante
hospitalizacéo) foi estimado por analise univariada. Foi encontrada uma
associacdo do tipo de AVC e de cinco pardmetros clinicos indicativos
da gravidade do AVC (histéria de hipertens@o, afasia, paresis, perturbagéo
de consciéncia e complicagdes médicas durante hospitalizagao) com
uma ma recuperacao, enquanto a idade, género e fatores de risco para
AVC tinham propor¢ées semelhantes nos grupos de boa e ma
recuperacio (5.6),

_O efeito de cada variante genética nos genes MMP-2 ¢ MMP-9 na
recuperagdo ap6s um AVC foi determinado por regresséo logistica,
ajustando para as varidveis ndo genéticas significativas ®),
Seis SNPs no gene MMP-2 apresentaram uma associagao significativa
na populagdo total; dois destes SNPs, rs2241145 e rs1992116,
mantiveram a significancia apds corre¢ao para testes multiplos utilizando
o método SNPSpD (que testa o efeito de testes multiplos corrigindo
para desequilibrio de linkage entre os SNPs testados), sendo o alelo
menos frequente um preditor significativo de uma ma recuperacéo.
Os mesmos dois SNPs mantem uma associago significativa no subset
de doentes com AVC isquémico apds correcao para testes multiplos.
Ambos os SNPs sdo intrénicos e ndo fazem parte de sequéncias
regulatdrias (analise in silico ndo mostrada), pelo que se consideram
como marcadores em desequilibrio de linkage com uma variante funcional
localizada na proximidade, a qual podera ser identificada através de
sequenciacdo genética. O gene MMP-9 ndo apresentou resultados
significativos de associagao (*).
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_Sabe-se que uma desregulacdo das MMPs ocorre apés um AVC,
levando a degradacéo da matriz neurovascular, enfraquecendo a barreira
hemato-encefdlica e contribuindo para morte celular, neurotoxicidade,
edema e hemorragia; estas observacdes sugerem que inibidores das
MMPs poderéo constituir a base de um tratamento para o AVC ().
No entanto, as MMPs tém um efeito benéfico paradoxal nos processos
de recuperagdo que ocorrem mais tardiamente, contribuindo para a
angiogénese, remielinizacéo, migracao neuronal e recuperagao geral
da unidade neurovascular (). Estudos funcionais seréo necessarios

Tabela 1:

para distinguir se as variantes do gene MMP-2 associadas & recuperagéo
contribuem principalmente para os danos cerebrais que ocorrem logo
apds um AVC, para os efeitos benéficos da resposta tardia ou para
ambos. Os resultados deste estudo contestam eventualmente a utilidade
de inibidores da MMP-2 para o tratamento de AVCs, ndo sé porque
seriam benéficos apenas numa estreita janela temporal, mas também
porque a sua eficécia seria dependente do gendtipo MMP-2 de cada
individuo.

Caracteristicas clinicas e demogréficas dos pacientes com AVC.

Idade e género

(*) Mann-Whitney test ou Xz test.  SD - standard deviation.

continua
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Tabela 2: Distribuigdo das frequéncias genotipicas e associacdo com a recuperagdo apds um AVC dos SNPs testados no gene MMP-2.

Amostra total * Subset de pacientes com AVC isquémico
Frequéncia Genétipica Frequéncia Genétipica
Gendtipo ——— OR[95%CI] ———  — OR[95%CI]
Boa Ma Boa Ma
recuperagao, recuperacao, recuperacao, recuperacao,
n (%) n (%) n (%) n (%)
rs243866
G/G 142 (67.6) 117 (57.9) 1.67[1.10-2.52] 0,0143 125 (67.6) 83 (56.8) 1.78[1.13-2.80] 0,0128
AG 66 (31.4) 76 (37.6) 59 (31.9) 55 (37.7)
NA 2(1.0) 9(45) 1(05) 8(5.5)
rs243865
clc 141 (67.8) 117 (57.9) 1.65 [1.09-2.50] 0,0162 124 (67.8) 83(56.8) 1.76 [1.12-2.78) 0,0143
cr 65 (31.2) 76 (37.6) 58 (31.7) 55 (37.7)
T 2(1.0) 9 (4.5) 1(0.5) 8(5.5)
rs857403
AA 124 (59.3) 138 (68.3) 0.71[0.48-1.06] 0,0909 105 (57.1) 103 (70.5) 0.62 [0.40-0.97] 0,0349
TA 75 (35.9) 56 (27.7) 70 (38) 37 (25.3)
m 10 (4.8) 8(4.0) 9(4.9) 6(4.1)
rs1477017
AA 100 (47.6) 81(40.1) 1.42[1.01-2.00] 0,0415 86 (46.5) 55 (37.7) 1.51[1.04-2.20] 0,0306
GIA 91 (43.3) 98 (48.5) 82 (44.3) 72 (49.3)
G/G 19(9.0) 23(11.4) 17(9.2) 19 (13)
rs17301608
C/C 94 (45.0) 75(37.3) 1.40[1.00-1.95] 0,0510 80 (43.5) 50 (34.5) 1.47[1.01-2.12] 0,0412
crr 94 (45.0) 100 (49.8) 85 (46.2) 73 (50.3)
m 21 (10.0) 26 (12.9) 19 (10.3) 22(15.2)
rs1053605
C/C 188 (89.5) 170 (84.2) 2.02[1.09-3.75] 0,0227 166 (89.7) 127 (87.0) 1.82[0.93-3.58] 0,0817
cr 22(10.5) 28 (13.9) 19(10.3) 16(11.0)
T 0(0.0) 4(2.0) 0(0.0) 3(2.0)
rs2241145
GG 79 (37.8) 56 (27.9) 1.66 [1.20-2.30] 0.0021¥ 68 (37.0) 39 (26.9) 1.67 [1.17-2.40] 0,0044
GIC 100 (47.8) 101 (50.2 88 (47.8) 72 (49.7)
clc 30 (14.4) 44(21.9) 28 (15.2) 34 (23.4)
rs243849
clc 131 (62.7) 143 (71.5) 0.70 [0.46-1.07] 0,0948 112 (60.9 108 (75) 059 [0.36-0.96] 0,0314
T/IC 70 (33.5) 52 (26.0 65 (35.3) 33(229)
T 8(3.8) 5(2.5) 7(38) 3(2.1)
15183112
GG 134 (64.1) 145 (72.9) 0.66[0.43-1.03] 0,0669 115 (62.5) 110 (76.9) 0.54[0.32-0.90] 0,0162
AG 70 (33.5) 51(25.6) 65 (35.3) 32 (22.4)
AA 5(2.4) 3(1.5) 4(22) 1(0.7)
151992116
GG 87 (41.6) 65 (32.3) 1.67[1.20-2.31] 0.0018¥ 76 (41.3) 48 (33.1) 1.68[1.17-2.42] 0,0042
AG 97 (46.4) 94 (46.8) 86 (46.7) 67 (46.2)
A 25 (12.0) 42 (20.9) 22 (12.0) 30 (20.7)

95% Cl - 95% Intervalo de confianca. * OR [95% Cl] e P para modelo genético log-aditivo ajustado para co-varidveis significativas

1 OR [95% Cl] e P para modelo genético log-aditivo ajustado para co-varidveis significati $ Resultado significativo apds correcao para testes miltiplos

Os resultados apresentados foram ajustados para co-varidveis significativas; OR>1 indica probabilidade da de uma ma recuperagéo para os portadores do do alelo de menor frequéncia;
apenas SNPs associados a P<0,05 antes de correcéo para testes multiplos sdo mostrados.
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_Aandlise de associacdo entre SNPs nos genes BDNF, FGF-2e VEGFA
e a boa ou m4 recuperagéo ndo forneceu nenhuma evidéncia para um
papel individual de cada um destes genes na recuperagdo apos um
AVC (5). No entanto, a analise de interagdes epistaticas (néo aditivas)
entre estes genes, utlizando o Multifactor-dimensionality Reduction
Method (MDR), identificaram dois modelos preditivos da recuperagéo

(6). Um modelo de interag&o entre um SNP no gene BDNF e
trés SNPs no gene FGF2 classificou corretamente 59,2% dos individuos
deste dataset como pertencentes ao grupo de boa ou ma recuperacéo
(Testing Balanced Accuracy, TBA=0,592, P=0,026 com 1000
permutacGes) sendo este modelo selecionado 6 vezes de 10
cross-validation subsets (Cross-validation Consistency CVC=6/10),
OR=4,14 (Cl=2,86-6,04). O segundo modelo, incorporando a interacéo
entre um SNP no gene FGF2 e dois SNPs no gene VEGFA, tem um
maior poder preditivo da boa ou ma recuperagdo (TBA=0,61, P=0,002
apos 1000 permutagdes, CVC=3/10), com OR=2,54 (Cl=1,76-3,67).

_Estes resultados sugerem que a recuperagao apés um AVC pode ser

modulada por interagdes epistaticas entre os genes BDNF, FGF2 e
VEGFA (©). A interpretagéo dos resultados necessita agora de estudos

Tabela 3:

funcionais em linhas celulares e modelos animais, dado que as variantes
genéticas testadas se localizam em intrées e ndo parecem ter por si s6
um significado funcional. No entanto, € interessante que as interagdes
entre variantes genéticas descritas venham corroborar observacées
anteriores de interacdes funcionais entre estes mesmos genes. Por
exemplo, sabe-se que HBGF-2 (proteina codificada pelo gene FGF2)
regula a angiogénese induzida por VEGF-A, e que efeitos funcionais
sinergisticos entre HBGF-2 e BDNF melhoram a sobrevivéncia
neuronal e promovem a regeneragao do axonio (1), Adicionalmente, a
administracdo de fatores de crescimento em modelos animais de AVC
em murganho leva a uma melhoria da fungao neurolégica e a indugéo
de mecanismos neuroprotetores e de recuperacdo neuronal (1),

_Mdttiplas vias fisiol6gicas sdo ativadas apos um AVC, resultando numa
série de alteragdes bioquimicas, hemodindmicas e neurofisioldgicas
cuja orquestragao temporal precisa determina as consequéncias do AVC
e o grau de recuperacdo do doente. As observagdes aqui descritas
reforcam a importancia de genes que codificam moléculas mediadoras
da neurogénese, angiogénese e de mecanismos de neuroprote¢ao e,
em particular, das interagdes entre estes genes, para a recuperagao
apds um AVC.

Modelos de interagdo gene-gene gerados pelo método MDR.

BDNF_FGF2

rs10835210_BDNF 1s167428_FGF2 rs308379_FGF2

1s3804158_FGF2

238:262

4.15[2.86-6.04] 6/10 0,592 0,026

" T AT GA 7.71(1.09-62.18)
BONF_VEGFA 1$833069_VEGFA 153025035_VEGFA 156905288_VEGFA 246:258 2.15[1.50-3.07) 4110 0559 0,143
FGF2_VEGFA 15167428_FGF2 153025000_VEGFA 1$6900017_VEGFA 232251 2.54(1.76-367) 3110 0611 0,002
"""""""""""""""""" cm™ e oopitesy
"""""""""""""""""" cc e e saspeemrl
BONF_FGF2_VEGFA  r510835210_BDNF 15308441_FGF2 15308379_FGF2 15833069_VEGFA 223239 4,07[2.765.99) 2110 0553 0,236

2 Apenas combinagdes genotipicas signifcativas sdo apresentadas. bp para TBA (baseado em 1000 permutagdes)
0O parametro CVC (numero de vezes que um modelo é selecionado de 10 subsets de cross-validation) € utilizado para selecionar o melhor modelo, mas ndo como teste estatistico primario; o paramtero TBA estima a exatidao do método na classificacéo dos

individuos nas categorias corretas (boa ou ma recuperacao); um valor de P significativo para a TBA com 1000 permutagdes é indicativo de um modelo de interag@o verdadeiro.
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