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RESUMO

POLIMORFISMOS MOLECULARES NOS GENES DE ICAM-1 E PEN-1 EM
INDIVIDUOS COM DOENCA CORONARIANA ARTERIAL.

Wieck, A; Vargas AE; Hutz M & Chies, JAB

Instituto de Biociéncias, Departamento de Genétitayersidade federal do Rio Grande do
Sul.

Déia_carolina2004 @yahoo.com.br

Palavras-chave: PECAM-1, ICAM-1, DAC.

As doencas cardiovasculares sdo responsaveis p@ramde niumero de mortes no mundo,
sendo a doenca coronariana arteriebr¢nary artery diseaseCAD) responséavel por
aproximadamente 7 milhdes de mortes por ano. Dairarttesenvolvimento e progressao da
lesdo ha a expresséao de citocinas e moléculasions imune que sinalizam para que ocorra
um aumento da permeabilidade subendotelial, migrégicocitaria e adesao celular. Dentre
as diversas moléculas expressas durante a progréad@sao estdo as moléculas de adeséo
celular do tipo 1 ICAM -1 e moléculas de adesaayydaria do tipo 1 PECAM — 1. A
molécula PECAM-1 (ou CD31) € um membro da familias dmunoglobulinas e é
constitutivamente expressa pelas células endatelitaquetas e leucécitos circulantes. Esta
envolvida na integridade endotelial e extravasamestular, possuindo papel importante na
adesdo e migracdo leucocitarias. A molécula ICAKL CD54) também é um membro da
superfamilia das imunoglobulinas e € expressa itatisamente por diversas células do
organismo. O presente trabalho tem como objetivalisar as frequéncias alélicas e
genotipicas de trés polimorfismos em genes qudicant moléculas de adesao — dois no gene
de PECAM-1 e um no gene de ICAM-1 em uma amostrapaleientes com doencga
coronariana arterial, com o intuito de identifigayssiveis associacfes destas variantes e o
desenvolvimento da mesma; bem como relacionar @tipgende cada paciente com seu
qguadro clinico. A populacdo € composta por eurceletentes com faixa etéria variando
entre 31 e 84 anos, e 62.5% dos individuos sdextormasculino. A analise é feita por PCR-
RFLP. Foram obtidas as seguintes frequéncias gecedi e alélicas: PECAM-I 373C/G —
CG: 0.63; CC: 0.21; GG: 0.16 e C: 0.523; G: 0.47TRECAM-I 53G/A — GG: 0.844; AG:
0.130; AA: 0.026 e A: 0.091; G: 0.909 - ICAM-I 14& — AA: 0.482; AG: 0.352; GG:
0.168 e A: 0.656; G: 0.344. As andlises estatistilanonstraram uma associacao do genaotipo
CC do polimorfismo PECAM-I 373C/G a um aumento isco de desenvolvimento de DAC
(p<0.001). Para os demais polimorfismos n&o fooatrada associacgéo.




Capitulo 1

INTRODUCAO




1.1DOENCA ATEROGENICA CORONARIANA

As doencas cardiovasculares sdo responsaveis p@ramle nimero de mortes no
mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saludeede3@D, mais pessoas morreram de
doencas cardiovasculares do que de qualquer causaendividual no mundo (World Health
Organization, 2002). Esta doenca é responsavelmpar reducdo de 10% na sobrevida dos
individuos em paises subdesenvolvidos (World He@hlfanization, 2002). A freqiéncia de
doencas cardiovasculares decresce a cada ano is@s p@senvolvidos, mas aumenta nos
paises em desenvolvimento, e isso se deve, em, @t@aumento da longevidade, da

urbanizagao e a modificagdes no estilo de vida [@gealth Organization, 2002 14)

Segundo relatério da Organizacdo Mundial de Saade,2002, 16,7 milhdes de
pessoas morreram devido a algum tipo de doencaiogastular (doencas cardiacas
hipertensivas, inflamatoérias, reumaticas, coronasae infarto). Dessas doencgas, o infarto €
responsavel por aproximadamente 6 milhdes de meodesano, no mundo, e as doencas

arteriais coronarianas séo responsaveis por maismides de mortes por ano no mundo.

No Brasil, um relatério também da Organizacdo Mahde Salde do ano de 2002
relatou que algumas doencas cardiovasculares patésta das 10 maiores causas de morte
em todas as idades. Dentre as doencas cardiovas;ldadoenca cardiaca isquémica destaca-
se sendo responséavel por 11% das mortes; a dogmdehsiva cardiaca figura no oitavo
lugar, sendo responsavel por 3% das mortes e agamenflamatdrias cardiacas no décimo

lugar causando 2% das mortes (World Health Orgtaaiga
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No Rio Grande do Sul, dados do Ministério da Saaddeam que cardiopatias em
geral sdo responsaveis por 5,6% das mortes anlesisas cardiopatias, as doencas isquémicas
sdo responséaveis por 3,13% das mortes e a ateosslpor 0,25%. Para Porto Alegre, o
Ministério da Saude relata que as cardiopatias eral gado responsaveis por 4,54% das

mortes, onde as doencas isquémicas causam 3,03%od&s e a aterosclerose 0,14% (SIM).

Mais de 300 fatores de risco tém sido associad@enca Arterial Coronariana
(DAC) e ao Infarto. Os fatores de risco podem sedidos em fatores modificaveis e ndo
modificaveis. Fatores de risco ndo modificaveis adeles que ndo podem ser controlados,
como idade avancada, histéria familiar de doenaedi@vasculares, género e etnia. Os fatores
de risco ditos modificaveis, ao contrario, sdo &pigue podem ser prevenidos, tratados e
controlados. Os principais fatores de risco moéifeggs sdo: hipertenséo, niveis anormais de
lipidios sangtiineos, tabagismo, sedentarismo, dédsj dietas ndo saudaveis e Diabetes
Mellitus. Nos paises em desenvolvimento, considerade baixa mortalidade devido a
cardiopatias, onde se enquadra o Brasil, os fatdeesisco modificaveis prevalentes séo

hipertensédo e tabagismo (World Health Organiza602 3).

A DAC é uma doenca complexa e multifatoriddlatores genéticos e condicdes
ambientais sdo componentes etioldgicos inter-m@f@acios nessa doenca. Como citado
anteriormente, existem diversos fatores ambieqiasinfluenciam a suscetibilidade e génese
da doenca. Fatores genéticos estdo sendo estueladoigos descobertos recentemente estédo
envolvidos na génese da doenca. Alguns dessegddtderagem com os fatores ambientais.
Muitos estudos tém demonstrado a importancia deéantas genéticas como fatores de

suscetibilidade para aterosclerose: polimorfismes genes que codificam proteinas
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envolvidas na regulacdo do metabolismo de lipigpostedlise, ou até mesmo no controle da
ativacdo neurohormonal tém sido associados a uneraonmo risco de desenvolvimento de
aterosclerose (Lambliat al. 2001; Latkovskiset al. 2004). Diferencas individuais nos fatores
de risco a doenca aterogénica coronariana pareeetirras interacoes entre a genética do
individuo e o ambiente, j& que esses chamados gamesuscetibilidade atuam como
modificadores em resposta a fatores exdégenos (&rbh1993; Nanniet al. 2006). Como
resultado, uma mutacdo pode ter um efeito modestaénhum efeito) em individuos com
poucos estimulos ambientais adversos, mas um grafieite naqueles expostos a muitos
estimulos ambientais adversos. Por outro lado,rdat@ambientais podem favorecer a
expressao desses genes de suscetibilidade (Baah006). Tais diferencas também podem
estar relacionadas ao sexo e a idade do paciear@gteristicas que possuem um conjunto
especifico de genes ativos que pode estar relaorsa um aumento no risco de

desenvolvimento da DAC (Friedlandsral.1997).

O melhor entendimento das interacfes entre genesnld@ente, em relacdo ao
desenvolvimento de DAC poderé levar a compreensegmdque os fatores de risco classicos
(como tabagismo, sedentarismo e dieta) ainda sdweqisos para determinar riscos
individuais. Os fatores genéticos podem influencidao apenas funcdes fisiologicas em um
determinado momento, mas também as taxas de aksrdestes fatores fisioldégicos ao longo
de um periodo de tempo, o0 que, por sua vez, pdidemciar no desenvolvimento da doenca.
Os problemas de se relacionar a genética a doeogaglexas é que mutacdes raras com
grandes efeitos podem ser desastrosas para odndjvinas possuem pequeno impacto

populacional, enquanto variantes polimérficas cosnaam pequenos efeitos resultam em

12



doencas comuns e possuem um grande impacto pandh¢Evanset al. 2003). Assim, é
interessante tanto a andlise dos haplétipos reérenpolimorfismos existentes em um anico
gene e que aumentam o risco de desenvolvimento c#gacd quanto a analise de
polimorfismos em diversos genes potencialmentecésdos a esta doenca (Hirschhetral.
2002). A identificacdo de marcadores genéticos para aiqpesicdo e desenvolvimento de
DAC pode melhorar o entendimento da patofisioladpadoenca bem como pode levar ao
desenvolvimento de agentes terapéuticos a serdéiraddis na prevencao e tratamento desta
condicdo(Hauser et al2004). Além disso, a combinacéo de diferentesamges polimdérficas
pode fazer com que seja possivel definir grupos pdeientes de acordo com sua
suscetibilidade aos diferentes processos relacienadaterogénese, permitindo uma melhor

estimativa do risco de desenvolvimento dos mesiraslflin et al.2001)

De forma bastante sucinta, a DAC é caracterizadaip@ obstru¢do progressiva das
artérias coronarias que tem por consequéncia diesgraus de ma oxigenagdo do miocérdio.
Ela manifesta-se habitualmente pela angina do geittfarto do miocardio. A causa mais
comum de DAC é a aterosclerose. De forma mais suainda, a aterosclerose é caracterizada
pelo depdsito de gorduras sob a forma de colestal®n de calcio e fibrina na camada

interna das artérias htfp://prevencao.cardiol.br/dicionario/defaultjasp A seguir

apresentaremos alguns aspectos importantes déspatgfia da DAC.
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1.2 - A DOENCA ATEROGENICA CORONARIANA COMO UM PROB LEMA

ENDOTELIAL

O endotélio do vaso funciona harmonicamente comarmge e com o tecido

conjuntivo da camada subendotelial e as célulasuares lisas que delimitam a intima vasal.

A agressao do endotélio por agentes nocivos dequet espécies implica distarbio do
endotélio e dos outros componentes da intima seglédeacdes complexas entre todos estes
elementos. A leséo é reparada integralmente ow aétatrizes que, posteriormente, poderao

conturbar a funcionalidade do vaso.

A Doenca Aterogénica Coronariana envolve o acunudoplacas de gordura nas
paredes do endotélio, nas artérias do organismoprdgesso inicial da DAC € dito
aterosclerose (Fig 1). A aterosclerose agride esgdarente a camada intima da artéria e tem
como lesdo caracteristica a placa aterosclerotice placa esbranquicada e fibrosa que
interfere na luz do vaso (Fig 2). Essa placa é rtalpor fibras e consiste em véarias camadas
de células achatadas embebidas numa matriz exti@cde tecido conjuntivo denso ao lado
de laminulas de material amorfo, proteoglicandsa$ colagenas e células musculares lisas.
No interior da "placa", abaixo da capa fibrosa, um acumulo de "células espumosas"”,
integras ou nédo, e de tecido conjuntivo (Fig 2)."é&ulas espumosas” sédo derivadas dos
macrofagos que englobaram goticulas de gordunacipalmente sob a forma de colesterol
livre e esterificado. Este colesterol é derivadosdogue e ndo produzido localmente. No

centro da placa fibrosa ha uma éarea de tecido tiemrdragmentos celulares, cristais de
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colesterol extracelular e de calcio (fig 3) (SBA®VJ-- Sociedade Brasileira de Cirurgia

Vasculaj.

A patogénese das doencas vasculares reflete ureegéb complexa de varios
mecanismos, como a progressdo das placas, a rugagamesmas, assim como O
remodelamento da matriz extracelular ou até mesombbse (Lambliret al. 2001). Apesar
de j& serem conhecidos muitos fatores ambientasinfluenciam o desenvolvimento da
doenca aterogénica coronariana, componentes hard@adém j4 sdo reconhecidos ha certo
tempo. Os exemplos mais recentes sdo 0s genepopeolieina e apolipoproteina E e suas

variantes (Friedlandest al.1997; Evan®t al.2003).

Permeabilidade Migracéo Ades&o Adeséo
endotelial leucocitéria endotelia leucocitaria

Figura 1: Modificagdes endoteliais que antecedemfarmagéao da placa
aterosclerética. Tais modificagBes incluem a expredo de moléculas
inflamatérias, aumento da permeabilidade do endoté, bem como
migracdo e adeséo leucocitaria. (Modificada a partide Ross et al, 1999.).
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Migragéo de Ativacao de Adeséo e Adeséo e entrada

gélulas musculares Formacéo de  cglulas T agregagdo de  de leucdcitos
células plaquetas ;
e -espumos: e .

Figura 2: Formagcdo da placa aterosclerética. Nessgomento ha agregacao
de lipidios, células espumosas, células muscularksfécitos T e plaquetas.
(Modificada a partir de Ross et al, 1999.)

Actumulo de Formacéo da placa  Formag&o da capa fibrosg
macréfagos necrético

Figura 3: Representagdo de uma lesdo aterosclerdi¢a em estado avancado,
possuindo nucleo necrético e capa fibrosa que caba placa. (Modificada a
partir de Ross et al, 1999.).



1.3 DOENCA ATEROGENICA CORONARIANA E INFLAMACAO

A aterosclerose é considerada uma doenca inflarmatédnica da parede do vaso.
Esse conceito surgiu na metade dos anos 80, quantdecou a se observar um numero
consideravel de sinais inflamatérios e células ddesa imune nos locais de lesdes
ateroscleréticas (revisado por Sheikini & Hanss@004. Além dos fatores de risco
tradicionais, estresse oxidativo e a inflamacéo afma considerados como importantes no
desenvolvimento de DAC (Kotur-Stevuljexti al.2007).

Os processos inflamatorios e a oxidacéo lipidicaes@&ntos cooperantes amplamente
envolvidos no desenvolvimento da doenca aterogépigacipalmente durante os estagios
iniciais, quando ha o recrutamento e migracao érahatelial de células inflamatérias (Prite
al. 1999; Blankenbergt al. 2003; Kutuket al. 2003) Acredita-se que a oxidacao lipidica e a
simultanea liberacdo de mediadores inflamatoriotvaldos de macroéfagos potencializem a
progressdo da lesdo (Kotur-Stevuljeati al. 2007). J& € sabido que o estresse oxidativo
aumenta a producéo de Interleucina 6 (IL-6) o qu@aaa idéia de interacdo entre estresse
oxidativo e inflamacéo, ambos os processos trabdthfuntos durante o desenvolvimento da
lesdo aterosclerotica (Khaet al. 1995). Ainda na direcdo de uma grande importanaia d
inflamacao na aterosclerose, estudos demonstraniéta, que a liberacdo de mediadores
inflamatérios no miocéardio infartado induz um autoetia permeabilidade vascular causando
um extravasamento de plaquetas e proteinas oriuddagplasma na area infartada
(Frangogiannis, 2006 Além disso, € sugerido que variantes genéticaiatdees envolvidos
em rotas inflamatérias podem afetar a suscetiliéda doenca (Latkovskist al. 2004). A

aterosclerose € caracterizada pelo acumulo pragoeske lipidios e de células como
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macrofagos e linfocitos, bem como de proteinas daimextracelular na parede dos vasos
(Fig 2) (Rosset al. 1999, Lamblinet al. 2001). Acredita-se que um estresse laminar
hemodinamico seja responsavel por ativar deterrogagenes codificantes de moléculas
caracteristicamente inflamatorias (Elrayests al. 2003). Assim, anormalidades do fluxo
sanguineo e 0 excesso de lipidios circulantes dobrea de colesterol gerariam um estresse
na parede do vaso o0 que desencadearia a expressg@indocinas e estimulos inflamatorios
localmente, direcionando as células do sistemaenaumigrarem para a regido da lesdo (Lip
& Blann, 2004). As células inflamatérias sdo tidasno chave em vérios processos da
aterosclerose, tais como progressao e rupturaaga pRos®t al. 1999, Lamblinet al. 2001).
Evidéncias sugerem uma forte ligacdo entre ateesgea trombogénese (Lip & Blann, 2004).
A adesdo de células circulantes a superficie dériarestad entre os primeiros eventos
detectaveis durante a aterogénese (Fig 1) (&isl. 2004). O recrutamento e extravasamento
dos leucdcitos sdo mediados por moléculas de adeddlar e citocinas, que sdo expressas
pelo endotélio e pelos leucdcitos circulantes espasta a diversos estimulos inflamatoérios
(Blankenberget al. 2003; Springeret al. 1990). As moléculas de adesdo sdo expressas na
superficie das células e medeiam a adesdo das mesnwmutras células ou a matriz
extracelular. Deste modo, tais proteinas desempenita papel crucial na interface de
atuacdo da célula e seu ambiente. Alteracdes massgo de tais moléculas podem, portanto,
estar envolvidas com alteragbes do risco de debememto da doenca, interferindo no
desenvolvimento clinico da mesma.

Além disso, apesar dos mecanismos de respostanatfieia vascular a aterogénese
ndo serem ainda bem conhecidos e continuarem s#jetivo de muitos estudos, € sabido

gue diversas citocinas proé-inflamatorias estdo itaghs nesse processo, apesar de pouco
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conhecer-se sobre as funcbes especificas dasneisopid e antiinflamatorias neste processo
(Turner et al. 1997; Lamblinet al. 2001). Estudos demonstram que niveis elevados de
marcadores inflamatorios, tais como Interleucin@dL66), Interleucina 1 (IL-1), proteina C
reativa e moléculas de adesdo, podem ser utilizado® marcadores de risco para futuro
desenvolvimento de DAC (revisado fabby et al. 2002) Assim, alteracbes na expresséo de
tais moléculas podem estar ligadas ao risco dendelsgmento de DAC. Deste modo,
processos inflamatérios ndo s6 potencialmente premoo inicio e desenvolvimento do

ateroma, como também contribuem decisivamentegsacamplicacdes tromboticas.

1.4 MOLECULAS DE ADESAO E DOENCA ATEROGENICA

CORONARIANA

Moléculas de adesédo celular sdo proteinas de stipeghvolvidas na modulacdo da
comunicacgdao intercelular entre uma grande variedad#pos celulares (Kacingt al. 1998).
Existem quatro principais familias de moléculasdeséo: moléculas do tipo imunoglobulina,
do tipo integrina, do tipo selectina e as molécwastipo caderinas, todas participam de
processos vitais como embriogénese, diferenciacamescimento celular. Elas também
desempenham papel ativo no processo inflamatéréon atle estarem envolvidas no
desenvolvimento de doencas coronarianas artehavifill et al. 2002). A expressao de
moléculas de adesdo por células do miocardio éladggupositivamente por estados
inflamatorios como isquemia e miocardite. Uma esgéieo elevada de moléculas de adesao

promove infiltracdo leucocitaria no tecido; essascocitos infiltrados liberam citocinas que
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vao ativar ainda mais a expressdao das moléculaaddsdo que vao entdo promover a
transmigracdo leucocitaria (Kacingt al. 1998). As moléculas intracelulares de adesao
(ICAMs), as moléculas de adesdo vascular (VCAMSs), neoléculas de adeséo celular
endotelial plaquetaria (PECAMS) e as integrinas re8ponsaveis pelo forte ancoramento de
leucécitos as paredes do vaso (Blankenbetrgal. 2003). As selectinas, localizadas na
superficie dos leucocitos e das células endotel@issibilitam que os leucdcitos sofram
adesdo e rolem ao longo do lumen do vaso. (Rotsal. 1999). Por serem moléculas
caracteristicas de resposta inflamatoria, as mialeécde adesdo tém papel importante no
mecanismo de desenvolvimento da aterosclerose.

A molécula de adesao celular endotelial plaquetar@ECAM-1 ou CD31) é um
membro da familia das imunoglobulinas e é expressaleucdcitos, plaquetas e células
endoteliais (Elrayesst al. 2005). A molécula PECAM-1 esta envolvida na mamgéie da
integridade endotelial e no extravasamento deaglddb compartimento sanglineo para a luz
de veias, artérias e tecidos adjacentes (Behal. 1996; Blankenbergt al. 2003; Listiet al.
2004). A PECAM-1 possui um papel importante na adede leucocitos por modular a
afinidade por integrinas na sua migracgéo transetidb(Elrayesst al.2005). Acredita-se que
a PECAM-1 possui importante papel no desenvolvimelat doenca aterogénica coronariana
devido ao nivel aumentado da forma sollivel da midéencontrado em individuos com
infarto do miocérdio (Listet al.2004). Além do seu envolvimento nos mecanismasd@ésao
vascular, existem crescentes evidéncias de quaralzém esteja envolvida na transducado de
sinais que suprimem a apoptose via inibicdo dadg#® do citocromo C pela mitocondria

apos exposicao a estimulos citotéxicos (Newetaal. 2003; Elrayesst al.2005).
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A Molécula de Adesao Intercelular 1 (ICAM-1 ou CD54 outro membro da
superfamilia das imunoglobulinas que é ativado gitmtinas e que se liga a integrinas de
leucécitos do tipd32 e ao antigeno de macréfago 1 (MAC1) (Springerl. 1994 apud
Gaetaniet al. 2002; McGlincheyet al. 2004). Esta molécula de adesédo pertence a uma
subfamilia que contém mais quatro membros (ICANMCAM-3, ICAM-4, ICAM-5), que séo
receptores glicoprotéicos de membrana que contémnumero variavel de dominios
extracelulares do tipo imunoglobulina e que pgréioi dos mecanismos de adesdo. Esta
molécula é expressa constitutivamente por diveséasgas do organismo em um nivel basal e
sua expressdo pode ser regulada positivamenteatpoinas pro-inflamatérias secretadas por
leucécitos e células endoteliais. As formas soligeirgem a partir da clivagem dos sitios
transmembrana dessas moléculas e o nivel sérictbdaas solluveis varia entre homens e
mulheres adultos, provavelmente devido a acdo dedmos esterdides (Blankenbezyal,
2003; Ponthieuxet al. 2003). A interacdo de ICAM-1 com as integrinas d®mscocitos
circulantes possui importante papel no trafico éeitério e no inicio de respostas imunes
antigeno-especificas. Embora ICAM-1 seja constiémtiente expressa por algumas ceélulas do
organismo, sua expressao € prontamente induzidaspionulos inflamatorios (Kacinat al.
1998). Foi reportado um aumento no nivel de ICAMellvel em individuos com doenga
oclusiva arterial periférica, doenca arterial camena e aterosclerose da carotida (Gaettani
al. 2002). Estudos utilizando homens e mulheres saiglfu assintomaticos) demonstraram
que o nivel sérico elevado de ICAM-1 soluvel é wtorf de risco para futuros problemas
cardiovasculares (Hwargg al. 1997; Mulvihill et al.2002).

Em humanos, observou-se a expressdo de moléculasleddio (ICAM, VCAM e

PECAM) nas placas ateroscleroticas (Davgsal. 1993, DeGrabat al. 1998). Modelos

21



animais de aterogénese demonstraram que os siflammatorios progridem paralelamente ao
acumulo de lipidios no endotélio da parede vasclarmalmente, no endotélio saudavel ndo
ocorre adesdo de leucocitos, mas logo no inicicdidea aterogénica, placas de células
endoteliais dos vasos passam a expressar molé@riladesdo que irdo mediar a ligagdo de
leucécitos a estes locais (Libleg al. 2002). O papel critico das moléculas de adesdo no
processo aterogénico € demonstrado em trabalhostdjzam camundongos deficientes em
moléculas de adesao, onde estes desenvolvem meanas pteroscleréticas que camundongos
do tipo selvagem (Nagedt al. 1997). Em particular, moléculas de ICAM-1 ligam rdoitos e
linfécitos T as placas de gordura formadas noandei aterogénese (ateroma inicial) (Likgdy

al. 2002) Concomitantemente, a expressdo da Molécula dedadeascular (VCAM-1) é
aumentada nesses ateromas iniciaigefldl. 1993). A molécula de adeséo vascular e celular €
uma molécula de adesdo do tipo imunoglobulina guexgressa em endotélios ativados
estando envolvida nos mecanismos de rolamento sdadao endotélio. Apesar de ser
estruturalmente semelhante & ICAM-1 e a outras cul@é de adesdo, VCAM-1 possui um
mecanismo de regulagcdo Unico. Sua expressdo ndosétativa, sendo ativada rapidamente
sob condigbes pro-ateroscleréticas. Estudos relaézacom camundongos geneticamente
modificados para expressar moléculas de VCAM-1dlefes demonstraram que 0os mesmos
apresentaram uma interrupcao na progressao dades@sclerdtica (Cybulskst al. 2001).
Acredita-se que, a partir do momento em que oaoraeUmulo de lipidios nas paredes das
artérias ha uma reducéo do fluxo sanguineo nagegiao (Toppeket al. 1996 apud Libbyet

al. 2002). Essa reducao geraria um estresse que paweluzir, ou inibir a producéo de
moléculas com funcao antiinflamatoéria como, pomeple, 6xido nitrico endotelial. O 6xido

nitrico endotelial € um vasodilatador endégeno tarebém tem como funcdo limitar a
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expressao de VCAM-1 (De Caterisa al. 1995 apud Libbyet al. 2002). Além de reduzir a
producdo de moléculas protetivas, o reduzido flsemoguineo pode aumentar a expressao de
moléculas de adeséao celular (por exemplo, de ICAMJina vez aderidos a parede arterial,
os leucécitos perpetuam a resposta inflamatériearato uma série de outros fatores como
MCP-1 (monocyte chemoatractant proteip-ihterferon-gama e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) que resultam na formacdo de uma densa matriacektiar caracteristica das lesdes

ateroscleréticas mais avancgadas.

1.4.1 POLIMORFISMOS EM MOLECULAS DE ADESAO E DOENCA

ATEROGENICA CORONARIANA

Diversos polimorfismos nos genes que codificam mdés de adesdo tém sido
descritos, e alguns contribuem para a variabilidaticionada ao risco e desenvolvimento de
doencas inflamatérias, como a doenca aterogénican@oana (Andreottiet al. 2002;

Blankenberget al.2003; Listiet al.2004).

1.4.1.1 POLIMORFISMOS NO GENE DE ICAM-1

A ICAM-1 possui cinco dominios extracelulares dmotimunoglobulinaVora et al.
(1994)encontraram trés polimorfismos com alteracédo deinito nucleotideo (SNPs - single
nucleotide polymorphisnmpolimorfismos de um Unico nucleotideo) nos éxonsgdne de

ICAM-1: o primeiro — G241R — € uma substituicdoute G -> A no cdédon 241 do éxon 4 o
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gue resulta na troca de uma glicina por uma arginmdominio tipo imunoglobulina 3. Outro
— 1548A/G (também conhecido como K469E) — é umatgultdo A -> G na posicao 1548,
coédon 469, do éxon 6, que leva a troca de umaligor uma glutamina no dominio do tipo
imunoglobulina 5; e existe ainda uma substituicdensiosa de A-G na posicdo 1281
(McGlinchey et al. 2004). A tabela 1 apresenta as frequéncias dossalsl e G do
polimorfismo 1548A/G em diferentes populacdes huasamwaoet al. (2001)descreveram
outros polimorfismos no gene de ICAM-1, o prime&ouma substituicdo de G -> A na
posicdo 1838 da regido ndo codificante 3'UTR; ousdg € uma substituicdo G -> A na
posicdo 1715 que causa uma mudanca de aminodeiddamina para treonina no cédon 496
(A496T), o qual se localiza no dominio transmemarda ICAM-1 (McGlincheet al.2004).
Apesar do dominio do tipo imunoglobulina 1 ser atpode ligacdo com o antigeno do
linfécito LFA-1 (function-associated antiger)-& do terceiro dominio do tipo imunoglobulina
mediar a ligagdo com MAC-1 o estudo do polimorfisbt@d8A/G (ou K469E) é importante,
pois os dominios 3 a 5 afetam a acessibilidadeamoirdo 1 durante ligacdo com LFA-1
(Stauntonet al. 1988 apud McGlinchegt al. 2004 e Diamoncet al, 1990) Além disso, o
dominio 5 de ICAM-1 tem sido sugerido como epitapanodominante da molécula (Molgg
et al. 1991 apud McGlinchegt al. 2004) O polimorfismo 1548A/G de ICAM-1 tem sido
estudado também em diabete melitus (Nejenetead. 2000 apud McGlinchegt al. 2004)
esclerose multipla (Mycket al. 1998 apud McGlinchegt al. 2004) e derrame (Pokt al.

2003)
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1.4.1.2 POLIMORFISMOS NO GENE DE PECAM-1

Vérios polimorfismos em diferentes regides do gete PECAM-1 ja foram
identificados e muitos deles tém sido associadiiseaca aterogénica coronariana (Elraygss
al. 2005). Alguns SNPs tém sido descritos para PECABKL dominios funcionalmente
importantes (Behagt al. 1996). S&o exemplos os polimorfismos 373C/G (caLA2) no éxon
3, 1688G/A (ou 563S/N) no éxon 8 e 670R/G no éxdmue estdo em forte desequilibrio de
ligacdo. A tabela 1 apresenta as frequéncias atétio polimorfismo 373C/G em diferentes
popula¢gdes humanas. Foi demonstrado que o alel dldnorfismo 373C/G esta associado
a um aumento no risco de desenvolvimento de doategagénica coronariana, enquanto o
alelo C esta associado a um aumento no risco dedndo miocardio (Andreotgt al. 2002,
Listi et al.2004 Elrayessgt al.2005). Estudos realizados em culturas de céluldsteliais de
corddo umbilical humano demonstraram que, quantdonstidas a estresse laminar, havia
uma regulacdo positiva transiente de varios genekisive do gene que codifica o fator de
crescimento derivado de plaquetase do gene de ICAM-1. Estes estudos identificaram
elementos de resposta ao estresse laminar (SSRIEar "ress response elemeéntsos
promotores desses genes. No gene de PECAM-1 foreomigados trés desses sitios na regiao
promotora e na regido 5’'UTR sugerindo que a exgcedesta molécula de adesao possa ser
regulada por estresse laminar. Estudos recentaesfic@am um novo polimorfismo no gene
de PECAM-1 localizado em um desses SSREs, na reglddR. Segundo o estudo o
polimorfismo 53G/A geraria uma disrupcéo do SSRitlltando numa auséncia de resposta ao
estresse laminar e, consegientemente, reducaopnesseo de PECAM-1. Desse modo, 0

alelo A alteraria a afinidade de ligagcdo da SSRE @ementos sinalizadores de estresse
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laminar, resultando numa resposta reduzida a esdsesge e na expressdo de PECAM-1

(Elrayes<et al. 2003).

A tabela 2 apresenta referénci

as de trabalhos guoengaram associacdo entre

doencas e os polimorfismos de interesse nestdhmba

Tabela 1: Freqiiéncias alélicas dos polimorfismoseesse em diferentes popula¢cdes humanas.

SNP Frequéncia alélica Referéncia
PECAM-I (53G/A) Alelo G Alelo A *
PECAM-I (373C/G) Alelo C Alelo G
indios Asiaticos 0.664 0.336 Fang L et a&l005;
Euro descendent( 0.530 0.470 Listi F et al 2004
Reino Unidc 0.510 0.490 R. A. Gbadegesin et al 2002
ICAM-I (1548A/G) Alelo E (A) Alelo K (G)
Euro-descendent¢ 0.45 0.55 E. Gaetani et al 2002
Coreano< 0.28 0.72 Lee E B et al 2003
Japonese 0.61 0.39 Yamashita et al 2005
Roma 0.45 0.55 Gaetani et al 2002
Finlandeses 0.49 0.51 Nejentsev et al 2000

* N&o ha na literatura descricéo de freq
ndo acometidos por DAC.

Uiénciéicak deste polimorfismo em populagdo de indivéduo

Tabela 2: Associacdo de outras doengas com os@dikmos de interesse nesse trabalho.

Polimorfismo

Doenca/alelo associado

Referéncia

PECAM-1 53G/A Alelo G Alelo A *
PECAM-I 373C/G Alelo C Alelo G
CAD
Fang L et al 2005; Wei et al
2004; Song FC et al 2003
Malaria Cerebral Kikuchi et al ; 2001.
ICAM-1 4693/G Alelo A Alelo G
Esclerose Mdltipla Nejentsev S et al 2003
Retinopatia Kamiuchi K et al 2002
Diabética
Alzheimer Pola R et al 2003
Doenca Inflamatoric Mutsuzawa et al 2003
Intestinal

* Nao hé estudos na literatura associand

0 qualdpeenlelos a alguma doenca.
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Com base nas informacdes apresentadas, foram igesollpara estudo os
polimorfismos 1548A/G do gene de ICAM-I; 373C/G 3BA do gene de PECAM-I devido
ao envolvimento de moléculas de adesdo em proceskmaatorios e na DAC, como relatado
anteriormente. A seguir, serdo apresentados asdabalfreqiéncias alélicas e genotipicas dos
polimorfismos citados, em individuos com DAC, ddacie de Porto Alegre, Rio Grande do

Sul, Brasil.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are responsible for a targier of deaths in the world, with
coronary artery disease (CAD) being responsibleafiproximately 7 million deaths per year.
During arterial damage, injury development and pesgion of the lesion, several cytokines as
well as other proteins are produced by the immystem, leading to increased subendothelial
permeability, cellular adhesion and leukocyte ntigra Among those proteins are the
intercellular adhesion molecule-type | (ICAM-I, @D54) and the platelet/endothelial cell
adhesion molecule-1 (PECAM —I, or CD31). These wuks are constitutively expressed by
different cell types, and are involved in endothlelntegrity and cell migration, as well as
immune-mediated and inflammatory processes. Tha oigective of the present work was to
determine the genotypic and allelic frequenciesttoke polymorphic variants in those
adhesion molecule genes in Euro-descendant patierits CAD from Porto Alegre/RS,
Brazil. We also intended to investigate whethemspealymorphisms are associated with the
development of CAD, and to analyze the relationdtgpween the genotypes and clinical
features. Analysis stratifying the patients gronpGAD+ (individuals who have a level of
artery obstruction equal or higher than 60%) and>€Andividuals who have less than 60%
of the artery blocked) were also performé8enotyping was performed by PCR-RFLP
followed by electrophoresis. A significant highereduency of CC PECAM-I 373C/G
genotype was observed in CAD patients as comparedn affected individuals, suggesting
an association between this genotype and CAD stibidgp. The genotypic and allelic
frequencies of PECAM-I 53G/A and ICAM-I 1548A/G puolorphism did not differ

statistically between CAD patients and non affeatelividuals.
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Abbreviations:
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CAD+, patients with 60% of artery obstruction orngo

CAD- patients with less than 60% of artery obsinrct

ICAM-1 or CD54, Intercellular Adhesion Molecule-tgp
PECAM-I or CD31, Platelet/Endothelial Cell Adhesidglolecule-1
SSRE, Shear Stress Response Element

UTR, Untranslated Region

PCR, Polymerase Chain Reaction

RFLP, Restriction Fragment Lenght Polymorphism

Bp, Base pair
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INTRODUCTION:

Cardiovascular diseases are responsible for a laogeber of deaths in the world,
being coronary artery disease (CAD) responsibleafiproximately 7 million deaths per year.
According to the World Health Organization repodni 2002, 271,828 people died due to
some kind of cardiovascular disease (ischaemitgnmhatory or hypertensive heart diseases)
during that year in Brazil. In Rio Grande do Stie tsouthern most state of Brazil, CAD
accounts for nearly 5.6% of total deaths, whil®arto Alegre, the state capital, this number is
4.5%(24).

Coronary artery disease is a complex disorder hiaat genetic and environmental
influences. It is characterized by the progressilsstruction of the coronary artery, which
impairs myocardium oxygenation in varying degrdgsually, CAD is manifested as angina
and stroke, and it is commonly caused by atherossike

Atherosclerosis is characterized by the accumuiatiocalcium, cholesterol and fibrin
in the artery walls. Such cholesterol accumulatadang with other circulating fats, leads to a
laminar stress in the artery wall, which in tursuks in impaired blood flow leading to the
establishment of a small lesion. All these evemggiér the recruitment of different cells of the
immune system, which migrate to the site of injuryorder to repair the lesion. This repair
process includes the transmigration of immune dellthe sub endothelial space, originating
an atherosclerotic plaque, which is responsibleofustructing the artery. In some cases, this
plague can be disrupted and lead to thrombosistg&ven

During the development of CAD, a large number dfledent immune system cells are
recruited. Different genes are also activated,iteatb the production of several proteins and

cytokines that lead to increased subendotheliahpability, leukocyte migration and cellular
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adhesion. Among those proteins are the intercellatdnesion molecule-type | (ICAM-I, or

CD54) and the platelet/endothelial cell adhesionemde-1 (PECAM —I, or CD31). Several

works have showed the importance of different dengtariants in various genes as
susceptibility factors to CAD development. Polyntogms in genes involved in fat

metabolism, thrombosis, proteolysis and even neuwrobnal control have been associated
with a high risk to CAD developmer{l4; 15) The identification of genetic markers of
predisposition and development of CAD could lead atobetter understanding of the
pathophysiology of the disease, which in turn cdelad to the development of therapeutic
agents/strategies to prevent and/or treat thigadis¢l1).

As leukocyte adhesion to the artery walls is anartgnt step in CAD development we
target our analysis in two adhesion molecules (PEG@Aand ICAM-I).The platelet
endothelial cell adhesion molecule-1 is a membehefimmunoglobulin family expressed by
leucocytes and endothelial celfS). It is involved in endothelial integrity and in kehr
transmigration from the blood flow to the subeneditii space of arteries and veins, and there
to adjacent tissues ;(26; 2). PECAM-I has an important role in cellular adhesias it
modulates the endothelial cell affinity for anotlobaiss of adhesion molecules, the integrins
(5). High levels of soluble PECAM-I have been foundpatients with myocardial infarction
(23; 6; reviewed in p In the present work, we have analyzed 2 polymisms in the
PECAM-I gene: PECAM-I 53 G/A and PECAM-I 373 G/CECAM-I 53 G/Aisa G to A
substitution in a Shear Stress Response ElemeREF3ocated at the 3'UTR region of the
gene. The variant allele A leads to a disruptionthis SSRE, causing the defective of

PECAM-I gene activation during shear stress stimil). PECAM-1 373 G/C is a C to G
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substitution in exon 3 at codon 125 altering a ileeido a valine. Exon 3 codes for the first
immunoglobulin domain of PECAM (7; 6; 5, 19

The intercellular adhesion molecule-type | is asmember of the immunoglobulin
family, this molecule is activated by cytokines asdconstitutively expressed by different
cells in the organism(14; 27 apud 9) ICAM-I can be positively regulated by pro-
inflammatory cytokines secreted by endothelialscalhd leucocyte€3; 20). High levels of
soluble ICAM-I have been reported in individualstiwbcclusive arterial disease, CAD and
atherosclerosif9). Those elevated levels have been considered askdagtor for future
cardiovascular problemgl2; 18) The polymorphisms analyzed in the present worls wa
ICAM-1 -1548 A/G, an A to G substitution in the 1&gosition of codon 469 in exon 6, which
leads to a glutamine to lysine substitution in th@tein. Exon 6 codes for the fifth
immunoglobulin domain of ICAM-I(17).

Considering that the establishment of an atherosiade plaque seems to involve
leukocyte adhesion and migration we wonder if ‘e on leukocyte surface adhesion
molecules could interfere on CAD development.

The main objective of the present work was to deiree genotypic and allelic
frequencies of three polymorphisms in adhesion ouidegenes in patients with CAD from
Porto Alegre/RS, Brazil. We also intend to investey whether such polymorphisms are
associated with the development of CAD, as welbaalyze the relationship between the

genotypes found and clinical features of the pédien
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METHODS & RESULTS

PATIENTS AND CONTROLS

We investigated CAD patients from Hospital de GQ@as de Porto Alegre who
underwent coronary angiography to confirm the diseaA DNA bank of patients was
previously establishe(®22). This DNA bank is constituted by Euro-descendardéviduals, as
ascertained by morphological characteristics, ngvin Porto Alegre (the capital of the
southernmost state of Brazil) whose age ranges 8bno 84 years (mean=60, 2 years, SD=+
11, 08). The demographic and clinical data areguiesl in table 1 according to the number of
genotyped samples for each polymorphism.

Healthy control individuals are Euro-descendantividuals from Porto Alegre and
Campo Bom from a previously established DNA bankifhges ranged from 40 to 83 years
(mean = 56.6 years, SD = £10.33). None of them aftected by cardiopathies neither had

any family history of such disorders. Their demgipia data are presented in table 1.

GENOTYPING

PECAM |

PECAM-I 53 G/A and PECAM-I 373 C/G genotyping wererformed by PCR-RFLP
using specific primers as previously descril§gd8). PCR samples were prepared to a final
volume of 25l as follows: 1 pl of DNA (0.2-0.59); 2.5 pl of 20X PCR buffer [200 mM
Tris—HCI (pH 8.4), 500 mM KCI]; 1 pl of 50 mM MgCJ2A pl of 3 mM dNTP mix; Jul of 10
pmol primer mix; and 1U of Taq DNA polymerase (C&@tBUFRGS). PECAM-1 53 G/A

PCR reactions underwent 1 cycle at 96°C for 1 dih¢ycles at 96°C, 1 min for denaturation,
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60°C , 1 min for annealing, 72 °C, 1 min for exiensand a final cycle at 72°C, 5 min for
final extension. The resulting 317 bp fragment wagested with 5U of the enzyniBsal for

4hr at 50°C, producing 115 bp and 202bp fragmewid (type allele), or a single non-
digested 317 bp fragment (variant allele). Therragts were visualized by electrophoresis on
3% agarose gel stained with ethidium bromide. Fdushows the fragments resulting from a
typical enzyme digestion reaction.

PECAM-I 373 C/G cycling conditions were describgdvidenzel (2005). The resulting
504bp fragment was digested with 10U of the enziawell overnight at 37°C, resulting in
434 bp and 70 bp fragments (variant allele) omglsi undigested 504bp fragment (wild type
allele). The fragments were visualized by electoyphis on 6% acrylamide gel stained with
silver nitrate (Fig 2).

ICAM | 1548A/G

ICAM | A/G genotyping was also performed by PCR-RFThe PCR was performed
using primers previously described by McGlinchey)(1IPCR samples were prepared to a
final volume of 25 ul as follows: 1 pl of DNA (0.2:5 ug); 2.5 pl of 10X PCR buffer [200
mM Tris—HCI (pH 8.4), 500 mM KCI]; 1 pl of 50 mM Mgj2; 1 pl of 3 mM dNTP mix; 1 pl
of 10 pmol primer mix; and 1U of Taqg DNA polymeragéenBiot, UFRGS). The PCR
reactions mixtures underwent 1 cycle at 96°C fanifh, 30 cycles at 96°C, 20 seconds for
denaturation, 64°C , 50 seconds for annealing &h8C7 1 min for extension. The resulting
223 pb fragment was digested with 5U of the enzisi®) | for 4hr at 60°C, producing 136pb

and 87pb fragments, or a single non- digested B2Bagment (A allele). The fragments were
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visualized in a 3% agarose gel stained with etindhromide. Figure 3 shows an individual
sample submitted to restriction enzyme cleavageoagagel.

RESULTS

Clinical features and demographic parameters df patients and control groups are
presented on Table 1. Table 2 shows the allelicggmbtypic frequencies for the polymorphic
systems studied.

The statistical analysis show that the differerioegenotypic frequencies between the
patients and control groups are significant for”PlEECAM-I 373C/G polymorphism (p<0.001).
Thus it is possible to observe a higher frequeridiied CC genotype in the patients group. The
residual analysis showed that the difference inoggnc frequency of CC genotype among
patients and controls is statistically significgp&0.001) supporting the hypothesis that the
CC genotype is the risk genotyf@ubsequent to the residual analysis, a logisticessgpn
analysis was carried out. This analysis demonstrdtat the association found between the
CC genotype and CAD risk was statistically sigrifit (p=0.023). With the logistic regression
result was also possible to obtain the odds ratiothis genotype that is 1.694 with a
confidence interval of 1.075-2.668. Subsequently,made another logistic regression, except
that we grouped the GG and CG genotypes in oneg@atecomparing against the CC
genotype between patients and control groups. ahadysis resulted in a higher odds ratio
(p=0.014; OR=3.125 and CI=1.262 — 7.736). Therefame= can formulate the hypothesis that
the carriers of the CC genotype have a higheraiskAD development.

We then stratified the patient group in CAD+ (indivals who have a level of artery
obstruction equal or higher than 60%) and CAD- i¢itibals who have less than 60% of the

artery blocked). The comparison between the gemotiypquencies of these two groups did
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not reach statistical significance. Comparing t#& and CAD- genotypic frequencies with
the control group separately we also did not fitatistical significance among them. These
results suggest that the C allele is involved i susceptibility to disease, but not with the
gravity of it.

The initial statistical analysis of genotypic fremeies of PECAM-1 53G/A
polymorphism showed that the differences betweelieqia and controls are statistically
significant (p=0.022)The residual analysis carried out among the gemotypquencies of
patients and controls demonstrated that the AGtgpeds the prevalent genotype (p=0.007),
and also that its frequency is increased amongdtients. Subsequently, we made a logistic
regression analysis with genotypic data and theltsedid not shown an association between
the AG genotype and CAD development. Stratifying patients group in CAD+ and CAD-
and comparing the genotypic frequencies betweem,thad with the control group, we were
also unable to establish a correlation between tgpae and disease. These results suggest
that there is no association between PECAM 53G/Krporphism with CAD development,
or risk.

The ICAM-I 1548A/G polymorphism differences betweagatient and control groups
were not statistically significant. The logisticgression analysis shows that there is no
association between ICAM-1 1548A/G genotypes anda#aration in the risk of CAD
development. The analysis stratifying the patieantCAD+ and CAD- also did not show
statistic significance among the differences ingbaotypic frequencies of both groups and in
the groups and controls. This result suggests tthatpolymorphism is not associated with

CAD.
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DISCUSSION & CONCLUSIONS

The present work analyzed three polymorphisms ihesidn molecule genes in
individuals affected by CAD, aiming to a better goehension of the role of these molecules
and the development and susceptibility to disease.

It is well established that in early stages of Ctigre is a significant involvement of
adhesion molecules in the inflammatory processed thad to atherosclerotic plaque
development. These molecules are present at tli@ceuof both leukocytes and endothelial
cells. Adhesion molecules are responsible for beikocyte adhesion to the endothelium and
transendothelial migration of leukocytes to adjadissues.

The PECAM-1 373C/G polymorphism is a SNP locateexain 3 of the gene that leads
to an amino acid changes (a leucine to a valinengdia This region codifies the first
immunoglobulin domain of the molecule. The immumdgilin domains are responsible for
the linkage between the endothelium and the leukscyhat migrate to the lesion. It is
possible that such an amino acid substitutionsattee molecule characteristics and affinity for
endothelium antigens, resulting in altered adhesiénleukocytes to the endothelium.
According to our results, PECAM-I 373C/G genotyfiequencies are statistically significant
different between patients and control individugds< 0.001). Concerning the result of the
residual analysis it is possible tdserve that the CC genotype was more prevaletitan
patients group, when compared to the control greapching a frequency of 0.21 in the
patients (CC: 0.046 in control group/ p = 0.028onsidering these results, we approach the
CC genotype as the risk genotype. This way, thegéfotype could be responsible for a
normal level of leukocyte adhesion to the endotimland the GG genotype responsible for a

reduced adhesion. So the GG genotype could havetecpve character, potentially reducing
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the risk of CAD development. As the odds ratio & Genotype was 3.125 we can also infer
that the carriers of this genotype have a higtsérto develop CAD.

Previous studies indicated an association betwebea PECAM-I 373C/G
polymorphism and CAD in different human populatidd®; 25; 6; 27; 8;reviewed atb).
However, the genotype frequently associated to Q€3 the GG genotype and only a few
studies using Myocardial Infarction patients suggggisease association with the allele C
(23; 6; reviewed at b Considering the existence of such controvedagh, a hypothesis was
formulated where each allelic variant has a diffefenction, so the G allele is thought to be
responsible for an increased transendothelial mararesulting in a higher risk of CAD; and
the C allele would be responsible for modulatiorplaitelet activation, increasing the risk of
myocardial infarction(5). Nevertheless, in our study, the CC genotype wats highly
prevalent between patients that suffer from myaehidfarction (data not shown). So far, it is
not possible to affirm that the associations betwthe G allele and CAD, and the C allele and
myocardial infarction are due to distinct effectsni each allele in the development and
susceptibility to these diseases.

Stratifying the patients group in CAD+ and CAD-ngumaring them between each other
and with the control group, no association was oteskconcerning PECAM-1 373C/G alleles
or genotypes and the disease. There is no prevgéaatype in CAD+ or CAD- group$hus,
although the CC genotype can be associated to @WABegtibility, this genotype do not seems
to be related to the disease gravity. As some asucklated that there is altered PECAM-I
serum level in CAD patients it is also possibldrfer that this polymorphism is associated
with the early inflammatory process that leads &DGdevelopment, but not with late events

and development of the atherosclerotic plaque.rdstengly, some studies report the

40



expression of adhesion molecules in the atheragatgolaque, a situation independent of any
association between plaque formation and developmand adhesion molecule
polymorphisms. It should be pointed out that thiatren among polymorphic variants in
adhesion molecule genes and their serum levelgipratolecular shape and function remains
unclear. Our data corroborate the lack of assaociatbetween adhesion molecules
polymorphisms and atherosclerotic plaque developraed progression since we did not find
statistical associations among the variants anéades gravity in the CAD+ and CAD-
analyses.

The PECAM-1 53G/A polymorphism was recently desedlby Elrayess et al 2003. As
suggested by the authors, the A allele is a prigeellele, due to a defective activation of the
gene, as compared as those mediated by the G, atieesituation obndothelial stress. Thus,
according to this study, individuals that have #allele seem to be protected and had less
progression of the disease compared with indivelli@mozygous for the G alle{&). As it
concerns to a modification in a SSRE, Elrayes$ alsa suggest that this polymorphism is not
important in early events of CAD, since the higlstiear stress occurs when there is a
relatively large stenosis, what happens in lateratlerotic events. Our results indicated a
significant higher frequency of the AG genotypepatients group (p = 0.007). However, the
logistic regression result was not statisticallgndicant, suggesting that PECAM-I 53 G/A
polymorphism is not associated with CAD risk or elepment. When we stratified the
patients group in CAD+ and CAD- no statisticallgrsficant association between genotypes
and disease gravity or risk were found, so we weteable to confirm the PECAM-1 53G/A

involvement in gravity or susceptibility to disease
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The statistical analysis demonstrated that theraoisstatistical significance in the
genotypic frequencies differences between pati@miscontrol groups, concerning the ICAM-
| 1548A/G polymorphism. The logistic regression lgsa also shows no statistical
association between genotypes and CAD risk. Sgnagjfthe patients in CAD+ and CAD- and
performing the proper statistical analysis, we asonot find statistical association between
genotypes and disease gravity. This way, we carmlgde that this polymorphism is not
associated neither to the susceptibility nor tavigyaof the disease.

Considering the presented data we can suggesthaidhesion molecules ICAM-1
and PECAM-1 are involved in the early steps of CA&elopment. Some studies correlate
high levels of these adhesion molecules and CAleldpwment risk 12; 9; 18; 16; 5; §.
Works using animal models demonstrated that ICAliki PECAM-1 adhesion molecules
expression in atherosclerotic plagues is an ubigyzhenomenon, suggesting an important
role for these molecules in the atheroscleroticcgss (21; 26; 4) Others studies, with
transgenic animals defective in PECAM-1 showed ttlegse animals have a thinner
atherosclerotic plaque than the wild type aninfaB; 13). Although the adhesion molecules
involvement in CAD susceptibility is clear, as wadl its importance in atherosclerotic plaque
formation, we are not able to affirm that a giveslymorphic variant is associated to the
degree of artery obstruction. Also, it is not knowaw the expression, serum level and
different variants of these molecules determine CABceptibility, development and plague
formation.

The existence of controversial data on the liteeattan be explained by tlufferent
ethnical/genetical backgrounds of the analyzed latjpms and by thenterference of

environmental factors. Environmental factors suglsrmoking habit, diabetes, sedentarism, as
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well as other factors such as age and gender, thiéerisk of CAD development. Thus,
individuals presenting risk genotypes and also egddo environmental factors that increase
CAD risk have an even higher risk of CAD developimdinis also important to point out the
possibility of interactions betweatifferent polymorphic variants that could increasdiice
the risk of CAD development. Finally, an increaseghe sample size, as well as a complete
evaluation of the clinical features of the patientd allow us to obtain more data in order to

determine the real involvement of adhesion molexinléCAD development.
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1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 15

Fig 1: agarose gel 3% stained with ethidium bromide B$al
enzyme digestion reaction of PECAM-I 53G/A polymorphism.
1,15: PCR reaction; 2, 5, 6, 8, 9, 11, 13: AG indral 3, 7, 12:
AA individual; 4, 10, 14: GG individual.
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2 3 4 5 6 7.8 9 1012 13 14 15 16 17
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Fig 2. acrylamide gel 6% stained with silver nigraif a Pvu Il

enzyme digestion reaction of PECAM-I 373C/G polyptosm. 1:

50bp ladder; 2, 16: PCR reaction; 3, 5, 6, 7, 83,11, 12, 13, 14,
15: CG individual; 4: GG individual; 17: 100bp ladd No

homozygous CC was obtained in this reaction.
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Fig 3. agarose gel 3% stained with ethidium bronofl@a
BstU | enzyme digestion reaction of ICAM-1 1548A/G
polymorphism. 1, 9: PCR reaction; 2, 3, 5, 7. AG
individual; 6: GG individual and 4: AA individual.
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Tabela 2. Genotypic and allelic frequencies forghlymorphic systems studied.

Polymorphism

Cases [freq (n)] Healthy control [freq(

CIC 0.210 (46) 0.046 (7
Genotype C/G 0.630 (139) 0.697 (106)
PECAM 1373 G/IG  0.160 (36) 0.257 (39)
CIG Alele C 0.523* 0.395
G 0.477 0.605
Total 221 152
Polymorphism Cases [freq (n)] Healthy control [freq(
G/IG 0.844 (195 0.920 (191
Genotype G/A 0.130 (30)** 0.050 (10)
PECC?/'\A" 153 AA  0.026 (6) 0.030 (7)
Allele G 0.909 0.940
A 0.091 0.060
Total 231 208
Polymorphism Cases [freq (n)] Healthy control [freq(
G/IG 0.168 (42) 0.140 (28)
Genotype G/A 0.352 (88) 0.340 (67)
ICAM | A/IG A/A 0.480 (120) 0.520 (102)
Allele G 0.344 0.310
A 0.656 0.690
Total 250 197

*p<0.001 compared to controls
**p=0.007 campared to controls
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Capitulo 3

DISCUSSAQO E CONCLUSAC




3.1. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho analisou 3 polimorfismos ememdéas de adesdo em individuos
com Doenca Arterial Coronariana com o intuito denpeeender o papel deste tipo de
moléculas no desenvolvimento e suscetibilidade anckn As amostras de individuos
acometidos por DAC e individuos ndo acometidos émowde individuos descendentes de
europeus. Individuos que, através do exame dastedsticas morfologicas (Azevéd al.
1980) pudessem ser classificados como miscigerfatirs excluidos do presente trabalho.

A tabela 2 do artigo apresenta as frequénciascafle genotipicas dos diferentes

sistemas polimorficos analisados em individuosadfest e ndo afetados por DAC.

3.1.1. PECAM | 373C/G

Nos estagios iniciais de desenvolvimento de DACuimagrande envolvimento das
moléculas de adesdo. Durante essa fase h&d o reenita de células inflamatérias da
circulagdo para o local inicial da lesdo no endwmtélo vaso, bem como a migragédo
transendotelial das mesmas. A adesdo e migracasetrdotelial dessas células € mediada
pelas moléculas de adesdo, que sao expressasptlatteucocito como pelo endotélio. A
molécula de PECAM-I desenvolve papel importanteertravasamento dos leucécitos da
circulacdo sanguinea para os tecidos adjacentes.

As analises estatisticas realizadas demonstramaqiiéerenca entre as frequéncias
genotipicas referentes ao polimorfismo PECAM-I 3f3@o grupo de individuos afetados

por DAC e do grupo de individuos ndo afetados étisitamente significativa (p<0.001).
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Dessa forma, observa-se que o genoétipo CC estd mppissentado entre os individuos
afetados por DAC quando comparados aos individ@osafetados. A analise de residuos feita
posteriormente demonstrou que a diferenca no nurderandividuos CC no grupo de
acometidos por DAC é significativamente maior dee quo grupo dos ndo acometidos
(p<0.001), apoiando a hipétese de que o gendtipe€&Lum genotipo de risco. O resultado
da regressdo logistica feita com o programa SPS@ortd#rou haver associagédo
estatisticamente significativa entre o genétipo €Guscetibilidade a doenca (p=0.023). A
regressao ainda mostrou que o risco relativo deithebs com gendtipo CC é de 1.694, com
intervalo de confianca de 1.075-2.668. Posterioteyelioi feito agrupamento dos gendtipos
CG e GG e realizada regresséao logistica fazendongaracdo com o genoétipo CC. Os
resultados concordaram com os da primeira regresg@&omnonstraram um risco relativo ainda
maior (p=0.014; RR=3.125 e I1C=1.262 — 7.736). D@®r@a com estudos publicados
anteriormente, o polimorfismo PECAM —I 373C/G é 8NP localizado no éxon 3 do gene de
PECAM e que leva a substituicido de aminoacidosdtde uma leucina por uma valina). Esse
polimorfismo estd4 localizado em uma regido que faadio primeiro dominio tipo
imunoglobulina desta molécula de ades&o. Essesndisrse ligam aos antigenos expressos
pelo endotélio, mediando a adesdo dos leucdcitosmemmo. E possivel que esta troca de
aminoacidos leve a uma modificacdo nas caractas$stiio dominio tipo imunoglobulina,
modificando também a capacidade de ligacdo da mialém antigeno expresso no endotélio
e, consequentemente, a ligacdo do leucdcito aotéditdoComo resultado desta alteracdo
teriamos uma modificacdo na afinidade da molécala pntigeno o que afetaria a adesao
celular e a migracao transendotelial. Como o gpod@iC (gendtipo selvagem) foi apontado

pelas analises como sendo o gendtipo de riscossiyab que o alelo G seja responsavel por
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uma modificacdo na adesio leucocito-endotélio, mimlepossuir um carater protetor. E
possivel formular a hipotese o gendtipo CC serigpomsavel por uma adesdo normal
(elevada) e o genotipo GG por uma adeséao reduzida.

Estratificando a amostra de pacientes em individwos obstru¢cdo do vaso maior ou
igual a 60% (DAC +) e individuos com obstrucdo mmestm que 60% (DAC-) e comparando
as frequéncias alélicas e genotipicas, ndo sewahsdiferenca estatisticamente significativa
entre elas. Esse resultado indica que, possiveémentpolimorfismo esteja associado a
suscetibilidade & doenca e ndo a gravidade da mésmessivel que o polimorfismo esteja
envolvido nos processos inflamatorios que precedemesenvolvimento de DAC e ndo na
formacédo e determinacdo da espessura da placacésbvicaperse

Estudos anteriores j& haviam demonstrado associdgapolimorfismo PECAM-I
373C/G e DAC em diferentes populacdes humanasd@@anret al. 2000; Songet al. 2003;
Elrayesset al. 2004; Weiet al. 2004; Fanget al. 2005; revisados em Elrayess al. 2005).
Entretanto o gendtipo associado a DAC nestes trabdbi o gendtipo GG, assim como o
alelo G aparecia como o alelo de risco. Estudoized com pacientes com infarto do
miocéardio provenientes da Sicilia ndo encontrowo@asédo do polimorfismo PECAM-I
373C/G com a doenca (Liséit al. 2004), ndo havendo diferencas (fossem genotimigas
alélicas) entre pacientes e controles. Entretantdgros estudos envolvendo individuos
acometidos por Infarto do Miocéardio encontraranpeisgdo com o alelo C (Sasaodal.
2001; Elrayesset al. 2004; revisados em Elrayeg$ al. 2005). Como diversos estudos
publicados anteriormente encontraram dados conBosg foi formulada uma hipotese na
qual os alelos teriam funcbes diferentes. Uma dagames seria responsavel por uma

alteracdo na migracdo transendotelial de mondcitediada por PECAM-I, aumentando
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assim o risco de DAC e a outra variante seria respael por modular a ativagao plaquetaria,
aumentando o risco de infarto do miocéardio (Elraytsal 2005). Dos nossos pacientes, 31 %
( 59 individuos) sofreram infarto agudo do miocdrdentretanto, o genoétipo CC nao foi
prevalente nesses individuos (CC: 0.24; CG:0.63Ge @13). Ainda assim, ndo € possivel
afirmar com certeza que a associacao do alelo Gaterasclerose e do alelo C com infarto do
miocardio se deva realmente a efeitos distintoscdda alelo no desenvolvimento e

suscetibilidade da doenca.

3.1.2. PECAM-I 53 G/A

As analises estatisticas realizadas comparandoeq&éhcias genotipicas e alélicas
entre individuos afetados e ndo afetados por DA@odstrou existir diferenca significante
entre 0os 2 grupos analisados quanto as frequégeiastipicas (p=0.022). A andlise dos
residuos da tabela obtida no SPSS demonstrou queaisaindividuos do genotipo AG no
grupo de individuos acometidos por DAC quando coagmao grupo de individuos nao
acometidos (p=0.007). Entretanto analise por redgeedogistica ndo foi significativa, ndo
havendo aumento do risco devido ao genotipo. Neahdas comparacgdes feitas com o grupo
DAC+ e DAC- apresentou dados estatisticamente faignies. Hipoteticamente, o alelo A
seria considerado um alelo protetor, ja que a pgasdo alelo faz com que o gene PECAM-I
ndo seja ativado diante de uma situagdo de estnessrdotélio do vaso. Entretanto, nossos
dados ndo nos permitem inferir a respeito do pakeravolvimento do polimorfismo com a

gravidade ou suscetibilidade a doenca.
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O polimorfismo PECAM-I 53G/A foi recentemente detecipor Elrayesset al em
2003, em um estudo completo sobre os resultada@sofuais desse polimorfismo. Justamente
por esse motivo, ainda ndo existem muitos estudpsilacionais que tenham avaliado as
frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfissemdo este o segundo do tipo. O outro
estudo desse género € o mesmo que descreve o gisimm De acordo com Elrayess al
(2003), os estudos com individuos provenientes dlaridla e Finlandia demonstram que os
portadores do alelo A apresentavam uma progresggificativamente menor da leséo
aterosclerética. A frequéncia do alelo A no presestudo, assim como ocorreu no estudo de
Elrayesset al, foi baixa, portanto o envolvimento deste alelodesenvolvimento da doenca

parece ndo ser tdo determinante.

3.1.3. ICAM-I

As andlises iniciais demonstraram que as diferegesm®tipicas e alélicas entre o
grupo de individuos afetados por DAC e o grupo nfs afetados ndo séo estatisticamente
significativas, ndo havendo um genotipo prevaleste qualquer dos grupos. A regressao
logistica realizada com esses demonstrou que nerasmngenaotipos influencia de forma
estatisticamente significativa o risco de deserim@wnto de CAD. O resultado da andlise feita
agrupando-se 0s genétipos e cruzandoa®ia o resultado anterior, ndo sendo
estatisticamente significativo. Estratificando gy dos individuos afetados por DAC em
DAC+ e DAC- e comparando-os com o0s controles ndools&m nenhum resultado
significativo, demonstrando que o polimorfismo re@bé relacionado a gravidade da doenca.

A andlise comparando DAC+ e DAC- também néo faniicativa, corroborando a hipétese
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de que o polimorfismo néo esta associado a grawidadloenca. Dessa forma acredita-se que
o polimorfismo ICAM-1 1548A/G néo esté envolvidons@ suscetibilidade & doenga ou com a
gravidade da mesma. No entanto, Gaetatinal. descreveram uma associacdo entre o
polimorfismo ICAM-1 1548A/G e doenca arterial oduss periférica (DAOP), sendo os
primeiros a encontrarem uma associagao entre ugwad#en relacionada a aterosclerose e um
polimorfismo de ICAM-I. Os autores observaram umegfiéncia maior do gendtipo GG
assim como do alelo G nos individuos acometidoD#®@P. A analise feita demonstrou que
os portadores do gendtipo GG possuiam um riscov&Bs maior de desenvolver DAOP.
Entretanto, é interessante salientar que este estndlisou 75 individuos acometidos por
DAOP e 227 controles. Apesar de ja haver sido drada associacdo do nivel sérico elevado
de ICAM-I e um aumento na suscetibilidade a doewegadiovasculares, é possivel que esse
nivel elevado seja devido a outros fatores imuriot®y como infec¢des e outras condicbes
relacionadas a inflamacdo. Estudos anteriores detmasam que o nivel sérico da molécula
pode ser utilizado como marcador de risco paradutiesenvolvimento de DAC, bem como
gue o nivel sérico de ICAM-I também estd elevadototaem doencas cardiacas ja
estabelecidas quanto em sindromes cardiacas afstofaset al. 1996; Blankenbergt al.
2001; O’'malleyet al. 2001). E importante salientar que ainda ndo se sabcerto qual a
relacéo do polimorfismo estudado com o estabeletondo nivel sérico, funcdes protéicas ou
até mesmo conformacao molecular da proteina. Sabee as moléculas de adesdo possuem
papel importante nas condi¢des inflamatdrias dsysotas imunes, mas ainda nao se sabe ao
certo qual a funcdo das mesmas no desenvolvimenACL. Entretanto, dados controversos
estdo presentes na literatura, onde alguns estagdd®m ndo encontraram associacao deste

polimorfismo, e de outros em moléculas de adesdn,@risco de desenvolvimento de DAC,
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uma doenca ja considerada como processo inflarnatédnico (Peteet al. 1997). Estudos
realizados com individuos aparentemente saudaeei®mlstraram que o nivel sérico elevado
da molécula de ICAM-I € um marcador de risco patarbs processos ateroscleroticos em
individuos expostos a fatores de risco, mesmo alamgo-se niveis de lipidios e idade
(Ridker et al. 1998; Ridker et al. 2000; Mulvihill 2002). Esses dados sugerem o pmé&bn
envolvimento da molécula em estagios extremamaenitéais da doenca. Existem outros
polimorfismos no gene de ICAM-I que também seridwos interessantes para analise em
DAC. Assim como o gene de PECAM-I, ICAM-I tambémspoi SSREs Shear Stress
Response Elemeniselementos de resposta ao estresse laminar;eSfat al. 2003), sendo
interessante a procura por polimorfismos que possfioenciar a expressao do gene diante
de situacdes de estresse endotelial nesses SSBEGmento do tamanho amostral deve ser
considerado para uma melhor percepcéo do real gdagtds moléculas de adesédo (e de suas
variantes) no processo de desenvolvimento de DA€GSs® forma, mais estudos envolvendo

esse polimorfismo séo interessantes de seremadatizno futuro.

3.2. CONCLUSAO

Nossos resultados nos permitem hipotetisar que @écolas de adesdo estejam
relacionadas aos processos extremamente iniciaiDA&. Apesar de estar claro o
envolvimento dessas moléculas na suscetibilidadd@, bem como sua importancia para a
formacdo da placa aterosclerética, ainda ndo se @alterto o quanto sua expressao, nivel
sérico e diferentes variantes destas moléculasndieim a suscetibilidade a doencga. Existem

estudos que encontraram niveis elevados de mo¢edealadesdo nas placas ateroscleroéticas e
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foram capazes de relacionar esses niveis com @ eistiscetibilidade a DAC (Hwargg al.
1997; Gaetanet al.2002; Mulvihill 2002; Listiet al. 2004; Elrayes®t al. 2005; Fanget al.
2005). Estudos com animais experimentais e ana@isesumanos véem demonstrando que a
expressdo de moléculas de adesdo em placas atedbtisas € um fendmeno ubiquo,
sugerindo um papel importante destas moléculasrocepso aterosclerogtico. (Postenal.
1992; Van der Walet al. 1992; Davieset al. 1993). Além disso, estudos com animais
transgénicos, deficientes para essas moléculagrdraram que 0s mesmos apresentam uma
placa aterosclerética mais fina do que animaigpingelvagem (Nageét al. 1997; Kitagawa

et al.2002). Entretanto, ainda ndo é clara a relactie aes diversas variantes de moléculas de
adeséo, seus niveis séricos e 0 desenvolvimenAde pois muitos dados da literatura sédo
controversos. Fatores que podem estar contribypad®a os diferentes resultados nos estudos
existentes sao, por exemplo,background étnico das populacdes humanas analisadas e
fatores ambientais. E bastante conhecido que fatesdernos como, dietas lipidicas,
tabagismo, sedentarismo e outros fatores como ida#xo influenciam fortemente néo s6 o
desenvolvimento como a gravidade da doenca. O feraofalta de exercicios sdo grandes
agravantes da doenca, aumentando consideravelmeisteo de desenvolvimento da mesma.
Assim, individuos que sejam portadores de gendtigassco, como, por exemplo, PECAM-I
373CC, e ainda estejam expostos a fatores amlgeyquai aumentam o risco de DAC seriam
muito mais suscetiveis. Também ndo podemos descariateracdo entre genoétipos de
diferentes polimorfismos, que se somariam e aumantainda mais o risco e suscetibilidade
a doenca. E importante salientar que, muitas vemssciacdes podem nao ser identificadas
devido ao tamanho da amostra. Estratificactes ajaslgcdes de estudo também podem levar

a uma reducao do tamanho amostral interferindoemsdtados.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSSENTIMENTO PARA A DETERMINACAO DE FATO RES
GENETICOS NA DOENCA CARDIOVASCULAR ISQUEMICA
ATEROSCLEROTICA

Diante da minha doenca e reconhecendo a necessida@liar as possiveis causas genéticas
da mesma, voluntariamente, eu consinto em servistado por um meédico e em doar uma
guantidade 10 (dez) ml de sangue, a ser obtidaeriodm em que estiver sendo submetido ao
exame cineangiocoronariografico no Laboratorio denbldinamica do HCPA.

Eu estou ciente de que néo serei submetido a qratigsconforto adicional pela participacéo
nesse estudo, ja que a coleta de sangue seradeatinrante o procedimento de cateterismo
cardiaco diagnostico.

Os meus beneficios sdo a possibilidade de avaligigdifica das causas da minha doenca
cardiovascular e a construcdo de conhecimento gxiéeana prevencdo e no tratamento da
mesma.

Meus direitos de ndo fornecer informacdes a pess@asnédicas e de receber sigilo pelos
profissionais serao respeitados.

Os resultados do presente estudo estardao a misfasdiao tdo logo forem obtidos.
Finalmente, eu permito que meu nome seja regisfratbpossiveis seguimentos no futuro.

Porto Alegre, [/ /

Assinatura do Paciente
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ANEXO 2
FICHA DO PACIENTE

IDENTIFICACAO

Prontuério:

Nome:

Cor: Branco [] Mulato [] Negrq]
Idade: Profissao:

Sexo: Masculino [ Feminino [
DADOS:

Data:
Lesdes anatbmicas:

Infarto Agudo do Miocardio (IAM) Prévio: [
Antaspa o Stent: []

Cirurgia de revascularizagado []
Angina: [1  Classe Funcional (1-4):
Hipercolesterolemia Prévia []

COL: mg/dl TRI: mg/dl
LDL: mg/dl

se feminino: Climatério

HDL: mg/dl

Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) prévia O

Diabete Mélito (DM) [
Insulino Dependente (ID)

Glicemia: mg/dl

Peso: Altura:

Sedentarismo [

Tabagismo Macos/anos

N&o Insw Dependente (NID) []

Historia familiar de infarto ou angina: pdJ mae [ irm&oll

NUmero de irmaos:
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ANEXO 3

FICHA DOS CONTROLES

IDENTIFICACAO

Prontuério:

Nome:

Cor: Branco [] Mulato [] Negrq]

Idade: Profissao:

Sexo: Masculino [ Feminino [ se feminino: Climatério [
Profissao

DADOS:

1. Histéria prévia de doenca cardiovascular isqu@mi(AVC, 1AM, ANGINA,
CLAUDICACAO INTERMITENTE): [

2. Niveis lipidicos:

COL: mg/dl TRI: mg/dl HDL: mg/dl

LDL: mg/dl

3. Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) prévid_

4. Diabete Mélito (DM) [ N&o Insulino Deytente (NID) []  Insulino Dependente (10

Glicemia: mg/dl

5. Peso: Altura:

6. Tabagismo : ex-fumantl] ncaufumou: [1  fuma atualmentd_]
Macos/dia: Anasro fumante:

Se ex-fumante, ha quanto tempo abstémio:
7. Histdria familiar de infarto ou angina: [ hi idade: ma]  idade: irm_bsdadke:
8. Medicacdes em uso:
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