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DESENVOLVIMENTO DE UM PADRAQ DE GENOTIPAGEM POR LIS-SSCP
(CONFORMACAO POLIMORFICA DE FITA SIMPLES EM BAIXA FORCA IONICA)

PARA O POLIMORFISMO "*Thr/Met DO GENE DA GLICOPROTEINA Tho. E ANALISE
DE SUA INFLUENCIA NA DOENGCA ARTERIAL CORONARIA.

RESUMO

O conhecimento de genes que atuam direta ou indiretamente no sistema cardiovascular tem
contribuido para um melhor entendimento desta patologia, bem como para uma maior eficacia
no seu diagnéstico e tratamento. A Glicoproteina (GP) Iba esta presente na membrana das
plaquetas e ¢ responsavel pela adesio e agregacdo destas apos trauma endotelial. O presente
trabalho objetivou desenvolver um padrao de genotipagem para o polimorfismo '*° Thr/Met
por meio da técnica de LIS-SSCP e analisar a sua influéneia no desenvolvimento da DAC e
IAM (infarto agudo do miocardio). Foram analisados 150 individuos. As extracdes de DNA
foram feitas a partir de sangue total e posteriormente a regiio da variante "SThr/Met,
contendo 588 pb, foi amplificada por meio da PCR. A melhor resolugdo para as bandas foi
obtida em eletroforese de gel de poliacrilamida (49:1-acrilamidabis) 10%, submetido a 200
volts por 18 horas a temperatura ambiente. Todos os individuos foram eficientemente
genotipados pela técnica LIS-SSCP. Dois individuos apresentaram um perfil eletroforético
diferente dos demais, podendo ser um novo polimorfismo ainda nio descrito, que devera ser
confirmado por sequenciamento. As frequéncias genotipicas ndo mostraram diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos, evidenciando a ndo associa¢io entre os
genotipos e o desenvolvimento da DAC ou IAM. A principal limitagio deste estudo que,

provavelmente, afetou a significancia dos dados foi a insuficiéncia na amostragem.



1. INTRODUCAO

1.1. Doenga Arterial Coronaria e Infarto do Miocardio

A etiologia das Doengas Cardiacas envolve fatores genéticos e ambientais.
Classicamente, foram estabelecidos através de estudos epidemiologicos varios fatores que
aumentam o risco do individuo desenvolver aterosclerose coronaria e Infarto Agudo do
Miocardio (IAM) como a dislipidemia, hipertensdo arterial sistémica, tabagismo e diabetes
mellitus. Os fatores envolvidos nas patogéneses da aterosclerose, trombose e vasoconstrigdo
também contribuem no desenvolvimento de Doengas Cardiacas Coronarianas (WANG et al.,
1994).

A importancia dos fatores genéticos na patogénese da Doenga Arterial Coronaria (DAC)
é sugerida pela freqiiente associagdo familiar na doenga prematura (SLACK & EVANS, 1966;
MARENBERG e al., 1994).

E sabido que os fatores de risco classicos para a aterosclerose podem explicar apenas
50% da sua etiologia, sendo que a modificagdo destes inibem a sua progressao em apenas
40% dos pacientes; assim, a procura de novos fatores de risco € necessaria
(GRABCZEWSKA & NARTOWICZ, 1999).

A analise genética das Doengas Arteriais Coronarias deve levar em consideragdo: 1- a
natureza multigénica da DAC pela qual polimorfismos simples estdo ligados para
desempenhar um importante papel no risco global da doenga; 2- os multiplos mecanismos
patogenéticos da DAC e IAM (obstrugdo ateromatosa, ruptura da placa, trombose,
vasoespasmo) que sdo, provavelmente, influenciados por varios genes e diversos fatores
ambientais. Assim, a investigagdo simultdnea de um conjunto de polimorfismos e suas

interagdes com os fatores ambientais poderiam proporcionar um maior entendimento desta



patologia de causas multiplas, pois o conhecimento dos genes que atuam direta ou
indiretamente no sistema cardiovascular é de suma importincia para um diagnéstico preciso e

uma terapéutica eficaz (MANZOLI et al., 2000).

1.2. Glicoproteina Iba

Investigagdes angiogrificas tém demonstrado o papel da formagdo do trombo na
patogénese das sindromes corondrias agudas. Na trombose coronaria, acredita-se que o
funcionamento plaquetario ¢ um fator chave e as plaquetas podem estar também envolvidas
com o desenvolvimento de aterosclerose. A adesdo e agregagdo das plaquetas a vasos
sanguineos lesionados inicia o processo de formacgdo do trombo e, liberando fatores de
crescimento, leva a proliferagdo de células vasculares (MURATA et al., 1997).

A angina instavel e o IAM sdo freqiientemente associados ao desenvolvimento de novas
plaquetas ricas em trombina, sugerindo que a adesio e agrega¢do destas, bem como a
deposi¢do de fibrina, sdo fatores patogenéticos na doenga arterial isquémica. Outros estudos e
observagdes clinicas também revelam que a atividade aumentada da trombina e agregacao
plaquetéria, podem estar envolvidas na ocorréncia da reoclusdo trombética. Assim, o
entendimento dos mecanismos que regulam a atividade plaquetaria talvez leve a melhores
métodos de prevengdo e tratamento para as doengas cardiacas (GOTO ef al., 1999).

Segundo DOPHEIDE er al. (2002), a formagdo de uma adesdo estavel entre células
sanguineas, tais como plaquetas e leucdcitos, e um vaso sanguineo lesionado requer
mecanismos capazes de superar as forgas mecanicas geradas pela corrente sanguinea; e a
adesdo destas células ¢ dependente de uma ligagdo inicial do complexo plaquetario receptor

GPIb-IX-V a uma proteina plasmatica chamada Fator von Willebrand (VWF).
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O complexo GPIb-IX-V contém quatro polipeptideos: GP Iba, GP Ibf3, GP IX e GP V, os
quais sdo codificados por genes diferentes ¢ estdo presentes na membrana plasmatica numa
proporgdo estequiométrica de 2:2:2:1 (KHARGHAN ez al., 1999). A glicoproteina (GP) Iba €
o maior dos polipeptideos ¢ é o componente central deste complexo receptor. Ela ancora o
complexo ao citoesqueleto plaquetario € contém dentro de sua porgdo N — terminal o sitio de
liga¢do ao vWF. O vWF € uma proteina multimérica que age como uma ponte ligante entre as
plaquetas e a célula matriz (no vaso lesionado) através da ligagdo com a GP Iba pelo seu
dominio Al. Embora a estrutura do dominio vWF-A1 seja conhecida, sua interagdo precisa
com a GP Iba e o mecanismo pelo qual ela se desencadeia ainda sdo pouco compreendidos
(HUIZINGA et al., 2002).

A GP Iba, entdo, desempenha um papel fundamental na adesdo e agregacdo das
plaquetas, formagdo do trombo e hiperplasia da intima apds trauma endotelial, estando,
portanto, relacionada a progressdao da DAC. Sendo assim, variagdes neste gene tém sido muito
estudadas em pacientes com sindromes coronarias agudas (MIKKELSSON er al, 2001,
SONODA et al., 2000, MEISEL et al., 2001).

A associagdo entre o genotipo da GP Iba e o risco de ocorréncia da DAC foi descrita pela

primeira vez por MURATA et al. (1997), onde dois polimorfismos na seqiiéncia que codifica

esta glicoproteina plaquetaria foram encontrados.

O primeiro polimorfismo, uma transigio C//T no nucleotideo 1018 de acordo com
WENGER et al. (1988), resulta em um dimorfismo de aminoacidos (Thr//Met) no residuo 145
da cadeia oo da GP Ib, o qual é localizado dentro do dominio de ligagio ao vVWF-A1l. O
segundo polimorfismo ¢ um numero variavel (de 1 a 4) de seqiiéncias repetidas de 13
aminoacidos (SONODA et al., 2000).

No entanto, as conseqiiéncias funcionais destes polimorfismos no complexo receptor sao

desconhecidas.



1.3. Reag@o em Cadeia da Polimerase (PCR)

A tecnologia da Reag@o em Cadeia da Polimerase (PCR — “Polymerase Chain Reaction”)
foi concebida por Kary Mullis em meados da década de 80 (INNIS & GELFAND, 1990,
MULLIS & FALOONA, 1987; SAIKI ef al., 1985) e desde entdo revolucionou toda a
genetica. A PCR € uma técnica poderosa, que envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes
de copias de um segmento especifico de DNA (Acido Desoxirribonucléico) na presenga da
enzima DNA polimerase. Esta metodologia se baseia no anelamento e extensdo enzimatica de
um par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples) utilizados como
iniciadores (primers) que delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificag@o.
Estes primers sio sintetizados artificialmente de maneira que suas sequéncias de nucleotideos
sejam complementares as seqiiéncias especificas que “flanqueiam” a regido alvo (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998).

Cada ciclo da PCR envolve 3 passos: desnaturagio, anelamento e extensdo. A fita dupla
do DNA molde ¢ inicialmente desnaturada através da elevagdo da temperatura para 92 a 95°C.
Na etapa de anelamento, a temperatura € rapidamente reduzida para 35 a 60°C, dependendo
essencialmente do tamanho e da sequéncia do primer utilizado, permitindo a hibridagio DNA
— DNA de cada primer com as sequéncias complementares que “flanqueiam” a regido alvo.
Em seguida, a temperatura € elevada para 72°C para que a enzima DNA polimerase realize a
extensdo a partir de cada porgdo terminal 3’ dos primers. Essa extensdo envolve a adi¢do de
nucleotideos utilizando como molde a sequéncia alvo, de maneira que uma copia desta

seqiiéncia seja produzida no processo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Varios



ciclos repetidos permitem a amplificacdo do fragmento, cujo tamanho ¢ limitado pelos
primers (porgao 5”) (WHITE e al., 1989).

O passo decisivo para a expansio da técnica de PCR ocorreu quando SAIKI et al. (1988)
isolaram uma DNA polimerase (Taq polimerase) da bactéria Thermus aquaticus que vive em
fontes térmicas e polimerisa a 72°C, conseguindo manter a atividade por alguns minutos a
95°C (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

As condigdes iniciais para amplificagdo, tais como: concentragdes de MgCl,, Taq DNA
polimerase e de primers, bem como a temperatura de hibridacdo, devem ser definidas para

cada par de primers a ser utilizado (PASSAGLIA & ZAHA, 1996).

1.4. Conformagdo Polimorfica de Fita Simples em Baixa Forca Ionica (LIS-SSCP)

A técnica da Conformagdo Polimorfica de Fita Simples (SSCP) permite a detecg¢do e
analise de mutagdes de ponto em pequenos fragmentos de DNA, baseado na mobilidade
diferencial de moléculas de DNA de fita simples (ssDNA). Desde quando foi desenvolvida e
utilizada pela primeira vez por ORITA e al (1989), esta técnica tem demonstrado sua
eficacia em varias aplicagdes (GLAVAC & DEAN, 1993).

A detecgdo de variantes na seqiéncia do DNA é importante para a identificagdo de
doengas causadas por mutagdes nas seqiiéncias génicas, bem como para a detecgdo de
polimorfismos no DNA. Visto que grande parte das variagdes genéticas ¢ devida a diferencas
na sequéncia de bases, se faz necessario o uso de técnicas capazes de detectar substitui¢des
simples de bases quando se procura mutagdes ou seqiiéncias polimorficas (SHEFFILD ef al.,

1993).



A téenica € baseada no principio de que as moléculas de DNA de fita simples assumem
conformagdes especificas sob condigdes ndo desnaturantes. Assim, moléculas que diferem em
apenas uma substituigdo simples de bases, formam estruturas secundarias distintas, migrando
diferencialmente durante corrida eletroforética em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante
(ORITA et al., 1989).

O SSCP apresenta uma sensibilidade muito alta na detecgdo de mutagdes de ponto e
sequéncias polimorficas no DNA (HAYASHI, 1992; MICHAUD et al., 1992); porém
limitagSes também tém sido impostas a técnica. SHEFFILD ef al. (1993) demonstraram que a
sensibilidade do SSCP varia significativamente com o tamanho do fragmento de DNA a ser
analisado, sendo o tamanho 6timo para a eficiéncia da técnica em torno de 150 pb. Além do
tamanho do fragmento, outros fatores parecem afetar a sensibilidade do SSCP, incluindo a
posicdo da substituicdo de bases dentro do fragmento, a natureza da substitui¢do e a
composi¢do da sequéncia do fragmento de DNA.

MARUYA et al. (1996) desenvolveram um método mais simples e eficaz para a geragdo
do DNA de fita simples em relagio ao procedimento original desenvolvido por ORITA et al.
(1989), onde era utilizada a formamida como reagente desnaturante. Neste novo método, o
DNA de fita simples € obtido através de desnaturagdo pelo calor sob condigdes de baixa forga
ibnica (LIS), e ndo requer reagentes desnaturantes nem resfriamento da solucdo apés a
desnaturacdo.

O LIS-SSCP além de permitir uma maior nitidez na visualizagdo das bandas, também da
uma maior estabilidade ao DNA de fita simples, ainda mesmo sob temperatura ambiente. Isto
porque a dilui¢do do DNA (produto de PCR) na solugio contendo baixa concentracio idnica
(tamp@o de LIS) diminui bastante as chances de hibridagdo entre as fitas sense e antisense

apos a desnaturagdo (MARUYA et al., 1996).



O método é de facil execugao, tem custo minimo se comparado com enzimas de restrigdo,
requer um minimo de equipamentos e tem um grande histérico na descoberta de mutagdes

conhecidas e desconhecidas em produtos de PCR de DNA e RNA (HENESSY ez al., 1999).

2. OBIJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver um padrio de genotipagem para o
polimorfismo 145Thr//Met do gene da Glicopoteina Iba por meio da técnica de LIS-SSCP e

investigar a associagdo entre esta variante genética e o desenvolvimento da Doencga Arterial

Coronaria, mais especificamente o Infarto Agudo do Miocardio.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Biologico

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Genética Molecular do Instituto de
Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia — UFU.

O material de estudo foi coletado no Hospital de Clinicas da UFU no setor de
hemodinamica e no Instituto do Coragdo do Tridngulo, obtidas em processo normal de
diagnostico e tratamento, realizada com autorizag@o prévia dos pacientes através do termo de

consentimento informado (ANEXO 1). Foram coletadas 150 amostras de sangue periférico



em tubos por sistema da Vacutainer, contendo EDTA (Acido etilenoaminoteira acético sal
dissédico) para evitar a coagulagio.

Os pacientes com historico de DAC (comprovada angiograficamente), foram separados
em dois grupos, com 50 individuos cada um: com IAM e sem IAM. O grupo controle

(populagdo) foi constituido de outros 50 individuos sem evidéncias clinicas ou laboratoriais

de qualquer doenga cardiovascular.

3.2. Extragdo de DNA

Das amostras coletadas procedeu-se a extragio de DNA gendmico , de acordo com os
procedimentos para micro extragao de SAMBROOK e al. (1989). Todas as precaugdes foram
tomadas para evitar tanto a contaminagio das amostras com DNAse (enzima que degrada o
DNA), quanto contaminagio cruzada de amostras durante a manipulag¢do do sangue. Apods a
coleta do sangue, aliquotas de 500 ul da camada de leucécitos foram colocadas em
microtubos de 1.5 ml juntamente com 1 ml de Tamp3o de Lise Celular (TLH: NH.CI 155
mM, KHCO; 10 mM e EDTA 1 mM) e foram agitadas no aparelho “Vortex” por 10 s para a
ressuspensdo das células. Centrifugou-se a 5.000 rpm por 5 min para precipitar os nlicleos € o
sobrenadante foi descartado. Adicionou-se novamente 1 ml de Tampdo de Lise Celular e
repetiu-se a centrifugagdo até os precipitados ficarem com uma coloragdo branco-creme. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 400 ul de Master Mix (Tris-HCI 10 mM, EDTA
10 mM, NaCl 10 mM, SDS 0,5%) a cada tubo pipetando-se “up and down” até o precipitado
se desfazer. Adicionou-se 20 ul de Proteinase K (10 mg/ml) a cada tubo e as amostras foram
incubadas a 65°C em banho-maria durante 2 horas. Posteriormente, as amostras foram

centrifugadas a 13.000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi recolhido em um microtubo limpo



adicionando-se 200 pl de Cloreto de Sodio (NaCl) Saturado 10 M. As amostras foram
novamente submetidas a agitagao por 5 s e colocadas em gelo por 10 min. Centrifugou-se a
13.000 rpm por S min para precipitar as proteinas e outros contaminantes e novamente o
sobrenadante foi recolhido em um microtubo limpo adicionando-se Etanol Absoluto.
Misturou-se por inversdo até que os flocos de DNA se tornassem visiveis. Centrifugou-se por
10 min a 13.000 rpm para precipitar o DNA. Apés a centrifugagdo, descartou-se o Etanol
residual para que o DNA precipitado fosse secado. O DNA foi, entdo, ressuspendido em 200
pl de agua destilada.

Apos a extragio, a integridade de DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose
0,8%, em Tampao Tris-Borato EDTA (TBE 0,5X). O gel foi visualizado em transiluminador
UV e fotografado por meio do aparelho Video Documention Sistem (VDS) Image Master

(Pharmacia Biotech), apos ser corado com Brometo de Etideo (10 mg/ml).

3.3. Amplificagdo do fragmento (PCR)

O fragmento com 588 pb do gene da GPIba foi amplificado por meio da PCR (Reagdo
em Cadeia da Polimerase) utilizando o seguinte par de primers, anteriormente descrito por
MURATA et al. (1997): 5’- GGA CGT CTC CTT CAA CCG GC - 3’ ¢ 5’- GCT TTG CTG
GGG AAC TTG AC-3’.

A amplifica¢do consistiu das seguintes condi¢des: 1U Taq DNA polimerase, Tampéo da

enzima (1X), 200 uM dNTPs, 7 pmoles de cada primer, 1,5 mM MgCl,, 30 ng de DNA,

completando-se o volume final da reagdo para 30 pl com agua destilada.
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O fragmento amplificado foi visualizado em gel de agarose 1,5%, em Tamp3o Tris-
Borato EDTA (TBE 0,5X). Aplicou-se 2 ul de Tampao de Carreamento (LOAD) e 8 nl de
amostra, utilizando-se um marcador de 100 pb. O gel foi corado com Brometo de Etideo,
visualizado em transiluminador UV e fotografado em VDS Image Master (Pharmacia

Biotech).

3.4. Genotipagem dos Pacientes (LIS — SSCP)

Para a obtengdo do padrio de genotipagem pela técnica LIS — SSCP utilizou-se um gel de
poliacrilamida (49:1 - Acrilamida Bis) 10%, ndo desnaturante, nas dimens&es de 15:15:0.5
cm.

Foram adicionados 20 pul de Tampé@o de LIS (Sacarose 10%, Azul de Bromofenol 0,01%,
Xilenocianol 0,01%) a 2 — 3 pl de produto amplificado de acordo com a qualidade da
amplificagdo. As solu¢des foram incubadas por 10min a 95°C para desnaturagdo, e foram
aplicados no gel 10 ul destas. O gel foi submetido a 200 volts por 18 horas a temperatura
ambiente, para corrida eletroforética em cuba vertical, utilizando-se como tamp&o TBE (1X).

Logo apos o término da eletroforese, o gel foi corado de acordo com BLUM et al. (1987),
com modificagdes de BASSAM et al. (1991). Primeiramente, foi deixado por 30 min em
acido acético 10%, lavado 2 vezes com agua destilada por 2 minutos e corado com solugdo
contendo 400 mg de Nitrato de Prata dissolvido em 200 ml de agua destilada e 300 pl de
Formaldeido. O gel foi deixado nesta solugdo por 30 min no escuro.

Apos esta etapa, o gel foi lavado com agua destilada 2 vezes por 30 s, adicionando-se

uma solug@o reveladora gelada contendo: 6 g de Carbonato de Sodio, 300 ul de F ormaldeido,
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40 pl de Tiossulfato de Sodio (10 mg/ml) em 200 ml de agua destilada. A solugéo reveladora
permaneceu em contato com o gel até ser obtido um padrdo adequado de bandas.
A reagio foi parada com Acido Acético 10% por 5> min e em seguida o gel foi lavado com

agua destilada. Depois de corado, o gel foi colocado em papel celofane para secagem.

3.5. Analise Estatistica

A fim de avaliar a influéncia do polimorfismo do gene da GP Iba na DAC e IAM, foi
realizada uma anélise estatistica descritiva através de tabelas de contingéncia, onde foram
calculados o “ODDS ratio” (risco relativo) e os intervalos de confianga (IC). Foi feita também

uma comparagao media entre os grupos em relagdo a outros fatores de risco para DAC por

meio do Zeste 1 de Student.

4. RESULTADOS

Na FIGURA 1, observa-se o resultado obtido pela amplificagdo por meio da técnica de
PCR, onde € evidenciada a presenca do fragmento esperado de 588 pb referente ao gene da

GP Iba.
Todos os individuos foram eficientemente genotipados pela técnica LIS-SSCP. Os

padrdes obtidos foram os seguintes: 2 bandas com migragdes diferenciais para os

homozigotos normal (T/T) e mutante (M/M) e 3 bandas para o heterozigoto (T/M), sendo que



dentro dos heterozigotos, dois individuos apresentaram um perfil eletroforético diferente

(FIGURA 2).

As frequéncias genotipicas e génicas de cada grupo estdo descritas nas TABELAS lae

1b respectivamente. Foi encontrado somente um individuo (2,0%) no grupo de pacientes ndo

infartados, homozigoto para o alelo M. A frequéncia de heterozigotos (T/M) foi maior no

grupo de pacientes com DAC e IAM (38,0%), mas a diferenga ndo foi estatisticamente

significativa quando comparada ao grupo controle (32,0%; OR = 1.3).

TABELA 1a: Frequéncias genotipicas para os grupos de estudo.

Gendiposda|  Grupo Pacientes obbs| IC Pacientes OobbS | IC
GPlbalfa Controle comDAC, Ratio | 95% comDAC, Ratio | 95%
(n=50) | semIAM@E=30) | TIXTM comIAM @=50) | TIXTV
1T 34 (68.0%) 33 (66,0%) 04437-1  31(620%) 0,5713
™ 16¥(32.0%) | 16(32,0%) 103 | 23921 19(38,0% L3 |296%
MM 0 1(2,0%) 0

* 2 ndividuos apresentam padrio heterozigoto variante

TABELA 1b: Frequéncias génicas ou alélicas para os grupos de estudo.

Alelos Grupo Pacientes Pacientes
Controle com DAC, com DAC,
(n=50) |sem IAM (n=50) | com IAM (n=50)
1 0,84 0,82 0,81
M 0,16 0,18 0,19
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As tabelas 2a e 2b apresentam dados clinicos tais como idade, sexo, taxas de colesterol
total, HDL, LDL e Triglicérides; dos grupos de pacientes ndo infartados e infartados
respectivamente, em relacio ao grupo controle.

Para o grupo com DAC sem IAM, a idade variou da 40 a 84 anos e ndo houve diferenca
média entre os grupos. Também ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas para sexo, HDL e Triglicérides. Em contrapartida, as taxas de Colesterol total (P
=0,0000114) e de LDL (P = 0,000000183) apresentaram diferencas bastante significativas em

relagdo ao grupo controle.

TABELA 2a: Fatores de risco para Doenga Arterial Coronaria no grupo de pacientes nio

infartados em relag@o ao grupo controle.

Meédia (DP) oun®
Variaveis Grupo Controle | Pacientes comDAC]  Valor de P*
(n=50) semIAM( n=50)
Idade (anos) 56,38 (10,23) 61,86 (10,92) ns
Sexo F/M 27/23 27/23 ns
Coesterol Total (mg/dl)| 188,86 (24,92) 216,26 (33,67) <0,01
HDL (mg/dl) 48,6 (9,86) 46,1 (8.82) ns
LDL (mg/dl) 105,68 (22.8) 133,88 (27,22) <0,01
Triglicérides (mg/dl) | 152,18 (54,73) 178,46 (134,05) ns

* Andlise da significancia pelo teste ¢

Ja para o grupo de pacientes com IAM, houve diferencas significativas quanto aos valores
de HDL (P = 0,0057) e LDL (P = 0,0039). Idade, sexo, Colesterol total e Triglicérides ndo

diferiram significativamente do grupo controle.
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TABELA 2b: Fatores de risco para Doenga Arterial Coronaria no grupo de pacientes

infartados em rela¢@o ao grupo controle.

Média (DP) oun’® (%)
Variaveis Grupo Controle  |Pacientes conDAC,  Valor de P*
(n=50) comIAM(n=350)
Idade (anos) 56,38 (10,23) 60,86 (11,33) ns
Sexo F/M 27/23 18/32 ns
Coesterol Total (mg/dl)| 188,86 (24.92) | 204,18 (33,49) ns
HDL (mg/dl) 48,6 (9,86) 43,14 (9.45) <001
LDL (mg/dl) 105,68 (22.8) 121,48 (30,23) <0,01
Triglicérides (mg/dl) | 152,18 (54,73) 169,6 (59,84) ns

* Analise da significancia pelo reste ¢

Para uma melhor compreensdo da contribui¢do dos fatores de risco cardiovascular
convencionais que mostraram diferenca significativa entre os grupos em associagdo com o
gene da GP Iba no desenvolvimento da DAC e IAM, eles foram também analisados em
relagdo a cada um dos genotipos em questdo. Foram considerados os seguintes valores: niveis
de Colesterol total maior que 239 mg/dl, HDL menor que 40 mg/dl ¢ LDL maior que 159
mg/dl.

Foram analisados somente os genétipos T/T e T/M pelo fato de haver somente um
individuo homozigoto mutante M/M dentre os 150 que fazem parte da pesquisa.

Os niveis aumentados de Colesterol total e LDL foram mais frequentes nos individuos
com genotipo T/T nos grupos controle e de pacientes com 1AM, ja no grupo de pacientes néo
infartados predominaram no genétipo T/M.

Em relagao aos baixos niveis de HDL, nos dois grupos de pacientes o gendtipo T/T
apresentou maior frequéncia, ao contrario do grupo controle que teve esta caracteristica
predominante nos pacientes com gendtipo T/M. Todos esses dados encontram-se resumidos

nos graficos 3a, 3b e 3c.
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GRAFICO 3a: Frequéncias genotipicas em relagiio aos niveis aumentados de Colesterol total

(acima de 239 mg/dl)
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GRAFICO 3b: Frequéncias genotipicas em relagdio aos baixos niveis de HDL (até 40 mg/dl)
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GRAFICO 3¢ F requéncias genotipicas em relagio aos niveis aumentados de LDL (acima de

159 mg/dl)
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5. DISCUSSOES

A téenica LIS-SSCP mostrou-se bastante eficiente na caracterizagao dos individuos
quanto a presenca do polimorfismo '**Thr/Met do gene da GP Iba.

O gel de poliacrilamida ndo desnaturante 10%, foi escolhido por apresentar uma melhor
definigdo no padrao de bandas e por ser adequado para se recuperar, reamplificar e sequenciar
bandas de interesse.

Como o padrdo de genotipagem para esta variante ainda néo foi descrito por LIS-SSCP
e ndo foi possivel obter um padrio por restricdo enzimatica, o trabalho requer o
sequenciamento dos amplicons para fins de confirmagio do polimorfismo.

A determinagdo dos gendtipos a partir dos padrdes obtidos por LIS-SSCP foi possivel
pelo fato de as frequéncias, tanto genotipicas quanto alélicas, obtidas neste trabalho foram
semelhante a de outro trabalho recentemente publicado (MIKKELSON ez al., 2001).

O padrdo de bandas variante encontrado em dois individuos heterozigotos do grupo
controle, pode significar um novo polimorfismo no gene da GP Iba ainda nio descrito, que
devera também ser confirmado por sequenciamento.

Desde o relato inicial feito por MURATA et al. (1997), varios autores descreveram seus
resultados com o estudo deste polimorfismo do gene da GP Iba, como fator de risco para o
desenvolvimento da DAC ligado ao alelo Met (MIKKELSON e7 al., 2001; SONODA et
al.,2000). Outros autores chegaram a conclusdo que a presenca deste alelo ndo esta
relacionada ao desenvolvimento desta patologia (CARLSSON ez al., 1997; MEIKLEJOHN et
al., 2001)

No presente estudo, a frequéncia dos gendtipos T/T, T/M e M/M teve distribui¢io
semelhante nos 3 grupos estudados. O que significa a ndo associagdo entre a variante

"Thr/Met do gene da GP Ibat e o desenvolvimento tanto da DAC quanto do IAM. Resultado
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confirmado pela analise do “ODDS ratio” e dos Intervalos de Confianga que ndo mostraram
significado estatistico entre os grupos de pacientes em real¢o ao grupo controle pois, os IC
(95%) incluem o valor um.

A relativa auséncia de individuos homozigotos para o alelo Met pode ser explicada
devido a insuficiéncia na amostragem. Contudo, trata-se de um alelo raro, sendo assim até
mesmo em trabalhos com um nimero bastante superior de pacientes analisados, como o
realizado por SONODA et al. (2000), sua frequéncia ¢ muito baixa.

Quanto aos fatores de risco cardiovascular classicamente comprovados na literatura como
0 sexo, idade, niveis de Colesterol total e LDL elevados, baixos niveis de HDL e aumento dos
niveis de Triglicérides; apenas o Colesterol total e LDL no grupo de pacientes com DAC e
sem IAM e o HDL e LDL no grupo de pacientes infartados apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle. Este fato pode explicar,
parcialmente, o acometimento desses pacientes pela DAC e até mesmo pelo IAM, por estarem
expostos a fatores de risco diferentes do grupo controle (constituido de individuos que nio
apresentam quaisquer doengas cardiovasculares).

A analise desses trés fatores de risco convencionais que aqui apresentaram maior
influéncia no desenvolvimento das patologias em questdo, de acordo com os genotipos da GP
Iba, ndo mostrou diferengas substanciais entre os subgrupos evidenciando que, isolsdamente,
nenhum deles poderia influenciar no desenvolvimento da DAC em associa¢@o com o gene da
GP Iba.

Indubitavelmente, a principal limitagio deste estudo que, provavelmente, afetou a
significancia de alguns fatores de risco, bem como da influéncia do polimorfismo em si, foi a

insuficiéncia na amostragem.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel a genotipagem de 100% dos pacientes por meio da téenica LIS-SSCP, que
podera perfeitamente entdo, substituir o uso das enzimas de restricao, como uma alternativa
mais simples, rapida e de custo minimo.

As frequéncias genotipicas encontradas foram semelhantes a s de outros estudos, porém,
os dados poderdo ser mais significativos com o aumento da amostragem.

Estudos futuros serdo necessarios para fins de confirmagao deste polimorfismo, bem
como para a identificagio de um provavel polimorfismo ainda nao descrito, caracterizado
neste trabalho por apresentar um padrdo de bandas diferente dos demais, por meio do

sequenciamento dos amplicons.
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ANEXO 1

Termo de Consentimento

Ricardo Goulart Filho, juntamente com a académica Paula Cristina Batista de Faria do Curso
de Ciéncias Bioldgicas.

O projeto consiste no estudo da presenca de uma variagdo especifica no gene na
Glicoproteina Ibo. que ¢ responsavel pela adesdo e agregagdo das plaquetas apos lesdo
coronaria, o que pode influenciar no processo que leva ao IM.,

Para detectar a possivel variagdo no gene, ¢ necessario anélise do DNA a partir de
sangue periférico de individuos que possuam histérico de doenga arterial coronaria com e sem

Para a realizacdo deste exame, € necessario coletar 15 ml de sangue periférico de cada
paciente utilizando-se o sistema de coleta Vacutainer, contendo EDTA para evitar a
coagulagao.

O sangue coletado sera enviado ao Laboratério de Genética Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia, onde serfio realizados os exames de DNA.

O paciente podera pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da pesquisa, destino
do material coletado e resultados dos exames realizados, e aqueles que concordarem em

participar da pesquisa poderdo desistir de faze-lo a qualquer momento, sem que haja prejuizo
proprio.

Pelos termos apresentados por este documento,

Eu

Concordo em colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos, beneficios e

direitos.

Paciente

Testemunhas
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FIGURA 1: Gel de agarose 1,5% evidenciando a
amplificagdo do fragmento de 588 pb referente ao
gene da Glicoproteina Ibo.. M - marcador de 100 pb; 1
a 5 — pacientes.
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FIGURA 2: Gel de poliacrilamida (49:1) 10% evidenciando o Padrﬁo de
genotipagem obtido pela técnica LIS-SSCP para o polimorfismo ' Thr//Met
do gene da Glicoproteina Ibar. 1 e 2 — individuos heterozigotos (TM); 3e4 -
individuos homozigotos normais (TT); 5 - individuo homozigoto mutante
(MM); 6 e 7 — individuos heterozigotos com padrao variante,



