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As plaquetas estdc asscciadas ndo s6 as atividades hemostaticas, como também 2a
resposta inflamatoria. O comprometimento funcional das plaquetas esta relacionado a
ocorréncia de patologias hemorragicas e ao maior risco para desenvolvimento de
aterosclerose e doeng¢a arterial oclusiva.

O primeiro objetivo deste estudo foi estudar as alteracbes do complexo das
glicoproteinas de membrana plaquetaria (GP) Ib{c e B) -IX-V que levam & perda da sua
capacidade hemostatica, resultando na patologia hemorragica denominada Sindrome
de Bernard-Soulier (SBS). Foram avaliadas as alteragdes moleculares da GP Iba, que
contém os sitios de ligacdo para fator de von Willebrand (FvW), trombina e integrinas
(presentes na regido N-terminal globular da GP Iba). Entre os casos com
plaquetopenia persistente avaliados no Ambulatéric de Hemostasia do Hemocentro da
Unicamp, houve a confirmag&c do diagndstico de SBS em trés pacientes. Em dois
destes individuos com SBS foi possivel identificar duas mutacGes distintas em
homozigose na regiao N-terminal globular da GP lba. Uma destas mutagbes &
resultado da troca de T—A, levando & substituicac da Cys209 —» Ser, comprometendo
uma das ligagbes dissuifidicas que ocorrem entre os residuos Cys209 — Cys248 e
Cys211 — Cys268. Esta mesma mutacdc j4 havia sido descrita anteriormente por
Simsek e cols. (1994). A segunda mutag@o evidenciou pela primeira vez a ocorréncia
da troca de T—C, com substituicdo da Leu115—Pro, na regido das repeticbes ricas em
leucina da GP Iba. Em ambos os casos a avaliaga@o por citometria de fluxo mostrou gue
a GP Iba estava ausente, sugerindo que estes residuos sejam essenciais para manter

a integridade da molecula.
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O terceiro paciente apesar do diagnéstico clinico e laboratorial de SBS, confirmado
pela auséncia das GP lba e GP IX pela citometria de fluxo evidenciou exclusivamente
uma alteragéo n&o descrita no cédon iniciador ATG do gene da GP IbB, levando a
substituicao da -25Met — Arg em heterozigose. No entanto, foi observado que outros
membros da familia, apesar de assintomaticos, eram portadores da mesma alteracéo.
Embora na literatura, a SBS seja relacionada exclusivamente com mutagdes ocorrendo
nos genes da GP Iba, GP IbB e GP IX, é possivel que a diferenca fenotipica e clinica
deste caso possa revelar outros mecanismos reguladores do complexo GP Ib-IX-V
possam estar envolvidos na ocorréncia da SBS.

Na outra parte deste estudo, foi estudada a prevaléncia genotipica de trés
polimorfismos da GP Iba: segléncia Kozak, HPA-2 e VNTR. A avaliagdo de 492
individuos Dbrasileiros, periencentes a trés grupos éinicos distintos (caucaséides;
negroides e indigenas), permitiu a identificagdo de dez haplétipos distintos, onde: o
Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC foi ¢ mais comum (~40%) enire os caucasdides e
negroides e o Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC e Kozak-TC/HPA-2aa/VNTR-CC
estiveram presentes na mesma proporgdo entre os indigenas. Embora anteriormente
fosse descrita a presenca de uma ligagdo de desequilibric entre os polimorfismos
VNTR e HPA-2, neste estudo esta ligacdo néo foi completa em cerca de 10% dos
individuos de todos 0s irés grupos.

Dois individuos nao relacionados apresentaram uma variante rara, o alelo VNTR - E,
onde ha perda da seqiéncia de 39 pb, o que foi confirmado pele seqiienciamento da
regidgo. O estudo funcional das plaquetas destes individuos e seus familiares, ndo

avidenciaram diferenca em relac8o as demais varianies do VNTR.
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O alelo VNTR-A com quatro copias da repeticio de 39 pb, presente em populacBes
asiaticas, nao fol encontrado em nenhum dos cerca de 1.000 individuos aqui
estudados. No entanto, entre duas espécies de primatas n&o humanos (chimpanzé e
gorila), ambos apresentaram o alelo VNTR-A em homozigose (Kozak-TT/HPA-
2aa/VNTR-AA). Foi possivel desta maneira sugerir um novo mecanismo evolutivo para
o surgimento das variantes do gene da GP Iba, onde diferentemente do proposto
anteriormente, acreditamos que a variante com maior nimero de copias tenha
precedido as demais, e com a perda sucessiva destas copias, as variantes menores
foram surgindo.

Finalmente em um estudo caso-controle investigou-se o risco para ocorréncia de infarto
agudo do miocardio (JAM) relacionado aocs trés polimorfismos da GP lbo. Foram
avaliados 350 individuos com antecedente de |AM, divididos em grupe 1, que foram
incluidos no momento do primeiro IAM e grupo 2, que sobreviveram a um ou mais
episédio de 1AM ha mais de seis meses. Estes pacientes foram pareados por sexo,
idade e raga a 350 controles. O genétipo VNTR-CD, assim como o aleio D, foi mais
freqlente entre os pacientes com I1AM que entre os controles. Embora esses resultados
sejam diferentes do descrito na literatura. A andlise da gravidade da doenca
coronariana oclusiva, baseada no nimero de vasos com obstrugdo de pelo menos 50%
do lutmen, mostrou um aumento significativo da prevaléncia do alelo D entre os
individuos com doenca mais grave. Os resultados deste trabalho corroboram com
estudos antericres sobre a influéncia dos polimorfismos do gene da GP Iba e a fungdo

plaquetaria.
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Platelets are associated not only with haemostatic activity, but also with inflammatory
response. Functional alterations of platelets are related with bleeding diseases and with
a greater risk for developing atheriosclerosis and occlusive artery disease.

In this study we analyzed the molecular alterations in the platelet membrane
glycoprotein (GP) lba, the subunit of the complex GP Ib(o and B)-IX-V. The GP Iba
contains binding sites for von Wiliebrand factor (vWF), thrombin and actin-binding
proteins.

First of all, we studied the mutations in the complex GP Ib-IX-V related with the loss of
haemostatic function, resulting in a bleeding disease denominated Bernard-Soulier
syndrome (BSS). We identified two distinct mutations in homozygous affecting the N-
terminal globular region (where the vWF and thrombin biding sites are located) in two
unrefated subjects with BSS. One of these mutations, was first describe by Simsek et
al., 1994, where a homozygous single base pair mutation T—A, resulted in a
substitution of a Cys209 — Ser, which involving one of the two disulfide ioops from the
C-terminal flanking sequence between Cys209 — Cys248 and Cys211 — Cys268. The
second subject with BSS presented for the first time, the occurrence of a single base
pair exchange T—C, leading to a single amino acid substitution of the Leu115—Pro, in
the region of the leucine-rich repeats of the GP lba. In both cases a loss of GP Iba
expression was observed, suggesting that these residues, are essential in maintaining
the integrity of the molecule.

The third case of BSS, presents serious hemorrhagic symptoms and an intense reduce
in the platelet number, in addition to a lack of expression of GP Iba and GP IX. Although

none of the other family members presented a bleeding history, the mother of the
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patient, a materal uncle and her maternal grandfather, presented a mild
macrothrombocytopenia. The sequence of the involved genes (GP Iba, GP Ibf e GP
IX), revealed a non described alteration with the exchange of T—G in initial start ATG
codon of the GP Ibp gene exclusively, leading to the substitution of the -25Met — Arg,
in heterozygosity as in the patient and between the affected members of the family.
Thus, it may be that the BSS phenotype in this patient involves other proteins or gene
regulators related to the complex GP Ib-IX-V. There are no other genes described
involving BSS development , except the first three described, GP Iba, GP Ibp e GP IX.
In the other part of this study, we determined the prevalence of the distinct genetic
variants of the GP Iba, resulting from three polymorphisms: Kozak sequence, HPA-2
and VNTR. First, 492 subjects from three distinct Brazilian ethnic groups were
evaluated, including: Caucasians; African descents, and indigenous. The presence of
10 distinct haplotypes were determined. The most common (~40%) haplotype was the
Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC for both Caucasian and African descents. However,
among Indigenous, Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC and Kozak-TC/HPA-2aa/VNTR-CC
were equally present. Although a strong linkage disequilibrium between VYNTR and
HPA-2 polymorphism had been observed at first, here we determined incomplete
linkage disequilibrium in 10% of the subjects from ail ethnic groups.

Two unrelated subjects presented the allele VNTR —~ E, a rare variant lacking the 39bp
repeat, and functional platelet studies among these subjects and their family members
revealed no abnormalities. No VNTR-A allele, the largest variant containing 4 copies of
the repeats, was identified among approximately 1,000 subjects studied in this

population. However, homozygosity for the VNTR-A allele (Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-
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AA) was determined in two distinct species of non-human primates (chimpanzee and
gorilia). These results suggest a greater complex evolutionary mechanism in the
macroglycoprotein region of the GP Iba gene, different from that previously proposed,
an hypothesis is that the largest variant, VNTR-A should be considered the oldest allele
and that subsequent deletions resulted in the smalier forms.

We aiso carried out a case-control study correlating the three polymorphisms of the GP
Iboe and the risk for myocardial infarction (MI) occurrence. 350 subjects who had
suffered a previously episode of Ml, were divided into: group 1, having suffered the first
MI at the moment of inclusion and group 2, who had survived to one or more episodes
of MI, in which the last episode had occurred at least six months before enroliment.
These patients were matched by sex, age and race to 350 controls. Genotype VNTR-
CD, as well as aliele D were more frequent among the patients with Ml than among
controls. Although this differed from that previously described, it was possible to
observe that when the severity of coronary artery disease among these patients was
analyzed, assigned by the number of affected vesseis by coronary angiography, the
aliele D was also associated with more extensive disease. Also, it is in accordance to

functional data related to the polymorphisms of GP Iba gene previously described
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1. Introducao

Nas ultimas décadas ficou evidente o papel crucial que as plaquetas desempenham n:
coagulagdo sanglinea e nas doengas cardiovasculares. O reconhecimento d:
participacdo plaguetaria na fisiopatogenia da reagdo inflamatéria e trombdtica na fasi
avangada da doencga arterial oclusiva (DAQ) foi objetivamente confirmado pelo efeit
clinico benéfico do uso de drogas antiplaquetarias especificas, para o tratamento da
doengas arteriais isquémicas. Varios estudos clinicos randomizados utilizando anticorpo
monoclonais especificos para os complexos de glicoproteinas da membrana plaquetari
demonstraram: (a) melhora do prognéstico das sindromes coronarianas agudas; (b
menor indice de reoclusdo coronariana apés os procedimentos de revascularizagi
coronariana percutdnea (PATRONO et al., 2004). Atualmente esses anticorpos sé
rotineiramente utilizados em grande nimero de pacientes na maioria dos paises.

Ainda que as plaquetas tenham sido inicialmente consideradas como participante:
passivas e transitorias (células sem nicleo e com vida-média limitada) da coagulacés
sanguinea, atualmente as plaquetas s&o reconhecidas como importante fonte de fatore
humeorais e da coagulacdo sangiiinea, que regulam tanto o sistema da coagulacio, com
os fenémenos inflamatdérios em humanos e outros mamifercs.

No processo da coagulagdo sangiiinea, as plaquetas sdo as vigilantes das lesde
vasculares para evitar hemorragia. No entanto, a adesdo plaquetaria as estrutura
subendoteliais, ndo disceme entré o reparo fisioldgico necessario apes a lesdo vascula
{hemostasia sangliinea) e a ades&o aos vasos com lesbes ateroscierdticas, em que
actmulo e alivacdo plaquetaria eventualmente resullam na trombose vascular ¢

subsequente isquemia tecidual. Dessa forma, definir e entender os varios componente
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gue participam nos mecanismos de ades8o, ativagdo e agregacdo plaquetaria pode
resultar no desenvolvimento de alternativas preventivas de trombose e possiveimente da
progressdo da aterosclerose. Neste estudo exploramos as bases moleculares das
glicoproteinas do compiexo Ib-IX-V em duas entidades clinicas distintas, uma resultante
do ganho da fungdo plaguetaria (doenca aterosclerdtica e arterial oclusiva) e outra
decorrente da redugédo da fungao hemostatica plaquetaria normal (sindrome de Bernard-

Soulier).

1.1. Ativac@o das vias da coagulacédo sangiliinea e o modelo celular da hemostasia
O ponto central na hemostasia sangiiinea é o controle da formacgao da trombina, uma
protease essencial que ativa as plaquetas e cliva o fibrinogénio para a formacéo do
coagulo sangtiineo (funcdo pré-coagulante). No entanto, quando a trombina liga-se ac
receptor especifico endotelial, a trombomodulina, forma o complexo inicial de ativago da
principal via de anticoagulagdo sangliinea pela afivacdo da proteina C (fungéo
anticoagulante).

A geracéo de trombina ocorre por duas vias distintas, intrinseca e exirinseca, gue séo
intensamente interligadas durante a ativagdo da coagulagdo sangilinea. Mais
recentemente, um novo conceito foi estabelecido como 0 mecanismo fisiologicamente
aceito para explicar a hemostasia da coagulagao in vivo, ou seja, © modelo celular da
hemostasia com trés fases: iniclaglo, ampilificacic e propagacioc {HOFFMAN e
MCONROE, 2001).

A especificidade de gerar a trombina no local de injiria vascular € iniciaimente

determinada pela exposigdo do fator tecidual (FT) em ceélulas como fibroblastos e



macrofagos e conseqliente ativagéo do fator VII (FVila). O complexo FT-FVila ativa o
fator X (FXa) através de protedlise limitada. O FXa na presenca do cofator, fator V
ativado (FVa), do ion Ca*™ e fosfolipideo, formam o complexo protrombinase, cujo Unico
substrato € a protrombina. Esta fase, conhecida como iniciagdo do processo de
hemostasia, ou também como via extrinseca, embora seja relativamente simples, é mais
potente na capacidade de gerar trombina, no entanto, é de curta duracdo. A quantidade
de trombina gerada pelo FT-FVlla é altamente regulada pelo inibidor da via do FT (TFPI
ou tissue factor pathway inhibitor) que forma um compiexo inibitério quando ha formacéo
do FT-FVila-FXa (LU et al., 2004). Assim o primeiro estimulo de geracdo de trombina
decorre da fase de iniciagdo ou via extrinseca; mas a geracgdo continua de menores
guantidades de trombina & fungdo da via intrinseca e via final comum renomeadas como
a fase de amplificac@o e propagagao no modelo celular da hemostasia.

As plaquetas circulantes sdo rapidamente seqlestradas no local de les@o vascular pela
exposicdo de estruturas subendoteliais tais como o colageno e pelo fator de von
Willebrand (FvW), que sdo ligantes de alta especificidade para distintos complexos da
membrana plaquetaria. As plagquetas fornecem dessa forma a superficie fosfolipidica que
& fundamental para a interacdo entre os varios fatores da coagulacdo na presenga do fon
Ca™. Essa fungio essencial das plaquetas é denominada adesdo plaquetéria, que é
posteriormente seguida da agregacdo plaguetaria em resposta ac estimulo
protrombotico, o que resulta na amplificacBo do efeito hemostdtico. A pequena
guantidade de trombina inicialmente gerada representa um potenie ativador das
plaguetas, 0 que ocorre através de sua ligagdo a grupos distintos de recepiores

plaguetarios, como 08 PARs (receptores ativados por proteases ou profease-activated



receptors). Com a ativagéo plaquetaria, ha a liberagdo de fator V (FV) parcialmente
ativado, dos granulos o das plaquetas, para a superficie das mesmas. Através da acéo
da trombina ha a ativagédo do FV € completa (FVa).

A trombina tambem se liga a outros receptores plagquetarios, como a subunidade GP lba
do complexo GP Ib-IX-V, onde ha o sitio de ligacdo para o FvW, muitas vezes ainda
ligado ao fator VHI (FvW-FVII). A trombina cliva esta ligacéo, liberando e ativando o fator
VIt (FVilla), na superficie da plaqueta. Portanto nessa fase de amplificagdo, ha a
ativacéo, através da trombina, das plaquetas e dos cofatores expostos em sua superficie,
gerando o FVa e FVllia.

A ativagao do fator Xi (FXla) é o ponto inicial da ativagdo da via intrinseca e neste novo
modelo participa da mesma forma como ativador de quantidades adicionais de fator 1X
(FiXa), gue na superficie da membrana plaquetaria, em presenca de seu cofator, o
FVlila, formam o complexo, FiXa-FVlila, que ativard por sua vez o fator X (FXa). A
trombina gerada nessa fase é de menor quantidade, mas o complexo FiXa-FVllla ndo é
rapidamente inativado, o que mantém a continuidade da geragédo da trombina.
Inicialmente a convers&o do FXI para FXia foi considerada dependente da ativagdo pelo
fator Xil ativado (FXlla), da fase de contato. No entanto, a importancia funcional dessa
via de ativagdo da coagulagdo foi sempre motivo de controvérsia. Pacientes com
deficiéncia de fatores da via de contato, clinicamente ndo apresentam sangramento, o
que sugeria que outros mecanismos alternativos deveriam existir para a ativagao do FXI.
Yun e cols. confirmaram que tal mecanismo alternativo existe, e talvez seja o principal

ativador do FXI e que & mediado pela trombina (YUN et al., 2003).



Em resumo, o mecanismo atual para a cinética de geracéo de trombina é decorrente
trés fases. Em resposta a les&o tecidual a via do FT-FVila é responsave! pela formag
de trombina em grande quantidade, mas de curta duracéo pela inibigdo pelo TFP| (fase
iniciagdo). Essa trombina é suficiente para entdo ativar diretamente as plaquetas e
fatores Vil e V (fase de ampiificacdo). Além disso, a trombina ativa o FXI (o que funcic
como bypass da via de contato) e que maniém a geragdo de trombina, em met
quantidade, mas por longa duragdo para manutenc8o da hemostasia (fase

propagacédo) (Figura 1).
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Figura 1. Geracao de trombina a partir do modelo celular da hemostasia da
coagulagdo. Apos o dano celular, as células poriadoras de fator tecidual (FT)
como fibroblastos ou mondcitos, ao expor o FT, este foramara um complexo com
fator Vil (FT-FVlla), capaz de ativar fator X e fator IX. Desta maneira havera a
geragdo de frombina em grande quantidade, porém de curta duracio, devido a
inibicao pelo TFPI. Esta trombina gerada é suficiente para ativar fator Vill, fator V
e a propria plaqueta, que uma vez ativada e na presenca de fatores Vill e V
ativados ha uma geragdo de trombina, em menor quantidade, mas por longa
duragdo. Concomitante ha a ativagdo dos mecanismos inibidores da geracéo de
trombina (linha vermelha tiracejada), através da antitrombina (AT) e das
proteinas C (PC) e S (PS). Os fatores ativados s&o indicados pela letra “a”.



1.2. FungOes hemostéticas e pré-coagulantes plaguetérias

As plaguetas s@0 pequenos fragmentos discéides e anucleados, originarios do
citoplasma do megacariocito, que circulam na corrente sanglinea (RUGGERI, 2000). A
membrana plaquetaria & constituida por glicolipideos como colesterol e fosfolipideos, que
sdo distribuidos assimetricamente entre o interior e o exterior celular. Na membrana
estao localizados 0s receptores celulares das plaquetas, representados por complexos
de glicoproteinas com dominios extracelular, transmembrana e citoplasmatico. Essa
organizagao celular permite a plaqueta receber e traduzir uma variedade de sinais
externos de ativacdo para o meio intracelular, que habitualmente resulta durante a
agregacao, em sua mudanga da forma discéide e na liberag@o do conteldo dos granulos
intracelulares. Esse processo é fundamental para a fungio hemostatica plaquetaria
(KULKARNI et al., 2000). De fato, deficiéncias hereditarias ou adquiridas da funcéo dos
receptores celulares, do conteldo dos granulos plaquetarios, ou do numero das
plaquetas, resultam em doencas hemorrdgicas com ampla heterogensidade clinica
caracterizadas por sangramentos cutdneo-mucosos ou hemorragias em estruturas
anatbmicas vitais. |

Uma vez ativadas, as plaguetas ligam-se as moléculas de ades8o soliveis e levam &
continua deposigéo de outras plaquetas na superficie do vaso lesado. Isto ocorre através
de dois processos, a adesdo e a agregacdo plaquetaria (RUGGERI, 2000). A adesio
plaguetaria é resultante de um mecanismo complexo, envolvendo o seqiestro celular no
iocal da lesao endotelial. Isto depende da interacéo de quairo receptores sinérgicos, a
glicoproteina {GP) Ib-IX-V e as integrinas oy (GP la-lla), cufBs (GP lb-lila) e osPy (GP

ic-lila). Por outro lado, a agregacao plaquetaria depende somente da GP Ib-IX-V e da GP



lib-lila (RUGGERI, 2002).

O controle da fungéo plaquetaria € decorrente do fluxo sangliineo em que as células
estéo circulando. O fibrinogénio € o Gnico ligante da GP lib-lila em sistema de fiuxo lento,
como o sistema venoso. Entretanto, em fluxo réapido como nos vasos arteriais, ¢
fibrinogénio e substituido pelo FYW para a ligacdo com o complexo GP llb-llia. A
representac@o esquematica da agregagéo plaquetaria estd demonstrada na figura 2.

A interagdo da subunidade lba, que faz parte do complexo GP Ib-IX-V e o FvW, ¢
fundamental para o sequestro transitorio de plaquetas e adesdo ao endotélio. Esse
processo é amplificado pela ativagdo do receptor GP llb-1lla das plaquetas e ligagdo com
colageno e estruturas subendoteliais. O resultado final é a formagdo de um agregado
plaquetario estavel e ligagGes irreversiveis com o fibrinogénio e o FVyW, originando assim
um agregado resistente ao fluxo sangiiineo acelerado. Entretanto, em condiges de fluxo
lento as fungbes do FYW n&o sdo criticas e a ligagéo das plagquetas com o coldgeno ¢
suficiente para permitir a formacéo de agregado plaquetério estavel. O que sugere que
mutagbes que acentuem determinada funcdo plaquetaria podem ter repercussoes
fisiopatologicas distintas em vasos venosos ou arteriais. Além disso, o fluxo sangliinec

também difere entre vasos arteriais afetados ou ndo por doenga aterosclerdtica.
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Figura 2. A parlicipacao das plaquetas na formacéao do trombo. A. As células endoteliais
liberam para a circulagéo de prostaglandinas e 6xido nitrico (NO), que ajudam a manter as
plagquetas circulantes em sua forma inativa. Além disto, as células endoteliais expressam em sua
superficie CD39 (ATPDase ou adenosina trifosfato difosfohidrolase), o qual inibe a ativagéo
plaquetaria, por converter ADP (adencsina difosfato), um potente ativador plaquetario, em AMP
(adenosina monofosfato). B e C. Nos focais onde ha les&o vascular, as plaguetas se aderem ao
subendotelio exposto, através da interagdo entre coldgeno, fator von Willebrand (FvW) e
fibronectina aos receptores da membrana plaquetaria, integrina opB:, glicoproteina to-IX e
integrina  osPy, respectivamente. Tanto a trombina, como o ADP levam a mudanca da
conformagdo plaquetaria em sua forma ativa. D. As plaquetas ativadas secretam ADP, fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e fibrinogénio, armazenados em seus granulos de
secre¢do, além de liberarem tromboxano A2 (TXA), de biossintese imediata. O ADP e TXA,
liberados causam nas plaquetas circulantes a mudanca de sua forma e elas se tornam ativas. E.
A glicoproteina lib-llla & um receptor da superficie da plagueta ativada, que se liga ao
fibrinogénio, levando a formag&o de pontes de fibrinogénio entre as plaquetas, resultando assim
na agregagdo plaquetdria. Com a formaglo simultdnea da fibrina, através da cascata da
coagulagdo e sua incorporagdo as plaquetas agregadas, hd a formagéo do trombo plaquetario. F.
Com a retragdo do coagulo, o codgulo torna-se estdvel. Retirado de BHATT and TOPOL,
(BHATT e TOPOL, 2003).



1.3. Evolucgdo da coagulacao sangliinea e das plaquetas

A hemostasia sanglinea é o resultado do equilibrio entre sistemas antagdnicos ¢
dinamicos, a coagulacdo e anticoagulagdo sangliinea. Uma importante consideragéc
neste sentido € como esse sistema evoluiu para atingir a estrutura com a qual é hoje
conhecido. A formagao do sistema vascular permitiu que o sangue circulasse em regime
de pressdo. Assim a coagulagdo sangliinea deve ter surgido como mecanismc
adaptativo para manter o sangue circulando dentro dos vasos sob grande pressfo e
evitando as hemorragias.

A simples observacdo de que a fun¢do de uma proteina depende da ativagéo segilliencia
por outra proteina, nos faz pensar em como foi possivel para esse sistema existir, sendc
gue a falta de um dnico componente pode comprometer toda uma segliéncia de eventos.
Os componentes fisioidgicos importantes da coagulagdo de mamiferos tém propriedades
funcionais distintas. No entanto, pela observacdo da organizagéo dos genes, da esfruture
das proteinas e das seqléncias de aminoacidos, é provavel que os varios componentes
resultaram da reduplicacdo e diversificagdo funcicnai de somente duas estruturas
génicas diferentes: (1) proteinas dependentes da vitamina K contendo os (a) dominios de
acido glutamico y-carboxilado {(dominio Gla), (b) seqiiéncias similares a dos fatores de

crescimento epidérmicos (EGF-1 e EGF-2) e (c) o dominio serino-protease que estac

presentes nos fatores Vi, 1X, X e proteinas C e Z. (ll) proteinas contendo os dominios
A1-A2-B-C1-C2 comum aos fatores Vil e V (DAVIDSON et al., 2003).

A protrombina difere das outras serino-proteases por ndo conter os dominios EGF, mas
dominios “kringles”; provavelmente uma forma primitiva da protrombina poderia conter os

dominics EGF que foram substituidos durante a duplicacdo génica e/ou mobilidade ds
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exons. A analise de aminodacidos residuais e 0 uso de cddon de transcricio preferencial
de regides importantes relacionadas ao sitio ativo na serino-protease demonstraram que
a trombina difere do FVIl, FIX, FX e proteina C e sugere que talvez a trombina seja o
ancestral das enzimas da coagulacéo sanglinea (DAVIDSON et al., 2003).

O estudo das proteinas serino-proteases entre vertebrados revelou que ocorreram
duplicacbes de grandes seqliéncias regionais do genoma, ou mesmo de todo o genoma,
durante o processo evolutivo entre os varios vertebrados. Os mecanismos responsaveis
por essas modificagdes ainda ndo sdo completamente conhecidos, mas as hipdteses
sugerem duas duplicagbes de todo o genoma de vertebrados, que ocorreram
aproximadamente ha 500 milhSes de anos. Analisando a organizagdo do genoma
humano € possivel determinar dois padrfes: enguanto os genes do FVIlI e FX estdo
organizados mais proximos, em segiiéncia no cromossomo 13g34; os genes de outras
proteinas homologas estdo localizados em regides distintas, tais como o FVili e FV
(cromossomo X e 1, respectivamente), assim como FIX e proteina C (cromossomo X e 2,
respectivamente). Baseado nessas observacbes € possivel sugerir que mecanismos
moleculares distintos  (translocac@o ou duplicacdo) ocorreram na evolugdo da
organizagéo das proteinas da coagulacido de vertebrados.

Nos estudos de evolugdo classicos, em que o tempo de determinada maodificacdo ou
divergéncia detectada numa especie pode ser estabelecido pela comparacac direta com
espécies inferiores, revelaram gue a organizacdo da coagulacdo sanglinea como é
observada enire os veriebrados, provaveimente ocorreu hd 450 milhdes de anos. De

fato, estudos de vertebrados sem mandibulas {enguias e hagfish) revelaram a presenca
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do fibrinogénio, protrombina, fator tecidual, além de pequenos complementos protéicos
contendo os dominios Gla-EGF1-EGF2-serino protease.

Dottlite sugere que no comego existiam apenas o fator tecidual e o fibrinogénio, seguido
do aparecimento da protrombina e depois apareceram 0s oOutros grupos protéicos
(DOOLITTLE, 1993). A presenca de plaquetas como células anucleadas observadas em
humanos € restrita aos mamiferos e levou ao conceito de que, para ter plaquetas é
necessario ser mamifero. Varias evidéncias sugerem que células ancestrais das
plaguetas apresentavam nlcleo e multiplas fungbes além da hemostasia, como defesa
contra microorganismos e ac¢ao inflamatoria. Ainda que essas fungdes estejam presentes
nas plaquetas, a vantagem da formacédo de plaguetas em comparagdo aos ancestrais
dessas células ndo € conhecida. Inicialmente foi sugerido que © aparecimento da
placenta e das plaquetas fosse correlacionado. O estudo das plaquetas de marsupiais
(mamiferos que ndo desenvolvem placenta) e de edquina (mamiferos oviparos),
revelaram que todos apresentam plaguetas anucleadas, sem formas anormais e em
nuimerc semeihante. Portanto, o aparecimento das plaguetas ndo foi relacionado ao
desenvolvimento de placenta nos mamiferos.

Estudos em vertebrados inferiores tais como caranguejos, demonstraram a presenca dos
amebocitos e em peixe-zebra dos trombodcitos. Essas células, também nucleadas,
desempenham além de fungbes hemostaticas, a defesa contra infeccles e
provavelmente s&o os ancesirais das plaguetas. E importante ressaltar o fato de que os
amebocitos, similar as plaquetas de mamiferos, s8o capazes de agregacgao, secrecdo de

fatores de coagulagéo e tém propriedades de cicatrizacéo e defesa antibacteriana.
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Os trombocitos do peixe-zebra ainda apresentam nlcleo e tém fatores fenotipicos e
funcionais caracteristicos das plaquetas de mamiferos. Jagadeeswaran e cols. (1999)
demonstraram que os trombocitos apresentam formagio de agregados, pseudopodia e
formagéo de sistema canicular, sendo semelhantes &s plaquetas de mamiferos
(JAGADEESWARAN et al., 1999). A coleta de sangue total desses animais possibilitou o
estudo de agregacao e adesdo dos trombdcitos, assim como a medida da liberacdo de
ADP. Essas células responderam ao estimulo agregante induzido pela ristocetina,
colageno e acido araguidonico. O uso de aspirina previne a resposta agregante induzida
pelo acido araquidénico e agonistas que induzem a liberagdo de ADP, revelando a
participagdo da via da ciclo-oxigenase.

De interesse para este estudo é o fato de que os trombdcitos do peixe-zebra apresentam
estruturas semelhantes as giicoproteinas plaquetérias de humanos. Isto pode ser
observado em experimentos em que as células desses vertebrados inferiores foram
incubadas com anticorpos policlonais desenvolvidos contra epitopos das glicoproteinas
plaquetarias humanas, GP |b ou do complexo GP ilb-lila. Além disso, através do uso
desses anticorpos também fol possivel reconhecer as glicoproteinas de trombocitos de
aves. Em conjunto esses dados demonstraram que os complexos de glicoproteinas
identificados na membrana celular plaguetaria de humanos, de fato, precedem o

aparecimento das proprias plaquetas na forma atualmente identificadas em mamiferos.

1.4. Complexo glicoproteina lb-1X-V
© complexo GP Ib-IX-V & constituide de quatro subunidades: GP lba (CD 42b), GP b8

(CD 42¢), GP IX (CD 42a) e GP V (CD 42d). Estes polipeptidecs sfio expressos na
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membrana plasmatica das plaquetas, formando complexos na proporcao 2:2:2:°
respectivamente (figura 3). Uma plagueta humana normal, em sua forma inativa posst
cerca de 25.000 copias da GP lba (135 kD, 610 aminoacidos), GP Ibp (25 kD, 18
aminoacidos) e da GP X (22 kD, 160 aminoacidos), além de cerca de metade dest
numero da GP V (82 kD, 544 aminoacidos). Este namero pode variar em individuo
normais, sobretudo dependendo do gene da GP Iba, que possui um polimorfismo n
segiiéncia Kozak, de sua regido promotora, que pode afetar a eficiéncia da tradugac d
RNA mensageiro (RNAmM) (AFSHAR-KHARGHAN et al., 1999). Além das plaquetas
megacariocitos, apenas as células endoteliais expressam o complexo GP |b-IX-V. N
caso das células endoteliais, algumas vezes apenas a GP lba & expressa, mesmo assir
em situacdes especiais, como em resposta a reaco inflamatoéria (LOPEZ et al., 1998).

Cada uma das subunidades do complexo GP Ib-IX-V, faz parte da subfamilia d
proteinas com repeticdes ricas em leucina. Isto porque em todas ha um numero variave
de repeticdes de seqiiéncias ricas em leucinas, com cerca de 24 aminoacidos cada ums

GP |ba com 7 repetictes; GP Ibf e GP IX com uma repeticéo e GP V com 15 repetigbes

3;% GP ‘*’a@ Figura 3. Compiexo GP Ib-IX-V.
A \‘\Yﬂc\‘ sitio de Lo .
U @%g ;\j‘iﬁi ligagao: FVW A GP I|bo esta ligada a GP IbB
E};{f\ %7‘“* /| etrombina .
e - atraves de uma ligacao
% dissulfidica e associada através
% S de ligagdo nao covalente a GP IX
GPIX GPIbp S5 A GP b GPIX B
5;; mﬂ}%z | @5 e e GP V, na proporgdo 2:2:2:1.
o :2‘/\ . CNaFey i) .
(,/ LA A ”i S 75 od ;xj{ Retirado Lopez e cols. (LOPEZ et
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//}W//f/lf{////ﬁ///If/éiffﬁaé'// al., 1998).
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Os genes que codificam cada uma das quatro subunidades formadoras do complexo GP
Ib-1X-V, estéo localizados em regides distintas (figura 4). No entanto, caracteristicamente
estes genes sao de estrutura semelhante e relativamente compacta. Com excecdo do
gene da GP IX, que possui 2 introns, os demais possuem apenas 1 intron e apenas no
gene da GP Ibp, o intron interrompe a regido codificadora.

ATG

R R = e
ATG
cPIbb — ) ] 2
ATG

GP IX 1
ATG
GPV § 329
pb L 1 ! ; : ! ; L : : I
o 1000 2000 3000 4000

Figura 4. Esquema do tamanho e estrutura dos genes que codificam as quatro
subunidades do complexo GP I|b-IX-V. Os éxons estdo representados pelos
retangulos e os introns pela linha continua. A regigo codificadora esta representada
em preto. A posigdo do codon iniciador ATG de cada gene, também esta
representada. A localizacdo dos genes nos distintos cromossomos esta evidenciada

a direita de cada gene. pb, pares de base.

Em camundongos e humanos existe consideravel semelhanca entre os genes que
codificam os componentes do complexo GP 1b-IX-V, variando em ~70% para a GP 1X ou
GP V e 88% para a GP Ibp

O gene da GP Iba canino foi caracterizado por Kenny e cols. (2002} e revela grande
homologia tanto na regiao terminal amino como na carboxi (KENNY et al., 2002).

A seguir serdo discutidas as caracteristicas moleculares e funcionais da GP Iba.
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1.4.1. Glicoproteina iba (GP lba).

No complexo 1b-iX-V, os sitios de ligacdo para o FYW e trombina estao situados nos
primeiros 282 residuos da regido N-terminal da subunidade GP lba, que é formada a¢
todo por 610 aminoacidos (BERNDT e LOPEZ, 2001). A por¢ao citoplasmatica da GF
Iboe possui ainda os sitios de interacdo as proteinas actinas-ligantes e 14-3-3(
responsaveis pela sinalizagdo da atividade plaquetaria.

O gene da GP lba esta localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p12)

Estruturalmente a GP Iba pode ser dividida em: 1. regido N-terminal globular, a qual est:

subdividida em: (a) regido N-terminal (aminoacidos 1 a 35), com a formacéao de foop:
dissulfidicos entre Cys 4 e Cys 17; (b) 7 repeti¢cdes ricas em leucina (aminoacidos 36 ¢
200); (c¢) sequéncia C-terminal (aminoacidos 201 a 268), com dois loops dissulfidico:
(Cys209 - Cys248 e Cys211 - Cys268); (d) seqiéncia de cargas negativas (aminoacido:
268 a 282), contendo 3 residuos de tirosina {(posicbes 276, 278 e 279), 2. regi&

macroglicopeptidica, que forma uma haste alongada, rica em treonina, prolina e serina ¢

contém varios sitios O-glicosilados; 3. regido do dominio citoplasmatico, onde ha o sii

de ligacdo da actina (freonina 536 a leucina 554), que esta envolvida com a integridadt
do citoesqueleto da plagueta; além de conter o sitio de ligagdo com a proteina dt

complexo de sinalizacdo 14-3-3¢ (figura 5).



135 200 268 282
NHo—

N-terminal : C-terminal - regiao . .
fepetiges ricas macroglicopeptidica pi,l}%gop(;:gp;?gg?:;a
em leucina séqi}éncia anionica com'3 actina-ligante (Thr536 a Leus54)
residucs de tirosina sulfatada 14-3-3( (Gly607-His-Ser-Leus 10!

(278, 278, 279)

! regido N-terminal globular

Figura 5. Esquema estrutural da GP tba.

repetictes ricas A. Representagao das diferentes regides que compdem a GP
em leucina . - o
Iba. Os niimeros representam a posicdo dos aminoacidos.

B. Esquema da regido contendo N-terminal globular, onde se
encomram os sitios de ligagdo para o FvW e trombina. Na
segiiéncia anidnica, estdo indicados os locais onde a tirosina

& sulfatada.
DEGTDLYDYYPEEDTEGD

C gene da GP lbo é consideravelmente polimérfico. Além disto, os polimorfismos
descritos no gene da GP Ibe, podem alterar a antigenicidade das plaquetas, a regulacéo
da expresséo da giicoproteina (AFSHAR-KHARGHAN et al., 1989) e modular sua
atividade funcional (CADROY et al., 2001). Um destes polimorfismos afeta o ndmero de
aminoacidos que formam a proteina e ocorre na regido macroglicopeptidica. Este
polimorfismo foi inicialmente descrito por Moroi e cols. (1984) que notou haver quatro
variagbes no peso molecular da proteina, entre 153 a 168 kDa (MORQ! et al.,, 1984),
Lopez e cols. posteriormente caracterizaram as formas polimorficas da proteina, como
conseqliéncia da presenca de repeticGes de 39 pb no gene da GP iba, o VNTR {variable
number of tandem repeats), resultando na seqiiéncia de 13 aminoacidos, distribuidos

entre a serina da posicio 399 e a treonina 411 (LOPEZ et al., 1992). Ishida e cols.
17



(ISHIDA et al., 1995), confirmaram a presenga de quatro alelos, denominados VNTR-A ¢
VNTR-D, dependendoc da presenga de quatro a uma cépia, respectivamente
FRecentemente, foi descrita uma variante rara deste polimorfismo, caracterizado pels
auséncia da segliéncia de 13 aminoacidos, denominade VNTR-E (MUCKIAN et al.
2000). Como este polimorfismo afeta justamente a haste, que forma a regiac
macroglicopeptidica, é importante notar que cada copia do VNTR, aumenta em 32 A, ¢
distanciamento entre a regido N-terminal, gue possui os sitios de ligacdo e a superficie
da membrana da plagueta, além de adicionar 5 sitios potenciais para O-glicosilagdo.
Kujipers e cols. descreveram outro polimorfismo, afetandc a regido rica em leucina
resultante da substituicao da treonina na posigac 145, por uma metionina (KUIJPERS e
al., 1992). Este polimorfismo afeta a antigenicidade das plaguetas e é a base molecula
do sistema antigénico da plaqueta humana -2 (HPA-2 ou human piatelet antigen systen
2). O HPA-2 esta envolvido com o desenvolvimento de refratariedade plaquetariz
transfusional, assim como a purpura aloimune neonatal. Inicialmente, foi observado que
haveria uma ligagdo em desequilibrio, entre os polimorfismos do gene da GP iba, VNTF
e HPA-2, onde os alelos VYNTR-A (4 copias) e -B (3 cdpias), estariam associados {
presenca do HPA-2b (-25Meid5), enquanto os alelos VNTR-C (2 cépias) e —D (1 copia)
estariam relacionados com a presenca do HPA-2a (Tre145) (SIMSEK et al., 1994a). Nc
entanto, posteriormente, foi demonstradoc em esiudos populacionais enire negro:
americanos e caucaséides espanhdis, que esta ligacdo em desequilibrio nao € complet:
(ARAMAKI e REINER, 1899; CORRAL et al., 1998).

Um terceiro polimorfismo foi descrito por Kaski e cols. (1998) resultante de un

dimorfisme na seqliéncia 5’ ndo traduzida do gene da GF lbo, devido & substituicdo d
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T—C, na posicdo —5 do codon iniciador ATG, seqliéncia reconhecida como Kozak
(KASKI et al., 1896). Foi observado que os niveis de expressdo da GP Iba na membrana
plaguetaria s&o diretamente afetados por este dimorfismo, de tal forma que o alelo ~5C,
pode aumentar em 33% a 66% esta expressdo, quando presente em heterozigose ou
homozigose, respectivamente (AFSHAR-KHARGHAN et al., 1999).

Outros dois polimorfismos de baixa prevaléncia foram descritos no gene da GP Ibe, 0
dimorfismo E/F, resultante de uma troca de um C—T na segunda base do codon Asn242
e a presenga dos alelos K/L, resultantes da troca de um A—G, no codon Arg342 (KASKI

et al., 1996).

1.5. Interag@o entre piaqueta e trombina

O estudo da ativagdo plaquetaria pela trombina revelou um mecanismo Unico e
complexo, 0 qual afeta ndo somente as plaquetas, mas também o efeito de proteases
(trombina, FXa, FT-FVila) sobre as células endoteliais e talvez cutros tecidos.

Coughiin e cols. (2000) ha mais de uma década descreveram um elegante modelo pelo
qual a trombina ativa a fungio plaguetaria (COUGHLIN, 2000). Esse estudo resultou na
identificagéo de receptores ativados por proteases (PAR ou protease-activated
receptors).

Durante anos pesquisadores procuraram identificar o ligante dos receptores celulares
plaquetarios. No entanto, os receptores ativados pelas proteases contém os proprios
ligantes e ativadores. Como exemplificado na figura 6, a trombina cliva uma seqiéncia
especifica do PAR na porgdo aminoterminal, o que libera o fragmento de seqléncia

polipeptidica, que por sua vez ativa o receptor. A especificidade desse sistema foi
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definida por uma série de experimenios em que 0s receptores sdo ativados apenas pc¢
peptidieos sintéticos idénticos aqueles que so liberados apdés a ativagdo da trombin
(SSFLRN).

Existem receptores celulares sensiveis as distintas proteases e atualmente sa
reconhecidos quatro distintos PARs, denominados PAR-1, -2, -3 e -4. Os diverso
receptores diferem na distribuicdo celular e na resposta as proteases. Nas plaqueta
humanas estio presentes 0 PAR-1 e PAR-4, enquanto em camundongos as plaqueta
apresentam PAR-3 e PAR-4. A trombina cliva a extremidade aminoterminal dos PARs -1
-3 e -4, sendo que 0 PAR-2 é ativado principalmente pela tripsina e pelo complexo F1
FVlla-FXa.

Assim, o desenvolvimento de anticorpos monocionais especificos para esses receptores
ou mals recentemente, de peptideos sintéticos com fungao inibitéria especifica, oferecer
uma nova forma de tratamento das doencgas vasculares isquémicas. Estudo em primata
nao-humanos utilizando a ligagdo da artéria femoral como modelo de doenca isquémic
periférica, demonstraram que o usc de peptideos sintéticos € de fato seguro, factivel

gficaz (DERIAN et al., 2003).
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Figura 6. Mecanismo de ativagdo do PAR 1. A trombina (esfera verde)
reconhece 0 exodominio N-terminal da proteina G, que estd unida ao
receptor da trombina, PAR 1. A interacéo entre a trombina e seu sitio de
clivagem, utiliza tanto o sitio N-terminal (esfera azul), como o C-terminal
(esfera vermelha). A seqliéncia C-terminal, é semelhante as sequéncias de
inibidores da trombina, como a hirudina. A trombina cliva os peptideos
presentes entre os residuos Arg41 e Ser42. Isto serve para desmascarar um
novo N-terminal, iniciado com uma sequiéncia SFLLRBN (amarelo). Esta nova
sequéncia formard uma ligagdo em lago, intramolecular, com o préprio corpo
do receptor, o que ativard uma sinalizagéo transmembrana. A producéo do
peptideo SFLLRN sintético, mimetizando a seqiiéncia N-terminal para a
ligagdo em laco, podera ter a fungdo de um agonista independente da
clivagem previa do receptor. Portanto, o PAR 1 é essenciaimente, um
receptor peptidico, que carreia seu proprio ligante, que serd ativado apés a
clivagem deste receptor. Retirado de Coughlin (COUGHLIN, 2000).

A trombina exerce ac¢éo sobre as plaguetas pela ativagio do complexo GP 1b-IX-V, ainda
que considerado de menor efeito funcional do que pela agdo mediada pelos PARs.
Recentemente foi sugerido um novo mecanismo pelo qual a acdo da trombina e talvez
outras proteases da coagulacdo, possam atuar sobre o complexo GP |b-IX-V. Como
demonstrado na figura 7, a trombina inicialmente cliva parcialmente uma seqliéncia
especifica da GP V, a resultante dessa acdo é entdo seguida da ativagdo do PAR

(RAMAKRISHNAN et al,, 2001).
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Figura 7. Ligacdo da trombina a GP
Ib-1X-V. A. A Trombina, através de seu
sitio de ligacdo (verde), liga-se a
segmentos anidnicos do complexo GP
Ib-IX-V  (laranja), deixando outros
sitios de ligacdo da trombina (azul e
vermelho), acessiveis aos demais
substratos. A GP V ¢é rapidamente

clivada, facilitando a clivagem dos

PARs. A ligacéo bivalente da trombina

Agrupamento de GP Ib

em seus sitios de ligacdo (verde e
azul), leva a formagcdo de
agrupamentos da subunidade GP lba
na membrana das plaguetas, o que
leva a sinalizagdo intracelular das
plaguetas. Simuitaneamente a
formagdo de pontes de ligacdo entre
as trombinas e a supetficie das
plaquetas, pode contribuir com a
agregac&o. Retirado Sadler (SADLER,
2003).

IB. Sinalizagao C. Agregagéo

Recentemente, dois estudos propuseram a estrutura cristalogréfica da interagéo entre
GP Iba e a trombina (CELIKEL et al., 2003; DUMAS et al., 2003). Em ambos foi descrit
uma interagao bivalente entre trombina e sua participacdo na sinalizacéo e agregaca
plaquetarias (figura 8). A compreensao da estrutura e conformagéo durante a interaca
da GP Iba e trombina, abre outras perspectivas para o desenvolvimento de novas droga

antiagregantes, sobretudo para o tratamento da doenca arterial oclusiva.
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Figura 8. Representacdo do
modelo por cristalografia da
interacdoc entre GP lba e a
frombina. Segundo dois modelos de
Celikel e cols. (CELIKEL et al,
2003) acima e Dumas e cols.
(DUMAS et al., 2003). O fragmento
amino terminal da GP lba esta
representado em cinza e seu
segmento anibnico (iniciado por
Pro265) em laranja. A trombina pode
se ligar & GP Iba através de dois
sitios de ligacao, o sitio | (Tl em
azul) e sitio I (THl em verde). Em
vermelho estdo representados os
sitios ativados de inativagio.
Retirado de Sadler (SADLER, 2003).

1.6. Compiexo GP |b-IX-V e doencas hemorragicas

As mutagbes presentes no complexo GP [b-IX-V, estdo associadas a doencas
hemorragicas raras. MutagGes que levam & perda de fungao, por alteracdo qualitativa ou
quantitativa da GF 1b-IX-V, causam quando em homozigose, a sindrome de Bernard-
Soulier (SBS). Por outro lado, duas mutacbes especificas na regifo de figagéo
dissulfidica de dupla volta do gene da GP Iba (Gly233—Val e Met239—Val), mesmo em
heterozigose levam a altera¢édo na conformacéo da GP Ibo, o0 que aumenta a afinidade
de ligagac do FVW plasmatico a GP lbo. Este tipo de alteracdo é conhecido como
pseudo-doenga de von Willebrand (pseudo-DvW) ou tipo plaquetdrio. Na pseudo-DvW

embora haja um ganho de fun¢ao da GP Iba, a ligacdo esponténea entre o FYW e a GP
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Iba mutante leva @ maior tendéncia hemorragica, semelhante ao que é observado na
doenca de von Willebrand subtipo 2B.

A SBS foi inicialmente descrita em 1948 por Bernard e Soulier (BERNARD, 1996) e
atualmente ¢ definida como macrotrombocitopenia com aiteragdo quantitativa ou
gualitativa do complexo GP Ib-IX-V. Clinica e laboratorialmente, apresenta sangramento
cutdneo-mucoso, aumento do tempo de sangramento, frombocitopenia variavel,
diminuicdo na sobrevida das plaquetas, além da presenga de plaquetas gigantes
(megaplaguetas).

Baseado nos dados epidemioldgicos das populagdes europgias, norte americanas e
japonesas, a freqiéncia da SBS ¢ estimada hoje em 1 caso para cada 1 milhdo de
pessoas e seguindo a lei de Hardy-Weinberg, a freqiéncia dos heterozigotos e em torno

de 1 em 500 individuos (BALDUIN! et al., 2002).

1.7. Alteracbes moiecuiareé da GP [b-1X-V relacionadas a sindrome de Bernard-
Sculier (SBS).

Classicamente a SBS apresenta heranga auiossdmica recessiva, sendo comum a
historia de consanglinidade. Embora os individuos heterozigotos sejam de maneira geral
assintomaticos, algumas vezes, podem apresentar plaguetopenia, além de
megaplaquetas circulantes e manifestagdes hemorragicas variaveis. Isto foi observado
entre os heterozigotos para a mutagdo Ala1b8—Val no gene da GP iba, responsavel
pela variante Bolzano, que leva a alteragdo funcional do complexo [p-IX-V ({cuja
descricdo vird a seguir) (SAVOIA et al,, 2001). Além disso, a mutagdo Leud57->Phe no

gene da GP lbo é responsavel pela ocorréncia de SBS, com heranga autossomica
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dominante (MILLER et al., 1992). De fato, atualmente questiona-se, se a melhor forma de
definicdo da SBS, ndo seja como uma macrotrombocitopenia autossémica dominante,
com penetrdncia incompleta, onde os raros individuos homozigotos apresentam
aiteracOes mais graves do fendtipo que os heterozigotos (BALDUINI et al., 2002).

Das guatro subunidades gue comp&em o complexo GP Ib (o e B)-IX-V, apenas a GP V
nao evidenciou nenhuma mutacdo, que pudesse estar relacionada com o©
desenvolvimento de SBS. A maior freqiéncia de mutagbes descritas, ocorrem na GP Ib
o, onde ja foram evidenciadas 19 mutagfes distintas, segundo referéncia da base de
dados para SBS, que descreve ainda, 12 mutagbes distintas na GP Ibp e 10 mutagbes

na GP IX (hitp://iwww bernard-soulier.org). Algumas das principais mutagdes envolvendo

o complexo GP Ib-IX-V, estdo evidenciadas na figura 9.

Algumas mutagdes da GP lbo sdo responsaveis por formas variantes da SBS, onde
embora haja alteragéo funcional, quantitativamente o complexo GP Ib-1X-V estd normal,
ou apenas com pequena diminuicdo de sua expressao. A variante Bolzano, decorrente
da substituicdo Ala156—Val, localizado na sexta repeticdo rica em leucina do gene da
GP lba, € um exemplo em que embora a expresséo da GP lba, esteja apenas
discretamente diminuida, a capacidade de ligagdo ao FVW é ausente, mantendo porém a
ligacdo da GP Iba a trombina intacta. Provavelmente a perda da funcéo da GP iba, seja
decorrente de alteracdo na conformacgao da glicoproteina (DE MARCO et al., 1890). Ha
ainda outras variantes da SBS, como a variante Nancy 1, devido a dele¢do da Leu179, na
regido rica em leucina da GP Iba, com expresséo proxima ao normal da GP Ib-IX-V, mas
com perda completa da capacidade de ligagdo aoc FvW (DE LA SALLE et al,, 1995). A
variante Karlstrad é resultante de uma parada a partir da Trp498, que leva a formagao de
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uma GP [bo truncada, com perda de parte da porg&o citoplasmatica, mas a express&o «
complexo GP 1b-IX-V é preservada, mantendo inclusive a ligacio dissulfidica entre a G
lbae @ GP 1bB. No entanto, além de apresentar megaplaquetas circulantes, 1
comprometimento da capacidade de ligagdo ao FvW. Isto sugere que o domin
citoplasmatico da GP Iba, embora nao seja critico para a expresséo pelo menos parci
do complexo GP 1b-IX-V, é necessario para a funcéo da GP Iba e para a manutencéo ¢

citoesqueleto plaquetario (HOLMBERG et al., 1997).

Figura 9. Representacdc do complexo GP ib-IX-V e as principais mutacoes
presentes na sindrome de Bernard Soulier (SBS) e doenga de von Wilebrand
tipo plaquetdrio (pseudo-DvW). Cada uma das glicoproteinas que compdem o
complexo, possuem uma seqléncia rica em leucina (marron). A GP lbo, possui os
sitios de ligag&o para o FYW e trombina e esta ligada através de pontes dissulfidicas
a GP IbB. Ja foram descritas dezenove mutacdes distintas na GP Ibo, a maioria na
regiao rica em leucina. As mutagdes Met230Val e Gly233Val no gene da GP lbo, séo
responsdveis pela pseudo-DVW, com heranca autossbmica dominante. Entre
individuos com SBS, foram descritas ainda 12 mutac6es distintas na GP 1bp e 10
mutagbes na GP IX. Adaptado de Bauduini e cols. (BALDUINI et al., 2002).



Embora, a SBS represente uma patologia rara, os estudos e a determinagéo molecular
envolvendo esta patologia tém sido imprescindiveis para o entendimento funcional e
estrutural do complexoc GP 1b-IX-V. A andlise continuada dos defeitos molecuiares e
genéticos da SBS tem fornecido informagdes criticas sobre conformacéao, estrutura e os
mecanismos de interacdo da GP Ib-IX-V com o FvW e a {rombina. Este fato tem
proporcionado o estudo e desenvolvimento de novas medicagdes antiagregantes,

sobretudo para uso em doencas arteriais oclusivas.

1.7.1. Modelos animais de doencgas das glicoproteinas plaquetarias.

O desenvolvimento de animais deficientes nos complexos glicoproteicos da membrana
plaquetéaria revelaram informagbes importantes das trombopatias hereditarias. Dois tipos
de animais foram criados por Ware e cols. (FUJITA et al.,, 1998; WARE et al., 2000).
Inicialmente foi gerado um modelo transgénico em que a expressdo da GP Iba humana
(GP Iba-h) em camundongos normais foi induzida pela injecdo do évulo fecundado in
vitro. O gene da GP Ibu-h expresso, resultou na formagéo de um complexo quimerico GP
lbo-h com a GP 1bB-IX-V-murino (FUJITA et al,, 1998). Apesar da cépia transgénica
competir com 0 gene enddgeno da GP Iba-murina (GP Ibo-m) para a formagao de
complexo GP Ib-1X-V, ndo foi observada nenhuma anormalidade funcional do compiexo
em resposta ao estimulo in vitro pelos vérios agonistas da fungdo plaguetaria, assim
como ndo houve aumento do tempo de sangramento induzido pelo corte de parte da

cauda do animal. Posteriormente, Ware e cols. {2000) desenvolveram um modelo animal
em que o gene enddgenc da GP Iba~-m foi neutralizado pela indugdc da recombinagao

homéloga, através da inje¢do em células embriondrias multipotentes com uma copia nao
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funcional do gene GP Iba-m (camundongo knockout) (WARE et al, 2000). O DN/
contendo a sequéncia nucleotidea que codifica a resisténcia ao antibiético neomicina fo
clonado na parte inicial do éxon da GP Iba-m, o que interrompe a transcri¢ao do RNA ¢
da sintese proteica para a formagdo do complexo GP Ib-IX-V. Foram gerados animai
heterozigotos para o alelo mutante e o cruzamenio entre varios animais deu origem ¢
animais homozigotos, que apresentam as caracteristicas fenotipicas da SBS en
humanos. Interessante notar, que camundongos homozigotos séo viaveis, desenvolvem
se normalmente e geram numero de filhotes comparavel aos de animai
hemostaticamente normais da mesma linhagem. Assim, a deficiéncia completa da Gi
lba, ndo esta associada a sangramento ou anormalidades do sistema vascular no period
embrionario ou neonatal, 0 que é comumente identificado em modelos murinos d
irombastenia de Glanzmann {(deficiéncia do complexo GP 1lb ou lila), ou deficientes e1
fatores da coagulagdo sangiinea (fator tecidual e fatores Ii, V, VII, X).

Animais com SBS apresentam sangramento prolongado por mais de dez minutos apos

corte da parte terminal da cauda, sendo que entre animais normais o tempo ¢
sangramento & de 1 a 3 minutos. Animais homozigotos para o alelo mutanie (GP Ibo™
apresentam plaquetas circulantes em nimerc 70% inferior (0,43 X 10%/ul.) a0 de anima
normais (1,5 x 10%ul), enquanto os heterozigotos apresentam valores intermediarios (1

x 10%ul). O esfregago do sangue periferico demonstra populagdc homogénea (
megaplaquetas nos camundongos com SBS (homozigotos) e populacéo mista naquel
heterozigotos (Figura 10, gentilmente cedida pela Dra Katherine High do The Childrer

Hospital of Philadeiphiz).



A origem das megaplaquetas observadas na SBS sempre foi motivo de discuss&o. Esses
dados sugerem que a deficiéncia da GP b é suficiente para a formagéo dessas células
anormais. A caracterizacao fenotipica da expressée da GP Iba-m revelou auséncia total
da GP e nao resposta ao estimulo de agregacéo in vitro com ristocetina. O cruzamento
entre animais com SBS e transgénicos expressando a GP Ibo-h (como citado
anteriormente) resultou em significava melhora do tempo de sangramento, do nimero de
plaquetas e resposta agregante induzida pela ristocetina. Esses dados sdo bastante
encorajadores para 0 desenvolvimento de terapéuticas futuras baseadas na reposicdo de

copias do gene da GP Iba por transferéncia génica através de vetores virais e nao virais.

Figura 10. O esfregacgo do sangue periférico de camundongos com SBS. Os animais
homozigotos (A) para ¢ alelo mutante (GP ibo™"y demonstram populagio homogénea de
megaplaquetas, enguanto nos animais heterozigotos (B) ha populacdo mista, com
plaquetas de tamanho normal e presenca de megaplaquetas.

N&o ha até o momento a identificagao de modelos animais naturais para a deficiéncia de
glicoproteinas do complexc GP Ib-IX-V ou GP {lb-llla. Ainda que trombopatias
hereditarias com a presenca de megaplaquetas sejam identificadas em cées, de uma

forma geral, as caracteristicas funcionais das plaguetas ndo tém semelhanca com
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doengas em humanos e sdo de fato complexas além de apresentarem caracteristicas

mistas entre 8BS e trombastenia Glanzmann.

1.8. A participagdo das plaquetas na inflamacao e aterosclerose

Embora as plaguetas sejam reconhecidas e definidas como integrantes do sistem:
hemostético, € inquestionavel a pariicipagdo e a importéncia das mesmas na respost:
inflamatéria. Devido & atividade pré-inflamatéria e trombética das plaquetas, elas sa
hoje reconhecidamente associadas & fisiopatologia e desenvolvimento de doengas que
incorporam estes dois sistemas, como acontece com a aterosclerose.

A fisiopatologia da aterosclerose € muitifatorial. No entanto, alguns aspectos sa
considerados de grande relevancia, como a deposigio de lipides na parede dos vasos
que sdo entdo metabolizados de forma anormal e causam uma infiltrag@o de leucocito
no local. Assim, had a formacgdo de um ambiente inflamatério, envolvendo as célula
endoteliais, que uma vez afetadas, aumentam seu potencial de interagdo com outra
células, incluindo as plaquetas. Isto pode ocorrer de diversas maneiras. Uma delas

pelo préprio aumento da liberagdo de FYW pelas células endoteliais, o que atfrai a
plaquetas ao local. Além disto, as plaquetas interagem com diversos produtes d
bactérias, anticorpos e outros microorganismos. Desta maneira, infecgbes recorrente
podem agravar o desenvolvimento da aterosclerose, sobretudo através da participaca
das plaquetas (RUGGERI, 2002).

As plaquetas tém a capacidade de atrair os leucécitos no local da injdria vascula
através de diferentes mecanismos, como pela expressdo na membrana plaquetaria d

moléculas de adesdc (P-selectina), ou pela ligagdo direta da plaqueta com celuie



circulantes. A GP Ibo contém o sitio de ligagéo para a Mac-1 (CD11b/CD18), uma
integrina leucocitaria, da familia das integrinas B, responsével pela interacao entre as
plaguetas e os leucocites. No local da injiria vascular, as plaquetas ativadas passam a
expressar P-selectina em grande quantidade na sua superficie, antes estocadas nos
granulos plaguetarios o. Isto faz com que os leucdcitos circulantes sejam atraidos para a
superficie das plaquetas ativadas e rolem através da conexdo entre P-selectina e seu
receptor na membrana do leucécito, a PSGL-1. Até que ocorra uma firme adesio entre
as plaquetas e os leucécitos, através da ligagéo entre a GP tba. e a2 Mac-1. Esta ligacao
acaba facilitando a migracéo dos leucdécitos para o interior da matriz subendotelial e dos
tecidos (figura 11). Este mecanismo esta relacionado com a presenca de reacio
inflamatoria no local da formacéo do trombo, além de contribuir para a formagéo de

aterosclerose e de reestenose pés-angioplastia (WEYRICH et al., 2003).

P-selectina /GP Ib-IX-v adeséo e infiltrac&o
" ~s _ dos leucdcitos

deposicao e metabolismo
anormal de lipides: oxidagéo

células de depdsito

Figura 11. Modelo da participag@o das plaquetas na formacéo da placa ateromatosa. As
celulas endoteliais anormais, passam a expressar substratos especificos de adesdo {P-selectina
e FvW)}, levando a ades&o plaquetdria local. As plaguetas ativadas ambém passam a sxpressar
P-selectina em sua superficie e os leucdcitos circulantes sdo atrafdos para o local e irdo aderir
as plaquetas e celulas endoteliais através da conexdo entre P-selectina e o receptor na
membrana do leucocito, a PSGL-1 {receptor leucocitaric 1 para a P-selectina). Esta ligagéo
acaba facilitando a migragéo dos leucéeitos para o interior da matriz subendotelial e dos tecidos.
As plaquetas ativadas, também liberam substancias como o PDGF {fator de crescimento
derivado das plaguetas), o que estimula o crescimento da place ateromatosa e influencia no
metabolismo das lipoproteinas, favorecendo a formagdo das células de gordura. Retirado de 31
Ruggeri, 2002 (RUGGER, 2002).



Estudos recentes evidenciaram a importancia do complexo GP 1b-IX-V na fisiopatoicgia
da lesdo aterosclerdtica. Massberg e cols. {2002), utilizando camundongos deficientes de
ApoE (ApoEk-/-), os quais precocemente desenvolvem lesbes ateromatosas,
demonstraram através do blogueio dos sitios de ligagdc da GP Iba com anticorpos
monocionais (anti-GP lba), uma redugéo de ~35% da les@c ateromatosa na porgao
superior da aorta e de ~63% nas corondrias destes animais, quando comparados a
animais ApoE-/- sem uso de anti-GP Ibo. Nos animais onde a GP lba havia sido
bloqueada, foi possivel observar ainda uma redugdo de 75% da ades&o dos leucdcitos
ao subendotélio vascular, sugerindo que a redugdo na lesdo aterosclerdtica estd
relacionada com ¢ mecanismo de interacdo entre as plaquetas e os leucdcitos
(MASSBERG et al., 2002). isto evidencia que as plaguetas, particularmenie a GP lba,
tém importante participagdo na formag3o da les&o aterosclerotica. Portanto, o blogueio
funcional da GP Ibo pode servir de estratégia no desenvolvimentc de uma nova

terapéutica antiesclerdtica.

1.9. O complexo GP Ib-IX-1V e doengas arteriais oclusivas (DAD)

Com o reconhecimento da participacdoc das plaquetas e particularmente dos receptores
de membrana plaquetdria, no desenvolvimento da ateroscierose e DAQ, houve o
interesse entre varios estudos de correlacionar a presenca de determinados
polimorfismos, freqlientes nos genes que codificam estes recepiores e a predisposicéc
para o desenvolvimento de doenca arterial, sobretudo a coronariana oclusiva (DCO).
Particularmente os polimorfismos presentes no gene da GP iba, entre eles o HPA-2

(Tre145—Met), polimorfismo VNTR e mais recentemente o dimorfismo Kozak (-5C),
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sugeriram uma correlacéo entre os diferentes alelos da GP Iba e DAO, embora esta
relacdo ndo tenha sido totalmente esclarecida. O anexo 2 traz um resumo dos estudos
previamente publicados, que correlacionam estes polimorfismos e DAO.

De fato como descrito anteriormente, foi possivel demostrar em estudos prévios, que a
presenca destes polimorfismos estéo relacionados & alteracdo na expresséo das GP ou
mesmo na capacidade de adesividade plaquetéaria. Assim, a presenca do alelo —-5C na
seqliéncia Kozak esta relacionada ao aumento da expresséo da GP Ibo na membrana
plaquetaria (AFSHAR-KHARGHAN et al, 1999; CADROY et al, 2001; JILMA-
STOHLAWETZ et al., 2003).

Ao correlacionar os diferentes alelos do VNTR da GP Iba com DAQ, os primeiros
estudos, sugeriam que a presenca dos alelos VNTR-A e -B, com 4 e 3 repeticdes de 39
ob, respectivamente, estariam relacionados ao maior risco de doenga coronariana
oclusiva (MURATA et al, 1997) e doenca cerebrovascular oclusiva (GONZALEZ-
CONEJERQO et al., 1998). No entanto, outros estudos que se seguiram n&o evidenciaram
esta correlagdo (BAKER et al., 2001; DOUGLAS et al., 2002; MERCIER et al., 2000) e de
fato nenhuma avaliagac da possivel diferencga fenolipica, funcional ou na expressio da
GP Ibo, entre as variantes do VNTR, justificavam esta associacao. Posteriorments,
Kenny e cols. (KENNY et al., 2002), observaram que o alelo VNTR-D era mais freqilente
entre individuos com angina instavel que sofreram IAM, que aqueles gue apresentavam
angina iﬁstéve%, mas sem registro de episddio prévic de IAM. Mais recente, Afshar-
Kharghana e cols. (AFSHAR-KHARGHAN et al., 2004) observaram que a presenca dos
gendtipos VNTR-BB ou BC, assim como dos gendtipos VNTR-CD e DD era mais

fregliente entre negros americanos com doencga coronariana, sugerindo que o gendtipo
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VNTR-CC nestes individuos levaria a um efeito protetor para DCO.

Qutro polimorfismo da GP ibo foi também avaliado em diversos estudos, entre individuo:
que apresentavam doenca arterial oclusiva. A presenga do alelo ~5C Kozak, o qual est:
relacionado com o aumento da expresséo da GP Iba. na membrana plaquetéria, foi mai
freqiiente entre individuos com doenga cerebrovascular oclusiva (BAKER et al., 2001
HSIEH et al., 2004; SONODA et al., 2001) e doenga coronariana oclusiva (KENNY et al
2002). No entanto novamente isto n&o foi comprovado por outros estudos (CORRAL ¢
al., 2000; CROFT et al., 2000; FRANK et al., 2001; ISHIDA et al., 2000; MEISEL et al
2001; SANTOSO et al, 2002) e de fato, um dos estudos observou um resultad
inesperado de menor freqiéncia do alelo ~5C entre individuos com antecedente de IAl
(DOUGLAS et al., 2002).

Poucos estudos buscaram correlacionar o polimorfismo HPA-2 e doenga arterial oclusiv
(BAKER et al., 2001; MURATA et al., 1997) e em apenas um deles o alelo HPA-2b fi
mais freqliente entre individuos com doenga coronariana oclusiva (SONODA et &

2000).

1.10. O complexo GP Ib-IX-IV e alteracBes néo hemostaticas

Uma das grandes dificuldades enfrentadas pela medicina transfusional esia relacionac
3 falta de estoques e ao alto custo da transfuséo de plaquetas. Em contraste aos dema
hemocomponentes, as plaquetas coletadas tém validade [imitada, de no maximo cin
dias, para serem transfundidas. Isto ocorre devido ao tipo de armazenamento d
plaquetas, que s@o mantidas a temperatura ambiente, o que facilita a contaminagao p

bactérias e compromete sua atividade hemostatica. No entanto, tentativas anteriores ¢



estocagem das plaquetas em baixas temperaturas, mostraram que este método ndo e
eficaz, devido o rapido clearance das plaguetas logo apds terem sido transfundidas,
apesar destas plaquetas preservarem sua atividade hemostatica.

Recentemente, Hoffmeister e cols. (HOFFMEISTER et al., 2003) descreveram ©
mecanismo pelo qual as plaquetas apds serem refrigeradas iém meia-vida curta na
circulagdo. As plaquetas refrigeradas, ao serem transfundidas expressam aglomerados
da subunidade GP Iba, que s@o reconhecidos pela integrina Mac-1 dos macrofagos
hepaticos (células de Kupffer). Anteriormente acreditava-se que a causa do aumento do
clearance das plaquetas refrigeradas na circuiagio era decorrente de alteragbes em sua
forma discoide achatada, pelo aumento da concentragéo de Ca*™® citoplasmaético e
rearranjo dos filamentos de actina, tornando-as arredondadas. No entanto, Hofimeister e
cols. {(2003), ao evitar estes eventos, utilizando quelantes de Ca™ permeéveis &
membrana e evitando a alteragdo dos filamenios de actina, mantendo assim a forma
discéide das plaguetas refrigeradas, observou que mesmo assim elas eram rapidamente
eliminadas da circulagéo quando transiundidas. No entanto, ao transfundir as plaquetas
previamente refrigeradas em camundongos deficientes de Mac-1, a meia vida das
mesmas era preservada. O mesmo aconteceu, quando as plaquetas refrigeradas, foram
tratadas com uma metaloproteinase, que causa a remogao proteolitica de parte da GP
Ibo. £ provavel que estas plaquetas ao serem submetidas a baixas temperaturas, sofram
alteragdes, formando os aglomerados de GP lbo que s&o reconhecidos pelas integrinas
Mac-1, mantendo, no entanto sua capacidade de ligagdo ao FyW intacta (figura 12).
Interessante notar, que as mesmas alteragbes foram observadas in vivo. Neste mesmo

estudo, foi visto que camundongos ao serem mantidos a 4°C por 2 horas, apresentavam
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diminuigao do numero de plaquetas circuiantes, em relagdo aos animais mantidos a
temperatura ambiente. Portanto, € provével que o aumento do clearance das plaquetas,
apds serem submetidas a baixas temperaturas, seja um mecanismo fisioldgico. Uma
explicacéo proposta pelo autor que pudesse justificar um ganho com este mecanismo, é
que 0 mesmo evitaria que um organismo ao ser submetido a baixas temperaturas,
situacdo em que ha lentificac&o da circulacéo, tivesse o aumento do risco de trombose,
sobretudo coronariana e cerebral, que poderiam ser letais.

Figura 12. Alteragbes das plaguetas ao seren
submetidas a baixas temperaturas. A. A GP I
possui sitios de ligacao para o FvW, P-selectin:
{exposta na membrana das plaquetas ativadas «
das celulas endoteliais) e para as integrinas Mac
1, da membrana dos leucdcitos. B. Ao seren
submetidas a baixas temperaturas, estas
plaguetas formam aglomerados da GP Iba
tornandoe-as mais sensiveis ao reconhecimento dz
Mac-1, sobretudo na superficie das céiulas de
kupffer, no figado. Com isso ha aumenio dc
clearance das plagustas que foram submetidas ¢

{;{;;;& 1en T temperafuras baixas. Relirado de (ANDREWS ¢
AN pctated platelsts or BERNDT, 2003).
andothelial cellz

Estes achados trazem uma nova perspectiva para o desenvolvimento tecnolégico de
metodos que possibilitem a conservacéo de plaquetas por maior tempo, diminuindo os
gastos com descarte de plaquetas nédo transfundidas e melhorando a disponibilidade das
mesmas.

Em resumo, as plaquetas estdo associadas ndo sé a atividades hemostaticas, mas

participam também da resposta inflamatéria. O comprometimento funcional plaquetario
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relaciona-se a ocorréncia de patologias hemorragicas, as trombopatias e em outro
extremo, ao maior risco para desenvolvimenio de aterosclerose e doenca arierial
oclusiva. As plaquetas possuem complexos glicoproteicos transmembrana que atuam,
sobretudo como receptores. Entre eles o complexo GP Ib-1X-V, possui os sitios de
ligagdo para FYW, trombina, P-selectina e integrinas (Mac-1), situados na subunidade GP
Iba, ligacbes essenciais para a adesdo, inter-relacdo com a coagula¢édo, agregacéo e
atividade inflamatéria plaquetdria, respectivamente. Alteragdes na GP Ib-IX-V, com perda
da sua capacidade hemostatica, estdo relacionadas ao desenvolvimento de
trombopatias, como da SBS e a doenga de von Willebrand tipo plaquetario. Por outro
lado, polimorfismos na GP Iba, tém sido relacionados a antigenicidade plaquetaria e ao
risco de doenca arterial oclusiva, como & o caso do infarto agudo do miocéardio. O estudo
e identificac@o das alieragbes na GP lba, tém sido essenciais para o seu conhecimento
funcional e estrutural, possibilitando o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
antiagregantes, nos casos de doenga arterial, assim como terapia génica para SBS.

Neste estudo, realizado pela primeira vez em nossa populagéo, avaliamos a participagao
do complexo GP Ib-iX-V, sobretudo da subunidade GP Iba, em duas situagbes distintas:
na perda de sua fungdo, avaliando pacientes com diagndstico de SBS e no ganho de
fungdo, correlacionando os polimorfismos presentes na GP Ibo e risco de doenga
coronariana oclusiva. Além disto foi proposto neste estudo um novo modelo evolutivo

para 0 aparecimento destes polimorfismos na GP [ba.
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li. Objetivos

1.

Do exposto anteriormente s&o objetivos deste estudo:

investigagdo molecular com andlise dos genes do complexo GP Ib(a e f3)-1X-V, entre
pacientes com diagnéstico de SBS atendides no Ambulatdrio de Hematologia do

Hemocentro da Unicamp.

Determinacgéo da freqiiéncia génica e de hapldtipos dos trés principais polimorfismos
presentes no gene da GP lba, em trés grupos étnicos distintos, que compdem a

populagio brasileira.

Determinacgao da freqliéncia génica e de hapldtipos dos trés principais polimorfismos
presentes no gene da GP Iba, enire individuos apds infarto agudo do miocardio e

grupo controle (estudo caso-controle).
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Ill. Casuistic:




3. Casuistica

Neste projeto foram realizados trés estudos que envolveram: (1) individuos com SBS, (2)
individuos da populagdo geral, representantes de distintos grupos étnicos, e (3)
individuos com IAM e grupo controle. Limitado nimero de primatas ndo-humanos tais

como chimpanzé e gorilas foram incluidos neste estudo.

3.1.Sindrome de Bernard-Soulier
Durante a investigacdo clinico-laboratorial de pacientes com distirbios hemorragicos
encaminhados ao Ambulatdrio de Hemostasia da UNICAMP foram identificados trés
pacientes, nao relacionados, em que o conjunto de dados clinicos e laboratoriais permitiu
o diagnéstico de SBS.
O diagndstico foi baseado nos seguintes dados:
a) Historia de sangramentos cutdneo-mucosos de recorréncia;
b) Diminuigdo do nimero total de plaquetas na presenga de plaquetas gigantes na
avaliacdo da lamina do esfregaco do sangue periférico.
¢) Anormalidades nos testes funcionais plaguetarios, incluindo:

» Prolongamento do tempo de sangramento pelo método de Ivy;

« Resposta reduzida ou ausente da agregagdo plaquetaria induzida pela ristocetina

{ristocetin-induced platelet aggregation -RIPA);
s Resposta normal da agregacdo plaquetdria induzida por adrenalina;

adenosinadifosfato ou ADP e colageno;
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d) Determinagdo da deficiéncia isolada das glicoproteinas do complexo GP Ib-IX-V da

membrana plaquetaria pela técnica de citometria de fluxo, utilizando marcadores

monocionais para: GP lbo (CD42b); GP 1X (CD42a); GP lib (CD41) e GP lila (CD61).

3.2. Grupos Etnicos

A andlise da freqliéncia génica dos polimorfismos da GP Iba foi inicialmente realizada

em 492 individuos que representam tirés grupos étnicos distintos: caucasoéide,

descendentes de africanos (negroides) e indigenas. Os individuos de cada grupo foram

selecionados em trés regides distintas do pais. Os descendentes de caucasdides ou

negroides sdo provenientes de familias sem miscigenagéo de ragas até no minimo a

terceira geracao de cada individuo. Os grupos étnicos foram formados por:

]

Caucaséides:. 280 individuos ndo relacionados (143 masculinos : 137 femininos),
com idade entre 18 a 68 anos {média de idade: 40,7 anos). Este grupo foi composto
por doadores de sangue, técnicos de laboratério, estudantes de medicina e médicos
da regido de Campinas. Esses individuos possuiam ascendéncia européia, em sua
maioria proveniente da [talia, Espanha, Portugal, Austria e Alemanha.

Negroides: 145 individuos néo relacionados (79 masculinos : 66 femininos), com
idade entre 12 a 72 anos (média de idade: 42 anos). Este grupo foi composto por
estudantes, técnicos de laboraidric e médicos da Universidade Federal da Babhia,
cidade de Salvador-BA. As amosiras de DNA foram gentilmente cedidas pela Prof.
Dra Marilda de Souza Gongalves. Esta populagdo de ascendéncia africana foi

formada por individuos negros que iniciaimente foram selecionados como
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participantes de estudos da caracterizac80 molecular dos hapidtipos do gene da
globina B.

indigenas: 67 indios da tribo Parakand que pertencem & raga Tupi (33 masculinos :
34 femininos), com idade entre 13 a 70 anos (média de idade: 34,4 anos). Estes
indios habitam duas regides distintas da Amazdnia Oriental € compdem um grupo
racial indigena onde ndo é observada a miscigenagdo com outros grupos étnicos
{BLACK FL, 1980). Mesmo tendo sido excluidas amostras de familiares de primeiro
grau, esse grupo ainda contém individuos que provavelmente possam ser
relacionados devido ao freqliente casamento entres familiares de primeiro grau. As
amostras de sangue deste grupo foram coletadas durante campanhas de imunizagao
para hepatite viral e cedidas gentilmente pelos Dr. Raimundo C. Menezes e Dr.

Manoe! Soares do Instituto Evandro Chagas, Belém-PA.

3.3. Estudo caso-controle do risco para o infarto do miocardic em funcado dos

polimorfismos da GP iba

Neste estudo caso-controle, foram avaliados 350 pacientes com diagndstico confirmado

de infarto agudo do miocardio (IAM), que foram divididos em dois grupos, de acordo com

a histéria clinica destes individuos.

No grupo 1, foram incluidos 170 pacientes atendidos na unidade coronariana do Instituto

do Coragdo da Universidade de S&o Paulo (INCOR), no periodo entre jutho de 1997 a

marco de 1998. Este grupo incluiu 120 homens e 50 mulheres, com idade entre 29 a 79

anos (média de idade: 54 + 10,8 anos). Isto representa 47% do total de pacientes

atendidos no servico com clinica de dor precordial, cujo diagnéstico inicial foi IAM. Nesta
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selecao foram considerados apenas os pacientes ndo relacionados, com diagnastice
confirmadoe do primeiro episddio de 1AM, ou seja, sem antecedente_de episodio prévio de
IAM.

No grupo 2, foram avaliados 180 pacientes encaminhados pelo ambulatério d:
cardiologia clinica do Hospital das Clinicas da UNICAMP. O periodo de recrutamentt
durou de janeiro de 1994 a dezembro de 1995 e representou 91% dos paciente:
convidados. O grupo de pacientes com antecedente prévio de 1AM incluiu 103 homens ¢
77 mulheres e com idade entre 22 a 85 anos (média de idade: 54 = 13,5 anos). Todos o
pacientes tiveram o diagnodstico objetivo de pelo menos um episddio de 1AM, sendo «
dltimo episédio documentado ha no minimo 6 meses do momento de inclusdo no estudo
A mortalidade relacionada a um episédic de IAM & maior até os primeiros 28 dia
(ROSAMOND et al., 1998), o que pode variar de acordo com acesso a atendiment
médico e tratamento empregado, sexo, idade e presenca de comorbidades. Este indici
tende a cair nos meses subseqlientes, motivo pelo qual consideramos neste grup
apenas pacientes que haviam “sobrevivido” a episoddio previc de 1AM.

O grupo controle foi constituide de 380 individuos nao relaciénados, que forar
aleatoriamente pareados ao grupo de pacientes de acordo com idade, sexo, raga. (
grupo controle foi constituido por doadores de sangue, funcionarios, estudantes

meédicos do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

3.3.1 Caracterizacao clinica dos pacientes e coniroles
Uma histdria clinica compieta, com énfase no historico pesscal e familiar para doeng

cardiovascular, foi obfida de cada individuo incluido no estudo. Os individuoc



selecionados para controle foram incluidos somente na auséncia de historia clinica de

doenga cardiovascular isquémica.

Entre os dados clinicos e laboratoriais considerados durante a seleg@o dos pacientes e

controles foram considerados:

e Historia familiar para doenga cardiovascular isquémica, quando um membro da
familia com até dois graus de parentesco, apresentou doenca isquémica coronariana,
doenca arterial isquémica periférica ou acidente vascular cerebral isquémico.

o Hipertensdo arterial sistémica (HAS), definida como presséo arterial sistélica z 140
mm Hg e/ou pressdo diastélica = 90 mm Hg, ou em uso continuo de medicagéo anti-
hipertensiva.

e Histérico de tabagismo pregresso ou no momento de sua incluséo, considerando o
habito de fumar no minimo cinco cigarros per dia por periodo superior a seis meses.

e [ndice de massa corporal (IMC), avaliado pela férmula: peso (kg) / altura (m)?

e Amostras de sangue foram coletadas para quantificacdo do nivel sérico de colesterol
total e triglicérides, sendo definido como hipercolesterolemia e/ou hipertrigliceridemia,
quando nivel de colesterol total 2 220 mg/d! e/ou triglicérides = 150 mg/di ou quando
o individuo estava sob tratamento especifico.

s Diabetes meliitus foi definida conforme os critérios diagndsticos definidos pela

Organizagio Mundial da Satde (ALBERTI e ZIMMET, 1998).

3.3.2. Diagndstico do infartc agudo do miccardio
O diagnéstico de IAM foi baseado na presenga de pelo menos dois dos seguintes
critérios:
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a) dor precordial tipica por periodo maior gue 20 minutos;

b) alteracbes tipicas ao eletrocardiograma: supradesnivelamento do segmenio ST >
mm em pelo menos duas derivagGes frontais ou = 2 mm em pelo menos duas derivagoe
precordias no eletrocardiograma de repouso.

c) elevacdo no nivel sérico da enzima creatinina fosfoquinase fragdo MB (CKMB) 2 25 U

d) aparecimento de novas ondas Q ao eletrocardiograma em repouso.

3.3.3. Avaliacdo da extensdo da doencga coronariana oclusiva (DCO)

O exame angiogréafico da circulacéo coronariana foi realizado em 287 pacientes (82% d
total de pacientes incluidos no estudo). Nos vasos coronarianos em que foi observad
reducdo de no minimo 50% de sua luz, foram considerados acometidos por doeng

vascular oclusiva.

3.4. Primatas n&o humanos

A caracterizagdo de seqliéncias polimorficas do gene da GP Iba de primatas né
humanos foi comparada com dados obtidos com as diversas amostras de humanos. |
DNA gendmico de duas diferentes espécies de primatas néo humanos, Gorilia goril
(NG05251) e Pan troglodytes ou chimpanzé (NGO06939) foram obtidas do Nation
Institute on Aging (NIA - Aging Cell Culture Repository, Coriell Institute for Medic

Research, Camden, NJ, EUA).



IV. Materiais e Méetodos
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4. Materiais e Metodos

4.1. Extracao de DNA gendmico

Foram coletados 5 a 10 ml de sangue periférico em frasco estéril, contendo solugao ¢
10% de EDTA (sal dissodico do &cido etilenodinitritetracético). Apos centrifugagao a 20(
rpm por 10 minutos os eritrécitos foram lisados com uma mistura das solugdes de clore
de amdnio NH4Cl 0,144 M (5 vezes o volume de células) e bicarbonato de amén
NH.HCOs; 0,01 M (0,5 vez o volume de células), formando assim o precipitado (
leucdcitos. Para a lise dos leucécitos foi usada a solugéo de TKM 1 (Tris-HCI 10mM ¢
7,6; KC! 10mM; MgCle 10mM; EDTA 20 mM) e posteriormente foi adicionado 200u! «
Triton X-100 (Sigma Chemical, CO, Steinheim, Alemanha), esse procedimento -
repetido duas vezes. Adicionou-se entdo, ao precipitado 400 pl da solugao TKM I (Tr
HCI 10mM pH 7.8; KCI 10mM; MgCl, 10mM; NaCl 0,4 M; EDTA 20 mM) e 25 ul de SI
10 % (dodecil sulfato de sédio) e a mistura foi incubada a 55°C por 30 minutos.

A precipitacdo do DNA foi realizada pela incubagéo de 180 ul de NaCi 5 M a temperatt
ambiente por 20 minutos. Apds centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 minutos a fase aquos
foi transferida para novo tubo contendo a mistura composta por fenol, cloroformio
alcool isoamilico, em uma proporcdo de 25:24:1 (volume/volume) e o procedimento
repetido por duas vezes. A seguir um mistura de cloroférmio/alcoo! isoamilico (24:1)
entdo adicionada (volume/volume) repetindo-se a centrifugacdo e finaimente
precipitagio do DNA foi realizada pela adigdo de acetato de sédio 3 M pH 5,3 (10%
volume) e etanol absoluto gelado (3 vezes o volume). O DNA foi solubilizado em solug

Tris 10 mM pH 8,0 : EDTA 0,1 mM pH 7,4 ou em agua desionizada e estéril,



concentragao e pureza do DNA foram determinadas em espectrofotdmetro & partir dos

valores de densidade 6tica nos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm.

4.2. Amplificacao de Seqiiéncias Génicas Especificas

As regides génicas de interesse foram amplificadas a partir de amostras do DNA
gendmico pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1988) utilizando-se
os diversos oligonucleotideos sintéticos descritos na tabela 1.

As reacbes foram realizadas num volume final de 30 pl contendo: ~0,5 ug de DNA
gendmico; 1,0 mM de cada deoxinucleotideo trifosfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP);
tampéo da enzima polimerase (10 mM Tris-HCI pH 8,5; 1,5 mM MgClz; 50 mM KCl);
400ng de cada oligonucleotideo (tabela 1) e 2 U de Tag DNA polimerase. As reacdes
foram incubadas a 94°C durante 5 minutos para a desnaturagio inicial do DNA seguida
de 35 ciclos de 94°C (1 minuto), temperatura de anelamento (1 minuto) (veja tabela 1) e
72°C (1 minuto). Apds esses ciclos, para finalizagdo da extenséo, incubou-se por 7
minutos a 72°C. Para a realizagdo das reagdes foi utilizado um ciclador automatico de

temperatura (PTC-100® Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Inc.).

4.3. Determinacao de nucleotideos polimérficos do gene da GP Ibax
Foram pesquisados trés polimorfismos previamente identificados na regido promotora ou
codificadora do gene da GP lba. As amostras de DNA foram amplificadas por PCR

utilizando os oligonucleotideos sintéticos descritos na tabela 1.
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4.3.1. Variable Number of Tandem Repeats (VNTR)

A identificacdo dos VNTRs da GP Iba foi realizada em duas reagdes independentes en
que o tamanho do produto do PCR permite a distingdo entre os diversos alelos. #
primeira reago utilizou os ofigonucleotideos denominados VNTR-F2 e VNTR-B4 e ¢
segunda reacgdo utilizou os oligonucleotideos VNTR-F3 e B4, conforme descriic
previamente (GONZALEZ-CONEJERO et al, 1998). Os produtos de PCR foran
separados por eletroforese em gel de agarose a 3% e entao visualizados sob a Iu;

ultravioleta apds coloragdo com brometo de etidio.

4.3.2. Polimorfismo do sistema HPA-2

A identificacdo do polimorfismo HPA-2 da GP Iba foi realizada conforme descrit
anteriormente por Castro e cols. (CASTRO et al.,, 1999). Para a déterminagéo d
presenca dos alelos HPA-2a ou 2b, o produto de PCR obtido foi submetido & digestac

utilizando a enzima de restrico Bsa HI (New England Biolabs, Beverly, MA).

4.2.3. Polimorfismo da posic@o -5 da seqiléncia Kozak

A identificacdo do polimorfismo Kozak —5/C do gene GP lbu foi realizada conform
descrito anteriormente por Ishida e cols. (ISHIDA et al., 2000). Para a determinagéo ¢
presenca dos alelos T ou C, o produto de PCR obtido foi submetido & digestao, utilizanc

a enzima de restricio Ava il (MBI Fermentas, Lituania).



Tabela 1. Seqléncia dos oligonucleotideos utilizados na analise do gene da glicoproteina iba.

Oligonucleotideos Posiggo * Produto Temperatura Referéncia™
de anelamento

lbai-8  5-TCC ACT CAA GGC TCC CTT GC-3' 3037-3055 595 pb 60°C  Noda etal. 1995
lbai-AS 5-GGG CTC CTG AAT GGG CTG GA-3' 3612-3631
lba2-§  5-CAA CAACTT GAC TGA GCT CC-3 3586-3606 560 pb 58°C  Noda etal., 1995
lba2-AS  5-CCA CAT TCC CAC CTA GAT GGA-3 4126-4146
Iba3S  5-ATT CTA CTC ATG GTC CAC TG-3' 4043-4062 557 pb 60°C  Nodaetal, 1995
lba3-AS 5-CCT GGG CTT CTA TGT CTT GG-3 4580-4599
lbad-S  5-TTC TCC ACC CCG ACT TTT GC-3 4549-4568 454 pb 60°C  Nodaetal, 1995
lba 4-AS  5-CTG TGG GCT CTC CTA TTG GGA-3' 4983-5002
Polimorfismos
Kozak-S  5-AGA AGA GAG AAG GAC GGA GTC GAG-3  2757-2780 467 pb 58°C  Ishida et al,
Kozak-AS 5-AGG ATG GTT GTG TCT TTC GGC-3 3203-3223 2000
HPA2S 5 GGA GCC TGG ATC TAT GGG ACA A3 3355-3376 437 pb 57°C  Casto et al,
HPA2-AS 5-TTC AGC ATT GTC CTG CAG G-3' 3773-3791 1999
VNTR-F2 5-CTT GGT GAT GAA GGT GAC ACA GAC-3' 39153938 446 (aleloE)a  58°C  Gonzalez-
VNTRB4 5-GCT TGT GGC AGA CAC CAG GAT GG-3 43784400 02 (aleloA) ?:;‘:19“’ ot al,
VNTR-F3  5-CAC TAC TGA ACC AAC CCC A -8 4202-4223 159 {aleloE)a  60°C  Gonzalez-
VNTR-B4 5- GCT TGT GGC AGA CAC CAG GAT GG -3 4378-4400 315 (alelo A) Conejero et al.

1998

*ntimera de nucleotideo de acordo com Wenger e cols. (WENGER et al,, 1888) (GenBank M22403).

“*(NODA et al., 1995); (ISHIDA et al., 2000); (CASTRO et al., 1999); (GONZALEZ-CONEJERO et al., 1998)
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4.4. Clonagem dos produios do PCR

Os varios produtos do PCR foram clonados de acordo com instrucBes do sistema de
vetor pMOS Blue T ® (Amershan Life Science). Para cada produto do PCR a ser
clonado, foi preparada uma reagéo de ligagao contendo: 1 ul do tampé&o de ligase (Tris-
HCI 100 mM pH 8,8; KCI 500 mM; MgCl, 15 mM, triton 1%); 0,5ul de ATP 10 mM; 1 ul de
vetor a 50 ng/ul de T4 DNA ligase; 2 ul do produto do PCR a ser clonadc e agua livre de
nuclease para completar o volume para 10 ul. A reagédo foi homogeneizada e incubada a
16°C por 12-16 horas. O produto dessa reacdo foi incubado por 30 minutos no gelo com
20 ul de ceélulas competentes DH5c seguido da incubagdo a 42°C por 2 minutos,
Posteriormente o produto da ligacéo foi adicionado a 80 pl de meio SOC a temperatura
ambiente, seguida de incubagéo sob agitagao por 3 horas a 250 rpm e em seguida divida
em varias placas de cultura incubadas a 37°C por 16-18 horas. Placas estéreis de Petri
contendo 20 ul de IPTG (isopropil B-D-tiogalactopiranosidec) a 100 mM e 35 ul de X-gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactosideo) 50 mg/mi por placa permitem a detecgéo direta
e répida de coidnias em que o inserto de interesse foi eficientemente clonado. O vetor
pMOS Blue permite uma triagem através de colbnias brancas (recombinanies) e azuis.
As coldnias brancas obtidas foram retiradas e colocadas em 5 mi de meio liquido LB
contendo os antibidticos ampicilina (50 ug/mi) e tetraciclina (15 ug/mi}. Os tubecs foram
mantidos sob agitacdo intensa a 37 °C. Apds o crescimento das coldnias bacterianas as
células foram precipitadas por centrifugagéo € incubadas com 100 ul de uma solucdo de
glicose 50 mM; Tris-HCl 25 mM; EDTA 10 mM seguida da adi¢do de 200 ul da solugao
(NAOH 0,2N, SDS 1%) que foi entdo incubada por 5 minutos em banho de gelo. Apos

esse periodo foram adicionados 150 ul de solucéo il (acetato de potassio pH 4,8). A
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solucao final foi entdao centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Para a obten¢éo
do DNA, o sobrenadante foi transferido para ouiro tubo € em seguida adicionado 250 ul
de fenol saturado e 250 ul de alcool isoamilico, mantendo-os sob agitagao vigorosa por 1
minuto, seguida de centrifugacdo a 14.000 rpm por 2 minutos. Ao sobrenadante
acrescentou-se 5 mi de cloroférmio/alcool isomilico mantendo-se sob agitacéo vigorosa
por 1 minuto e centrifugacdo a 14.000 rpm por 2 minutos. Ao sobrenadante foi
acrescentado 800 ul de etanoi absoluto gelado e 40 ul de acetato de sédio 3 M pH 5,2.
As amostras foram mantidas em freezer —80°C por 2 horas. Apds este periodo foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi descartado, enquanto
que o precipitado foi diluido em agua estéril. Foi adicionado a preparagéo de plasmideo 2
il de RNASE T1 (Aspergillus oryzae) e incubadas a 37°C por 12-16 horas. Os
plasmideos recombinanies foram identificados pela amplificag@o por PCR, utilizando-se

oligonucleotideos especificos do plasmideo (T7 e U19).

4.5. Purificacao do DNA para seqlienciamento direto

O produto final da reagéo do PCR contém a seqléncia génica de interesse assim como
os oligonucleotideos sintéticos e DNTPs gue podem interferir com a qualidade da reacao
de seqiienciamento. Para a realizacdo da remogao dos oligonucleotideos remanescentes
foi utilizado o GFX PCR DNA and Gel Band Furification Kit (Amersham Biosciences,

Buckingamshire - Inglaterra), de acordo com recomendactes do fabricante.
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4.6. ldentificacdo das seqiéncias nucleotideas nos genes do complexo Ib-IX-V

A caracterizagdo molecular da deficiéncia do complexo GP Ib-IX-V na superficie
plaquetaria de individuos com sindrome de Bernard-Soulier, assim como a de alelos
raros do VNTR da GP lbo foram realizadas pelo seqiienciamento direto do DNA. O
seqlenciamento do DNA requer uma populagdo homogénea de fragmentos de DNA que
sé@o usuaimente clonados em um vetor plasmideo ou phage.

A reagado de seqlenciamento & uma reagdo enzimatica que utiliza a DNA polimerase e
terminadores especificos de cadeias de DNA e recentemente foi adaptada para métodos
automaticos. Durante a realizagdo desse estudo, esses dois métodos de
seqlienciamento foram aplicados. Os oligonucleotideos sintéticos (primers) utilizados
estdo descritos na tabela 1 (gene GP Iba) e tabela 2 (genes GP 1bJ e GP IX).

No método manual descrito por Sanger e cols. utiliza-se a DNA polimerase para
sintetizar a copia complementar de uma cadeia simples do DNA a ser seqlenciado. A
DNA polimerase ndo tem a capacidade de iniciar a sintese do DNA, mas sim ©
enlongamento a partir da extremidade 3’ do oligonucleotideo idéntico a regido a ser
seglienciada gque se aneila ao grupo fosfato localizado na exiremidade § do
deoxinucleotideo (DNTP). Esse método é baseado na propriedade da DNA polimerase
em usar 2'-3'-dideoxinucleosideoc trifosfato (ddNTP) como substrato. Quando o ddNTP &
incorporado a cadeia de oligonucieotideo sintetizada a partir da amostra de DNA a ser
seqlienciada, o enlongamento da cadeia € interrompido nas posigbes G,A,T,C porgue a
cadeia de DNA perde o grupo hidroxila da extremidade 3.

Para determinar a especificidade de cada uma das bases, o produto a ser seqiienciado

(produto do PCR e mistura de quantidade idéntica de DNTP), é divido em quatro reagbes
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separadas, cada uma contendo apenas um ddNTP e a DNA polimerase. A relagéo entre
DNTP-ddNTP ¢ ajustada para permitir o enlongamentc da sintese do DNA complementar
até a incorporac&o do ddNTP pela DNA polimerase.

A DNA polimerase comega entdao a incorporar o nucleotideo complementar a
extremidade 3’ do oligonucieotideo anelado a regido do DNA a ser seqlienciado. Como a
quantidade de ddNTP €& habitualmente minima, a incorporacdo do ddNTP ocorre
ocasionalmente, o que permite que varios fragmentos de DNA de diversos tamanhos
sejam formados a partir da extremidade 3' do oligonucleotideo. Cada tubo contém
cadeias de DNA sintetizadas de tamanhos distintos na dependéncia do ddNTP
adicionado, por exemplo, no tubo contendo o ddATP, todas as cdpias complementares
do DNA foram interrompidas quando a base T estava presente na amostra de DNA
tempiate. Como todos as reacdes sdo realizadas simultaneamente e contém ¢ mesmo
oligonucleotideo sintético complementar ao DNA template fixo pelo anelamento na
extremidade 5’, somente a variacdo da extremidade 3’ determina os diferentes produtos
de reagéo.

Os produtos dos quatro tubos de reagles de seqlienciamentc do DNA recém
sintetizados sdc aplicados em gel de poliacrilamida que permite a separagac
eletroforética do DNA de acordo com o comprimento da seqgliéncia nucleotidica. Apos a
eletroforese o gel é entdo seco e exposto ao filme de raio-X para a auto-radiografia. As
segliéncias mais curtas incorporaram os nucleotideos préximos dos oligonucleotideos e
assim migram mais rapidamente, como todas as bandas foram sintetizadas a partir do
mesmo DNA template, ac final a leitura do gel revela a sequéncia complementar ac DNA

original.
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O principio do seqlienciamento automatico é basicamente idéntico ao manual. A principal
diferenca é que os oligonucleotideos adicionados a cada um dos quatro tubos do DNA
template estdo marcados com quatro compostos fluorescentes distintos para cada base
A, T,C,G e ndo com um composto radicativo comum a todos os tubos como no método
manual. A sintese do DNA ocorre com a adigao dos ddNTP, como descrito acima, mas
os contetdos de todos os quatro tubos sédo entdo misturados em um Unico pool. Durante
a eletroforese, as diversas cadeias de DNA passam pela fonte de lazer localizada na
base do gel, que entdo excita 0 composto fluorescente. A luz emitida € entao detectada
por um fotomultiplicador que determina simultaneamente cada um dos diferentes
compostos fluorescentes. Essas informagdes sdo depositadas automaticamente no
computador, o qual mostra as varias bases detectadas pelo lazer pela formagéc de picos
de excitacdo coloridos. As vantagens desse método comparado ac manual consistem em
ndo necessitar de radionucleotidoes, de gel de poliacrilamida e da observagéo continua
do tempo de eletroforese além da necessidade de exposicdo imediata do gel para

posterior leitura da seqiéncia.

4.6.1. Segiienciamento manuai

Neste experimento a marcagdo radioativa ocorre na extremidade 3 da cadeia de
alongamento do DNA devido & incorporagdo de ddNTP marcadc com %P, Dessa forma,
a DNA polimerase incorporando eficientemente os ddNTP-**P resultara na necessidade
de quantidades menores de radioiséiopos.

Em tubos denominados: G, A, T, C, foram colocados 2 ul do nucleotideo master mix

(dITP) e 0,5 ul de ddNTP (G, A, T, C) marcado com **P (Amersham Pharmacia) de
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acordo com as instrugbes do fabricante. Em outro tubo colocou-se 1 wl do PCR
purificado, 2 ul do tamp&o da reacgao (Tris-HCI 260 mM, pH 9,5; MgClz 65 mM), 1 ul do
oligonucleotideo complementar da regifo a ser sequenciada, 2 ul da enzima Thermo
Sequenase DNA polimerase e agua para 17,5ul. Foram transferidos para cada tubo com
dideoxinucleotideo (G, A, T, C) 4 ul dessa mistura, homogeneizando-se com os 2,5 ul da
mistura de terminagdo. As reagbes foram colocadas em ciclador automatico de
temperatura e submetidas a uma pré-desnaturacdo de 5 minutos a 94°C seguida de 35
ciclos: 94°C (30 segundos); 56-60°C (30 segundos) e 72°C (1 min). A reagao foi
interrompida pela adigdo de 4 ul da solucéo de 95% formamida; 20 Mm EDTA; 0,05%
bromofenol blue; 0,05% xilenocianol. As amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida 6% (acrilamida 5,7g; bisacrilamida 0,3g; urééa 50g; taurina 8 vezes)
em placa de 35 x 50 cm e 0,4 mm de espessura por 2 a 3 horas a 70 a 90 W. A auto-
radiografia foi obtida apdés exposicdo do gel seco em filme de raio-X por

aproximadamente 24 a 72 horas.

4.6.2. Segiienciamento automatico

As reacBes para 0 seqlienciamenio automatico foram realizadas utilizando o Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Eimer Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Para esta reagao
utilizou-se 20 ng do produto de PCR purificado, 1,6 pMol de oligonuclectideo sense e
antisense (em reacdes separadas), 1,5 ut da solucdo Terminator Ready Reaction Mix do
Big Dye e agua destilada estéril (volume final 10 ul). Em ciclador automatico de
temperatura (PTC-100® Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Inc.), as amostras foram
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submetidas a desnaturacgéo inicial 96°C (1 minuto) e 30 ciclos: 96°C (10 segundos); 57°C
(5 segundos); 60°C (4 minutos). O produto da reacdo de seglenciamentc foi entao
submetido a purificacdo com 2 pl de acetato de amédnio 7,5 M e 50 ul de etanol absoluto
foram adicionados aos 10 ul da reacéo e posterior homogeneizagdo. Apds incubagao por
15 minutos em temperatura ambiente, protegido da luz, a placa foi centrifugada a 4.000
rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi desprezado. Para completa remog&o do etanal,
a placa foi submetida & centrifugacio invertida a 200 rpm por 7 segundos e finalmente
aquecida em termobloco a 65°C por 5 minutos para secagem dos pogos. O produto da
purificacio foi armazenado a — 20°C, protegido da luz com papel! aluminio até a
eletroforese. Para a eletroforese, adicionou-se 2,0 ul de uma mistura de formamida
deionizada (Invitrogen); 25 mM EDTA (pH 8,0) com azul dextran (50 mg/ml}, na
proporgdc de 5:1 em cada pogo. As amostras foram homogeneizadas, desnaturadas a
95°C por 5 minutos e colocadas em gelo para, a seguir serem aplicadas em gel de
poliacrilamida 2 mm de espessura e separados por eletroforese em seqlenciador
automatico (ABI Prism 377 DNA Sequencer, Perkin Elmer, Norwalk, CT, EUA). O gel é
composto por 4,5% de acrilamida / bisacrilamida (19:1, volume final 10 mi); 36g de ureia;
1 g de resina Dowex; 10 mi tampao TBE 10 vezes (Tris, dcido borico EDTA dissédico).
Desta solugio, utiliza-se 20 mi para a montagem da placa, adicionando-se 130 ul de
persufatc de aménio (100 mg/mi) e 13 pi de TEMED. Apos 2 horas de polimerizagao, a
placa é limpa e colocada em cassete para a eletroforese. As condicbes de eletroforese
foram: voltagem: 1680 KV; amperagem: 50,0 mA; poténcia: 150 Watts; temperatura do

gel: 50°C; poténcia do laser: 40,0 mW; tempo de corrida: cerca de 4 horas.
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Tabela 2. Seqliéncia dos oligonucleotideos utilizados na analise do gene das GP Ib8, (X e V.

Oligonucleotideos Posi¢ao Produto Temperaiura Referéncial
de anelamento

Glicoproteina Ibp o o T
ibb 1-8 5-ATGTTGGTGA -3 115-124* 504 pb 60°C Ludiow et al.,, 1996
Ibb 1-AS  5- TGGGCGACATCTCTGAGT -8 602-619*
Ibb 2-8 5-TTACTGCGGCGCTICCCTTG-3 641-660* 694 ph 58°C Kunishima et al., 1997
lbb 2-AS  5-GAGTTTGCAGGCCCGTGITG- 1315-1335"
ibb 3-8 5-GCAACAACCTGACGGCGCTG-3 844-864* 289 pb 60°C Kunishima et al., 1997
ibb 3-AS  5-AAGGCCCAGCAGCGCAAGCT-3 1113-1133*
Glicoproteina I1X
GPIX1-8  5-GCTCCTGCCTCTGGAAATAG-Y -107 & -88™ 214 pb 58°C Noda et ai., 1995
GPIX1-AS 5-GGAGGCCATGCTGGGTAATA-3 88 a 107"
GPIX2-§ 5-TTTCCCAGAGGAGAAGGCTG-3 808-825™ 435 pb 55° G Noda et al., 1995
GPIX2-AS B-GAGGCTGCAGTCACAGTGC-3 1223-1241*
GPIX3-8 5-TCGATGTGACGCAGAACCCC-3 1200-1220* 377 pb 55°C Noda et al., 1985
GPIX3-AS 5-GTTTGGGCTGACCAGGCTTG-3 1558-1577""
Glicoproteina V
GPVi-S  &-TTCAGTACAGGCGCGAACGC-3 2361-2380" 734 pb 58°C Noda et al., 1995
GPYi-AS 53-AACTGCAGCTCCGTCAGGGC-3 3076-3085"**
GPV2-8 5-GETTGCTTGGAGCACAGGECT-3 2983-3003" 911 pb 58° C Noda et al., 1995
GPV2-AS 5-AGGGGCTTCCGAGGAGCTGT-3  3875-3894™
GPV3-8  5-AACCGCACCCAGCTGCGCAC-3 3313-3332* 845 pb 55°C Noda et al., 1995
GPV3-AS p5.CCTCCGAGCCACATCTGGTCA-3 41384158

* nGmero de nucleotideo de acordo com Yagi e cols. (YAGI et al,, 1994) (GenBank AF005988).
** niimero de nuclectideo de acordo com Hickey e cols. (HICKEY e ROTH, 1293) (GenBank M80478).
= niimero de nucleotideo de acordo com Lanza e cols. (LANZA et al., 1993) (GenBank Z23091).

§ (LUDLOW et al., 1996); (KUNISHIMA et al., 1997); (NODA et al., 1895).



4.7. Avaliagao fenotipica e funcional plaquetaria
Entre os individuos com sindrome de Bernard Soulier e seus familiares, assim como
entre os individuos gue apresentavam o alelo VNTR-E, foram realizados os seguintes

exames para a avaliacio fenotipica e funcional plaguetaria:

4.7.1. Avaliacao quantitativa e morfologica das plaquetas

A partir de amostra de sangue periférico coletado em EDTA, foi realizado hemograma,
com contagem do numero total de plaquetas, que foi confirmado atraves da contagem
manual. Quando necessario, por exemplo, na presenca de agregados plaquetarios ou
grande nimero de plaquetas gigantes, a coleta foi repetida em citrato de sodio a 3,8%. O
esfregaco do sangue periférico em 1&mina foi simultaneamente realizado para avaliagéo
da presenca de plaguetas gigantes, assim como excluir alteragbes nas demais series,

como a presenga de inclusdes basdfilas nos neutrdfilos.

4.7.2. Testes funcionais plaquetarios

s Teste de lvy modificado: avalia o tempo de interrupgio espontanea do sangramento
seguido de uma incis&o na face interna do antebrago, a uma pressao constanie de
40 mmHg empregando-se o dispositivo Simplate IIR® (Organon Teknika, EUA).

» Teste da agregacdo plaquetdria: amostras de sangue periférico (~9 mi} foram
coletadas em 1 ml de citrato de sédio 3,2% e centrifugadas a 800 ou 1000 rpm por 10
minutos para obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP foi transferido

para um tubo de plastico e o restante foi novamente centrifugado a 3.000 rpm por 15
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minutos para obtencdc do plasma pobre em plaquetas (PPP). A agrega¢éo foi
realizada no agregdmetro PACKS-4 (Helena Laboratories, Beamont, TX, EUA).
Agregacdo plaquetaria induzida pela ristocetina (ristocetin-induced platelet
aggregation -RIPA). para a realizacéo deste teste utilizou-se um volume de 450 ul de
PRP, ac qual foi adicionado ristocetina (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, EUA}, em
uma concentracio inicial de 1 mg/mi, seguida de concentracdes finais varidveis, até
atingir a concentracéo capaz de promover 30% de agregacdo. Em individuos normais
essas concentracdes variam de 0,7 a 1,2 mg/ml.

Agregacdo plaquetaria com diversos agonistas: da maneira semelhante foram
realizados testes de agregacao plaguetaria do PRP com concentragdes especificas
dos agentes agregantes: adrenalina 0,1 uM e 3 uM; adenosinadifosfato ou ADP 1 uM

e 3 uM; coldgeno 1 pg/mi e acido aracdénico 500ug/ml e plasma bovino 50ul.

4.7.3. Determinacio quantitativa das glicoproteinas de membrana plaquetéria por

citometria de fluxo.

Neste experimento, 5 ul do PRP fol transferido para um tubo de poliestireno {12 x 75

mm), onde foram adicionados 200 p! de solugéo de paraformaldeido a 1% e incubado &

temperatura ambiente por 10 minutos. Ap6s o periodo de incubagao, foram adicionados

2 mi de solugéio tampdoc PBS-SAB (tampéo fosfato 0,1M e SAB, soro albumina bovina, a

0,2%, pH. 7.2 a 7,4) e a mistura obtida foi centrifugada a 1800 rpm por 15 minutos. Ao

precipitado foram adicionados 45 ul de PBS-SAB, além de 10 wl de um dos anticorpos

monoclonais especificos conjugados com os fluorocromos isotiocianato de fluoresceina

(FITC) ou ficoeritrina (PE) para permitir a visualizagio. Esses anticorpos reconhecem 08
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diversos componentes dos complexos de glicoproteinas tais como anti - GP iba (CD42t
PE), anti - GPIX (CD42a-FITC), anti - GPllb (CD41-FITC) e anti - GPlila (CD61-FIT(C
(Beckman Coulder Immunotech, France). Como coniroles negativos foram utilizadc
anticorpos de camundongos IgG1-PE e 1gG2a-FITC (Beckman Coulder Immunotec
France). Apos 20 minutos de incubacdo a temperatura ambiente e repetidas lavager
com tampdo PBS-SAB foi determinada a quantificacdo de cada glicoproteina pe
aquisicao de 10.000 células no citdmetro FACSCalibur (Becton Dickinson) seguida ¢
analises a partir da aquisicdo de 10.000 células, utilizando-se o programa CellQue

(Becton Dickinson).

4.7.4. Avaliacdo da coagulagao sangiiinea
Foram realizados 0s seguinies testes laboratoriais para a avaliagdo da coagulacé
sangliinea: tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parciaimente ativado

ternpo de trombina em aparelho Thrombolyzer® Rack Rotor (Organon Teknika).

4.7.5. Avaliacao quantitativa e funcional do fator de von Willebrand (FyW)

e A quantificagdo do antigeno do fator de Von Willebrand (FVYW:Ag) plasmatico i
determinada por ELISA utilizando o anticorpo capturanie de coelho anti-FV
humano {Dako A0082, Dinamarca) para a captura do antigeno e o anticorpo ¢
coelho anti-FVW humano C‘Oﬂjugado com peroxidase (Dakc P226, Dinamarc
marcado para a determinacdo da quantidade de antigeno do FVW (MAZZINI et 2

2000).



A determinacéao da atividade coagulante residual do fator VIl (FVIIl:C) foi realizada
pelo ensaio em um estagio baseado na correcdo do TTPA de plasma humano
artificialmente deficiente em fator VIl (Biomérieux Inc., Carolina do Norte-EUA) em
aparelho Thrombolyzer® Rack Rotor (Organon Teknika).

A atividade cofatora da ristocetina (FVW:RCo) em induzir agregag@o plaquetaria de
um pool de células normais. Nessa técnica foram utilizadas plaquetas liofilizadas (NL
Helena Laboratories, Beaumont, TX, EUA) que foram ressuspendidas em 5 mL de
tamp&o TRIS-salina (TRIS 0.05 M, NaCl 0,15M; azida sddica 0.02%), para obtengdo
de cerca de 300 x 10° células/mL. Para a realizacdo da curva de calibragdo foi
utilizado o calibrador S.A.R.P. (Specialty Assayed Reference Plasma - NL Helena
Laboratories, Beaumont, TX, EUA), nas diluictes 1:2; 1:4 e 1:8 em tampao TRIS-
salina. Em 400 ul das plaguetas obtidas, sao adicionados 50 i de ristocetina
liofilizadas (NL Helena Laboratories, Beaumont, TX, EUA) na concentracdo de 10
mg/ml e 50 uyl do plasma teste diluido 1:2 e 1:4. As andlises foram realizadas no
agregbmetroc PACKS-4 (Helena Laboratories, Beamont, TX, EUA). Os resultados da
atividade cofatora de ristocetina foram obtidos a partir da curva da calibragdo. Foram
considerados normais os valores entre 50 e 150 % de atividade de acordo com a

padronizacdo realizada no Laboratdric de Hermostasia do Hemocentro da Unicamp.

4.8. Analise Estatistica
Para comparar a freqiéncia dos gendtipos e haplétipos do gene da GP Iba entre os
varios grupos de individucs da populagéo geral ou com diagnostico de IAM estudados

foram empregados o teste qui-quadrado para a maioria das comparacgdes. Entretanto,
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quanto o0 numero de amostras foi inferior a cinco o teste exato de Fischer foi utilizado ¢
em ambos testes considerou-se o nivel de significancia de 5% (0=0.05). Na analise d¢
parametro idade no estudo caso-controle, foi utilizado o teste paramétrico de Student.

O odds ratio (OR) foi utilizado para avaliagéo do risco de infarto do miocérdio em relagéc
aos genotipos e hapidtipos da GP iba. A variagdo do OR estimado nas amostra:
avaliadas foi considerada a partir do calculo de 95% de intervalo de confianga (1.C.)
obtido pelo método de Comnfield. Foi considerado risco para infarto do miocardio quandt
OR (95% 1.C.) > 1.

A interacdo entre os polimorfismos da GP lba em relagdo as diversas variavet
consideradas fatores de risco para doenca coronariana oclusiva (obesidade, tabagisma
hipertenséo arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia e histérii
familiar de doenca oclusiva vascular) foi definida pelo método estatistico de regresséa
logistica. Aquelas varidveis que na andlise individual demonstrou nivel descritivo d
probabilidade abaixo de 10% foram considerados como possiveis fatores de risco par
IAM. A seguir, essas varidveis foram avaliadas conjuntamente pelo método de regressa
logistica. Todos esses lestes estatisticos mencionados foram realizados utilizando
programa S-Plus versao 2000 para Windows (MathSoft, Inc, 1999).

O grau de gravidade da doenga coronariana foi definido pelo nimero de vasos em qu
pelo menos 50% da luz vascular foi acometida pela doenca aterosclerética. A correlaga
entre 0 nimero de vasos afetados e os polimorfismos da GP Iba foi realizada peio test
do qui-quadrado para tendéncia linear e para avaliagéo foi utilizado o programa Epi Inf
versdo 6 (Centers for Disease Control and Prevention - US Department of Health an

Human Service).



Vu Resultados
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5. Resultados

5.1. Caracterizacdo molecular da Sindrome de Bernard-Soulier

Os casos descritos exemplificam o quadro clinico e laboratorial tipicos da SBS e dess
forma a caracterizacdo das mutacdes nos diversos genes que compdem o complexo d
receptor plaquetario formado pelas glicoproteinas Ib(o e p)-IX-V. Nas tabelas 3 e 4 esta

resumidos o quadro clinico e laboratorial dos individuos com SBS e familiares.

Caso 1. AMH, 27 anos, sexo feminino, brasileira, caucasoide. Histéria desde os doi
anos de idade com quadros recorrentes de epistaxe bilateral, de dois a trés episodic
semanais. Recebeu diagndstico na época de purpura trombocitopénica imune (PTi) e
outro servigo, sendo tratada com corticoterapia e tendo recebido repetidas transfusoe
de concentrado de heméceas e plaquetas. Apresentou menarca aos 13 anos coi
sangramento abundante e desde entdo em uso continuo de hormonioterapia co
blogueio dos ciclos menstruais. Aos 12 anos de idade foi avaliada pelo servigo ¢
Gensética Clinica da Unicamp, pois apresentava atraso no desenvolvimento neuromotc
dificuidade de aprendizagem e certo grau de agressividade. Na avaliag&o clinica, fora
observados diversos sinais que sugeriam tratar-se de uma sindrome genética, cor
obesidade, macrocrania, fronte curia, sinofre, pregas epicanticas com fendas palpebra
obliquas para cima, labio inferior invertido, lingua fissurada e palato alto, pescogo curt
cifose, pés alargados, hirsutismo constitucional e acantose nigricans. Ainda que
paciente fosse filha adotiva e os antecedentes familiares fossem desconhecidos, sabi
se do antecedente de consanglinidade, sendo a paciente filha da uni@o entre tioc mater
e sobrinha. Foi realizada na época, a avaliagao de cariétipe cujo resultado embora fos:

48,XX, evidenciou na pesguisa de sitio fragil do cromossomo X, positividade em du



celulas, entre 218 células contadas e analisadas. O laudo final sugeriu trata-se de caso
de sindrome do cromossomo X fragil. Aos 23 anos foi encaminhada ao ambulatério do

Hemocentro da Unicamp quando foi diagnosticada SBS. Exames laboratoriais:

hemograma com anemia discreta hipocrémica e microcitica e plaguetopenia (26 a 70 x
10° /L) e volume plaquetario médio (VPM) entre 18,1 a 20,4 fL (normal 7 a 11fL). Ao
esfregaco do sangue periférico observava-se presenca exclusivamente megaplaquetas.
Tempo de sangramento (T3) foi de 19’ (normal: 2'15” a 9° 30"). A agregagao plaquetaria
foi ausente quando induzida com ristocetina a 1mg/mL, sem melhora ao adicionar
plasma bovino. A agregacdo foi normal quando utilizade como agente agonista ¢ ADP a
3uM e 1uM; a adrenalina 0,3 uM e o colageno 1ug/mi e 1,5 mg/ml e 2,0 mg/ml. Em uso
cronico e continuo de anticoncepcional oral, apresentava quantificagdo de FVIILC
230.6% (normal: 80 a 150%), FVW:Ag 145 Ul/dL (normal 60 a 100 Ui/dL) e cofator de
ristocetina 143, % (normai 50 a 100%). A avaliagdo das glicoproteinas de membrana
plaguetarias por citometria de fluxo mostrou a auséncia da expressdo da GP ibo
(CD42b) e 84,62% das células apresentavam expressao para GP 1X (CD42a), 89% para
GP lib (CD41) e 92,8% para glicoproteina lila (CD 61). No enfanto, foi possivel notar
uma nitida diminuicdo da intensidade de fluorecéncia da GP IX nas plaquetas da
paciente em relacdo ao controle (figura 14), sugerindo gue embora a GP IX eslivesse
presente na maioria das células analisadas, a mesma estava expressa em menor
quantidade que o normal. Por outro lado, a intensidade de filuorescéncia das GF llb e GF
fifa foi mais intensa na paciente que no controle. Esta observac&o é comum nos casos
da SBS, devido a presenga de megaplaguetas, com maijor superficie da membrana,

tendem a expressar mais intensamente a GP lib-llla.
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Legenda para os heredogramas

Mulheres Homens individuos com diagndstico SBS
@ .
individuos portadores da mutacéo provaveis individuos portadores da mutag&o
com confirmacg&o molecular sem confirmagao molecular
I
1 2

i

2
Figura 13. Caso 1. Heredograma do individuo AMH (lli:2).

Embora ndo tenha sido possivel o acesso para investigacdo dos
familiares (filha adotiva), é possivel estabelecer o provavel gendtipo
dos genitores devido ao histdrico de consanglinidade e presenca

da mutag&o envolvendo a GP lba em homozigose.

A avaliagdo molecular do gene da GP Iba, evidenciou a presenga da troca de base T—
na posico 3741 (de acordo com a numeragdo em Wenger e cols. (WENGER et 8
1988)) levando & mutacdo em homozigose da cisteina na posigao 209 por uma serit

{figura 14). Esta mutacao ja foi descrita anteriormente por Simsek et al. (SIMSEK et &



1994a) e esta localizada na seqliéncia C-terminal, sendo gue a Cys 209, participa de
uma das ligagdes dissulfidicas. O sequienciamento dos genes da GP Ibp e GP X neste

caso foram normais.
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Figura 14. Caso 1. Citometria de fluxo das glicoproteinas plaquetdrias e
seqlienciamento GP lba. Acima a andlise das glicoproteinas plagustarias por
citometria de fluxo, comparando o resultado da paciente AMH (vermelho) e controle
normal (azul). A avaliacdo da GP lba (CD 42b) no caso da paciente AMH foi ausente e
Bouco diminuida para a GP IX (CD42a) em relacdo ao controle. A intensidade de
fluorescéncia das GP llb (CD41) e GP llla (CD61) foi mais intensa na paciente AMH
que no confrole. No esfregago do sangue periférico observa-se presenca de freqlientes
megaplaquetas (seta). O seqlénciamento do gene da GP lba (A: paciente e B:
controle); evidenciou uma troca de base de um T~—»A na posicio 3741 (seta) levando a

substituicdo de uma cisteina na posi¢do 209 por uma serina {Cys 208 — Ser).
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Caso 2. SSM, 30 anos, sexo masculino, brasileiro, filho de pais libaneses. Histtria dest
a adolescéncia de gengivorragia esporadicamente, associada a escovacdo. Aos 23 an
evoluiu com sangramento abundante apds exiracao dentaria, com melhora apds uso ¢
selante de fibrina e sutura local. Na ocasigo, foi observada a presenca de plaguetopen
e feito o diagndstico de sindrome de Bernard-Soulier em outro servico. Aos 26 anos 1
submetido a correg&o cirargica de hérnia de hiato esofagico, apresentando sangramen
excessivo com necessidade transfusional e controle com uso de desmopressit
(DDAVP) via endovenosa e transfusdo de plaquetas. Nega outros antecedents
hemorragicos. Apresenta antecedente de consangliinidade, os pais s8o primos e
primeiro grau. Nega historia familiar hemorragica, incluindo pais e dois irméos ma

velhos. Exames laboratoriais: hemograma evidencia apenas plaguetopenia, co

contagem entre 20 a 32 x 10° /L e volume plaquetario médio (VPM) entre 19,4 a 20
(normal 7 a 11fL). Ao esfregaco do sangue periférico observa-se presenca de freqiente
megaplaguetas. Tempo de sangramento 27'57” (normal: 215" a 9'30"). Teste ¢
agregacao plaquetaria auséncia de agregacéo induzida pela ristocetina a 1mg/mL; 1
mg/mit e 2,0 mg/mi. Quantificacdo de FVW:Ag 80 Ul/dL e FVII:C 223,6% & cofator ¢
ristocetina 127,6% (normal 50 a 100%). A avaliac&o das glicoproteinas de membrar
plaguetarias por citometria de fluxo mostrou a auséncia da expressdo da GP It
(CD42b) e 98% das plaquetas apresentavam expresséo para GP IX (CD42a), 99% pa
GP lib (CD41) e 96% para glicoproteina tila (CD 61).

A avaliagado molecular do gene da GP [ba, evidenciou a presencga da troca de base T—
na posicao 3212 (de acordo com a numeracao em Wenger e cols. (WENGER et a

1988)) levando a mutag&o em homozigose da leucina na posigdo 115 por uma prolin



Esta mutacdo leva a perda do sitio de digestao reconhecido pela enzima de restricdo
AlwN | (New England BioLabs®Inc.). A digestdo do produto de PCR referente & regido da
mutacio descrita, utilizando a enzima AlwN |, confirmou que os pais de SSM e sua irma
apresentam esta mutacdo em heterozigose, enquanio seu irmao, assim como outros 50
controles n&o relacionados testados, foram todos negativos para a presenga desta
mutacao (figura 15). Estes achados foram confirmados pelo seqlienciamento da regido
(figura 17). Esta mutagdo esta localizada na regifo rica em leucina e nédo ha relato de ter
side anteriormente identificada. O seqlenciamento dos genes da GP Ibf} e GP IX neste

caso foram normais.

Figura 15. Caso 2. Avaliagdo dos familiares e controles para mutagao

Leul115—Pro do gene GP lba. Representagdo da digestdo do produto de
PCR com 595 pb, referente & regidc rica em leucina da GP Ilba
{oligonucleotideos lba 1-S e lba 1-AS), pela enzima de restrico AlwN [ Na
presenca da mutagdo Leu115->Pro hé perda do sitic de restricdo da enzima
AlwN |, como pode ser observado na linha 1, representando o sujeilo SSM,
que apresenta a mutac8o em homozigose. Entre os familares de SS5M,
observa-se que seu pai {linha 2), sua mae (linha 3) e sua irmé (linha 4), séo
heterozigotos para a mutagdo. Seu irmao {linha 5), assim como todos os 50
controles testados (C), ndo apresentam a mutacao. ‘



|

v

Figura 16. Caso 2. Heredograma do individuo SSM (1V:3), com diagnéstico
de SBS e cujo estudo molecular mostrou a presenca da mutacdo Leu115—Pro
no gene da GP Ibo. Sua mae (lli:1) e seu pai (I1i:2) s&o primos em primeiro
grau e confirmaram ser heterozigotos para a mesma mutagéo. Foi possivel
ainda avaliar sua irma (IV:1) que foi heterozigota para a mutagédo enquanto
que seu irméo n&o apresentou alteracdo no gene da GP iba. Na avaliagéo do
esfregaco do sangue periférico foi possivel observar que os individuos

heterozigotos apresentaram dupla populagdo de plaguetas com tamanho
normal e megaplaquetas (setas).
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O paciente SSM e familiares
Figura 17. Caso 2. Representacao dos resultados da citometria de fluxc das glicoproteinas

O controle

plaquetarias e do seqilienciamento do gene da GP Iba. Em vermelho, paciente SSM (IV:3) e seus

familiares (lI:1 mae; Hl:2 pai; Vi1 irm3; [V:2 irm&o) e em azul, controle (C). A intensidade de

fluorescéncia da GP lbu esta ausente no sujeito SSM (IV:3) e dimuida nos famifiares heterozigotos

para a presenca da mutag&o {I[:1 mae; 1I1:2 pai; IV:1 irm3) em relagZo ao controle. A seta indica a

troca base T—C, levando & mutag&o Leu115-Pro no gene da GP Iba.
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Caso 3. FDSJ, 25 anos, feminina, branca (ascendéncia italiana). Inicic
acompanhamento aos dois anos de idade em outro servico, onde foi diagnosticad
sindrome de Bernard-Soulier. Histdria clinica de epistaxe recorrente bilateral desde

infancia, evoluindo com quadros hemorragicos graves e necessidade transfusional er
diversas ocasides. Apresentou menarca aos 13 ancs de idade, com ciclos de hiperflux
menstrual e melhora apés introdugdo de terapéutica hormonal. Apesar do tratament
cronico irregular com reposicéo de ferro, evoluiu com persisténcia de niveis baixos d
ferro e ferritina sérica. Aos 14 anos de idade foi diagnosticada a presenca de sorologi
positiva para virus da hepatite C, sem sinais de alteracdo hepdtica até o present
momento. Nega histdria de consangdinidade ou antecedente hemorrdagico na familic
Exames laboraloriais: hemograma com anemia hipocrémica e microcitica persistente d
leve a moderada intensidade, plagquetas com contagem entre 15 a 20 x 10° /L e volum
plagquetario médio (VPM) de 17,7 a 20,5 (normal 7 a 11fL). Ao esfregaco do sangu
periférico observa-se presenga de megaplagquetas. Tempo de sangramento superior a 5
minutos. Teste de agregacéo plaguetaria com auséncia de agregacéo induzida pel
ristocetina a tmg/mL; 1,5 mg/mL e 2,0 mg/mL. Quantificacdo de FVW:Ag 200 Ul/dL
FVIIEC 195%. A avaliagdo laboratorial dos familiares evidenciou que a mae, um i
materno e ¢ avé materno da paciente, embora assintomaticos apresentavam ntmero d
plaquetas discretamente reduzido, com presenca de plaquetas de volume normal

megaplaguetas. A figura 18, com o heredograma da familia, mostra o esfregaco d
sangue periférico da paciente e demais familiares avaliados. O pai, 0 unico irmé&o, assi
como outro tic materno e a avd materna da paciente apresentavam plagueta

numericamente e morfologicamente normais. No estudo funcional dos familiares, apena



a agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina (RIPA) apresentou resultado alterado
(hipoagregante) entre os familiares que apresentavam alteracdo plaquetaria ao
hemograma. O resuitado da citometria de fluxo para as glicoproteinas plaquetarias foi
alterado apenas para a paciente, que nao apresentou expressao da GP Ib o e GP X,
com aumento da expressdo para as GP llb e GP llla em relagdo ao controle normal,
provavelmente devido a presenga das megaplaquetas (figura 19). O seqlienciamento dos
genes da GP iba e GP IX foram normais para a paciente e seus pais. No entanto, o
sequenciamento do gene da GP IbB da paciente, assim como dos familiares com
alteracdo numérica e morfologica das plaguetas (mae, avd materno e um dos tios
maternos), evidenciou uma troca de base de um T—G no cédon iniciador ATG em
heterozigose, levando & substituicdo da metionina na posigcdo 1 para uma arginina {-
25Met — Arg). O seqllenciamento da mesma regido entre seu pai e demais familiares foi

normal {figura 19).
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2

Figura 18. Caso 3. Heredograma do individuo FDSJ (lll:1), com
diagnostico de SBS. N&o ha relato de consanglinidade na familia. Sua
mae {I1:3}, seu tio materno (I1:2) e seu avd materno, apresentam na
avaliago do esfregaco do sangue periférico dupla populacdo de

plaguetas com tamanho normal e megaplaquetas (setas).
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Figura 18. Caso 3 Representacic dos resultades da citometria de fluxe das glicoproteinas plaguetdrias ¢ do

O paciente FSJ e familiares

seqlienciamento da GP 1bB. Apenas a paciente {Il1:1) apresentou alteragfo na expressfo da GP, com auséncia das GF iba e
GP X e discreto aumento das GP IIb e GP ifia. No entanio, o seqienciamento do gene da GP 1bB evidenciou a troca do T-»G no
codon iniciador ATG (seta) em heterozigose, levando a substituicc da -25Mst — Arg, tanto para a paciente (lil:1), como para
aqueles com dupla populagio plaquetdria (mée, 11:13; tio 1112 @ avd materno i:2). O seqgilenciamento dos demais familiares com
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plaquetas normais (pai, li:4; tio 1111 & avd materna 1:1) ndo mostrou alteragao
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5.2. Identificacéo dos distintos alelos do VNTR

A presencga de seqiéncias nucleotidicas repetitivas de 39 pb idénticos (variable
number of tandem repeats-VNTR) na regiéo macroglicopeptidica do gene da GP Iba
resulta na formagéo de alelos polimorficos. Os alelos podem ser identificados
diretamente por diferentes padrdes de migracdo do produto do PCR em gel de
eletroforese, variando de 4 copias (VNTR-A) até uma UGnica copia (VNTR-D).
Raramente a delegdo dessa seqiléncia de repeticdo pode ocorrer, entdo nenhum dos
39 pb é detectado, formando o alelo VNTR-E. Como a detecgio desses alelos VNTRs
¢ feita pela simples observacéo do tamanho do produto do PCR é importante que mais
de um experimento seja para a certificar os especificos alelos. Neste estudo nods
utilizamos dois PCRs independentes para cada amostra do DNA gendmico testado. O
primeiro par de oligonucleotideos (VNTR-F2 e VNTR-B4) originou os produtos de PCR
de 563 pb, 524 pb, 485 pb e 446 pb correspondendo aos alelos do VNTR B, C,De E
respectivamente (Figura 20, Painel A). Utilizando um segundo par de
oligonucieotideos (VNTR-F3 e VNTR-B4) os fragmentos de PCR obtidos foram de 276
pb, 237 pb, 198 pb, and 159 pb correspondendo aocs alelos do VNTR B, C, D, éﬁd E,
respectivamente (Figura 20, Painel B). Em todos os casos analisados, houve
concordéncia entre as duas analises de PCR realizadas para cada caso. Nio foi

identificado nenhum humano entre 0s casos agqui analisados, com o VNTR-A.
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Ld BB BC CC CD CE BD DD

Figura 20. Representacéo dos diferentes alelos do VNTR do gene da GP Iba. O gendtipo
para o polimorfismo VNTR, de todos os sujeitos deste estudo, foi determinado a partir da
realizacéo de dois PCRs independentes. Os produtos destas reacbes podem ser visualizados
em gel de agarose 3%, corado com brometo de etidio.

Painel A. Utilizando os oligonuclectideos localizados na porgic 3915-3938 (VNTR-F2) e
4378-4400 (VNTR-B4), do gene da GP lbg, resultou em produtos de PCR com 563 pb, 524
pb, 485 pb e 446 pb correspondendo aos alelos do VNTR B, C, D e E, respectivamente. Ld:
ladder, marcador de peso molecular para cada 100 pb.

Painel B. Os mesmos DNAs gendmicos foram amplificados, utilizando os oligonucleotidecs na
regides 4202-4223 (VNTR-F3) e 4378-4400 (VNTR-B4), do gene da GP lba, resultou em
produtos de PCR com 276 pb, 237 pb, 198 pb e 159 pb, correspondendo aos alelos do VNTR
B, C, D e E, respectivamente. ¢X: marcador de pesoc molecular digerido pela enzima de

resiricdo Hae lii. pb: pares de base
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5.2.1. Distribuicdo dos polimorfismos da GP lba nas diversas populacdes.

Parra e cols. (PARRA et al,, 2003) relataram recentemente que entre brasileiros a
identificacdo do grupo étnico ao qual um determinado individuo pertence n&o pode ser
baseada simplesmente na caracterizaggo fenotipica. Como nfo ha até o momento
nenhum metodo ideal, seja clinico ou molecular, que permita o reconhecimento
inquestionavel do grupo étnico ao gue o individuo pertence, optamos por um critério
alternativo. Os individuos descendentes de imigrantes da Europa (caucasoides) ou da
Africa foram incluidos somente quando ndo havia mistura de racas naquela familia,
pelo menos nas Ultimas trés geracbes. Ainda que esse critério ndo seja o ideal, foi
possivel determinar que esse critério de selegéo resultou em grupo de individuos em
que a distribuicdo dos distintos alelos da GP |ba estava balanceada. A fregléncia dos
gendtipos do VNTR entre os descendentes de caucasoides e africanos foi distribuida
de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (VNTR: X2{3): 112, 0.7 <P<08e xz(z;
=1.91; 0.3 < P < 0.5, respectivamente). De forma semelhante 3 distribuicédo dos alelos
Kozak —5C/T estava em equilibrio na populacac estudada (xzm =291, 005 <P <01,
and y°) = 0.163; 0.5 < P < 0.7) entre os descendentes de caucasdides e negroides,
respectivamente. Dessa forma, esses dados sugerem que os individuos analisados
podem ser considerados representativos das referidas populages.

Por outro lado, entre os Indigenas Parakanés, a distribuicdo dos alelos da GP iba ndo
estd em equilibrio, 0 que era anteriormente esperado. Essa populacdo vive em duas
tribos separadas na Amazdnia Oriental e geograficamente estéo isolados dos outros
grupos. Varios fatores podem contribuir para a distribuicdo desses alelos, entre eles, a

pratica comum de casamenios consanglineos, poligamia e isclamentos impostos
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geograficamente transitorios ou definitivos. Néo foi possivel demonstrar miscigenacao
com outras ragas, ate a década de 70, quando a determinacao do sistema HLA e de
alguns grupos sangliineos, tais como ABO, Duffy e Diego foram estudados por Black e

cols. (BLACK FL, 1980).

5.2.1.1 Comparacio das distribuicées dos VNTR da GP Iba entre individuos de
distintos grupos étnicos.

A comparag&o da prevaléncia do genétipo BC foi maior entre descendentes de
africanos do que caucasoides 26.2% vs. 16.4%, respectivamente (P < 0.02; 52 = 5.75),
assim como o alelo B foi mais comum entre os africanos do que entre os caucasoides
(0.158 v 0.109; P < 0.04; y* = 4.28). Nenhuma outra diferenga na prevaléncia dos
diversos genotipos e alelos fol determinada entre esses grupos (Tabela 5).

Entre os Indigenas somente os alelos B e C foram identificados. A prevaléncia do
genotipo CC fol maior entre os Indigenas (79%) comparado com 66.7% (P < 0.05; y* =
3.84) entre caucasodides ou 62% entre negroides (P < 0.01; ¥* = 6.03). A prevaléncia
do alelo C foi maior entre os Indigenas do que entre os caucaséides (P < 0.05; y* =
3.8) ou de negroides (P < 0.02; y* = 5.8). O genotipo BC foi mais comum entre os

negroides do que entre os Indigenas (26.2%vs. 17.9%, P<: 4= ).
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Tabela 5. Fregliéncia dos gendtipos e alelos do polimorfismo VNTR da GP Iba em

populacdes brasileiras.

Caucasodides Negréides Parakana
(n = 280) (n = 145) (n=867)

Gendtipo (%)
BB 5(1,8%) 3 (2,1%) 2 (3%)
8C 46 (16,4%) 38 (26,2%) 12 {17,9%)
CC 187 {(66,7%) 80 (62,1%) 53 {79,1%)
CD 31{11,1%) 9 (6,2%) G
Db 4 {1,4%) 34{2,1%)} G
BD 5{(1,8%) 2{1,3%) 0
CE 2{0,8%) 0 0
Freqléncia alélica
B 0,108 0,158 0,119
C 0,809 0,783 0,881
D 0,679 3,059 0
E 0,003 0 0

Teste %, ou Teste de Fisher para as amostras menores, foram utilizados para
comparar as diferencas entre as trés populactes brasileiras distintas, considerando a
freqléncia dos genotipos e alelos do polimorfismo VNTR da GP lba.

A freqliéncia entre Dbrasileiros caucasdides e negroides foi estatisticamente
significativa apenas para o gendtipo BC (P < 0.02; 4* = 5.75) e para alelo B (P < 0.04;
¥* = 4.28). Nenhum alelo D foi identificado entre os Parakanas. Isto pode explicar em
parte a diferenga entre Parakands e caucaséides para o gendtipo CC (P < 0.05; y% =
3.84) e para o alelo C (P < 0.05; y* = 3.8). Da mesma forma foi observada uma
diferenca entre os Parakands e negrbides para o genétipo CC (P < 0.01; y*=86.03) e
para alelo C (P < 0.02; y* = 5.8).
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5.2.1.2. Prevaléncia do polimorfismo da posicdo -5 C/T da seqiiéncia Kozak
entre individuos de distintos grupos étnicos

Na Tabela 6 estd demonstrada a prevaléncia dos genétipos e alelos da GP |ba na
posicao —5 C/T da sequiéncia Kozak. N&o houve diferencgas entre a freqiiéncia génica
dos diversos alelos entre caucaséides ou negréides (0.139 v 0.169 respectivamente, P
= 0.25). Entretanto o alelo —5C foi mais comum entre os indigenas (0.254) quando

comparados aos caucasoides (0.139; P < 0.001; x* = 10.45) ou negroides (0.169; P <

0.04; v*=4.17).

Tabela 6. Freqliéncia dos gendtipos e alelos da seqiiéncia Kozak da GP lba em

populagbes brasileiras.

Caucasoides Negroides Parakan3
{n = 280) {n = 145) {n =67)

Gendtipo (%)
TT 203 (72,5%) 99 (68,3%) 34 (50,7%)
TC 76 (27,1%) 43 (29,6%) 32 (47,8%)
cC 1(0,4%) 3(2,1%) 1(1,5%)
Fregiiéncia alélica
T 0,861 0,831 0,746
C 0,139 0,169 0,254

Teste xz, ou Teste de Fisher para as amostras menores, foram utilizados para
comparar as diferencas entre as trés populagdes brasileiras distintas, considerando

a fregiiéncia dos genotipos e alelos do polimorfismo Kozak do gene da GP lba.
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5.2.1.3. Distribuicdo dos haplétipos do gene da GP Iba nas diversas populacbes
étnicas.

Anteriormente nosso grupo relatou a prevaléncia dos alelos dos sistemas HPA-1 até
HPA-5 entre individuos dos diversos grupos étnicos (CASTRO et al., 1999). Na Tabela
7 esta demonstrado a distribuicdo dos diversos haplétipos que englobam os
polimorfismos do HPA-2, VNTR e -5C/T Kozak da GP Iba entre individuos dos trés
grupos etnicos. Foram identificados 10 haplétipos distintos, sendo que o mais comum
entre negroides (38%) e caucasbides (43,6%) foi 0 mesmo Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-
CC. Entre os Indigenas 0s haplidtipos Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC e Kozak-TC/HPA-

2aa/VNTR-CC foram igualmente prevalentes.
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5.2.1.4 Desequilibrio de ligacdo incompleto entre os alelos da GP lbo é comum
presente em todos os grupos étnicos.

Estudos anteriores demonstraram que os alelos do VNTR-A e B estdo em ligagdo !
desequilibrio com o HPA-2b, enquanto os alelos VNTR-C e D com o HPA-2a. Nes
estudo foi observada a ligagéo de desequilibrio incomum entre o HPA-2b com o VNTR
em 32 de 340 (9,4%) individuos informativos, ou seja, aqueles com o gendtipo VNTR-(
ou HPA-2bb. A maior prevaléncia dessa associagéo foi determinada entre os negroid
(14%), seguida de 10% entre Indigenas e 6% entre caucasdides.

De maneira semelhante, a associagdo incomum entre os alelos HPA-2a e VNTR-B
identificada em 7 de 361 (2%) de todos casos informativos (ou seja, gendtipos HPA-2
ou VNTR-BB). A associacdo HPA-2a/VNTR-B ocorre em 5% dos negréides (n=5) e ¢
~1% dos caucasodides (n=2).

A analise conjunta do VNTR, HPA-2 com o polimorfismo da seqléncia Kozak revelou g
a grande maioria apresenta o alelo -5C associado com o VNTR-C ou D e HPA-
Entretanto em um caucasiano e um indigena foi identificado o haplétipo Kozak-TC/HF
2bb/VNTR-BB. Finalmente em um individuos negrdide foi determinado o raro haplot

Kozak-CC/HPA-2aa/VNTR-BC.

5.2.1.5. identificagdo do raro alelo VNTR-E.

Neste estudo foi possivel identificar em dois individuos caucaséides, ndo relacionados
raro alelo VNTR-E em associagdo com o VNTR-C (figura 21). O seqlienciamento
regido ao redor da delegdo dos 39pb demonstrou um polimorfismo neutro do aminoac

prolina 395 (mudanca de A para G na posicdo 4301) (figura 22). Esses individi



apresentaram numero de plaguetas normal, assim como a morfologia celular. Além disso,

a quantificacdo das diversas glicoproteinas plaquetarias por citometria de fluxo,

demonstrou que os varios complexcs de GP estdo preservados. O estudo funcional das

plaquetas desses individuos e de alguns de seus familiares, ndo revelou nenhuma

anormalidade no tempo de sangramento de lvy, agregagdo plaquetaria em respostas aos

varios agonistas, incluindo ristocetina que na superficie plaquetaria reflete anormalidades

do complexo GP |b-1X-V (Tabela 8).

Tabela 8. Avaliagcao quantitativa, morfoldgica e funcional das plaquetas entre 0s membros da

familia que apresenta o VNTR-E.

individuo Plaquetas VPM TS RIPA FvW:RCo FVHI.C intensidade média de Fluorescéncia
(x10° /L)  (fL) (mg/mL) (%) (%) Ibo. IX lb Itla
(CD42b) (CD42a) (CD41) (CDs1)
Valores 130-400 72111 22-9 07at12 50-150 60-150 85.06 70812 65.87 1136.47
normais (+32.30)° (+226.17)* (£55.5)* (+438.25)"
i1 311 6.2 703" 1.2 264 1618 11342 677.38 72.15 753.88
1.2 389 6.6 552" 1.1 273 108.7 86.61 654.67 486.33 1340.95
.1 419 6.1 558" 0.8 208 143.1 97.52 708.79 86.88 1147.09
1.2 143 7.3 4'13" 1.2 127.7 177.7 105.45 701.80 45,55 870.42

VPM: volume plaquetério médio; TS: tempo de sangramento; RIPA: agregacao plaquetaria induzic

. pela ristocetina; FYW:Rco, atividade cofatora da ristocetina; FVIILC: atividade coagulante do fator Vill

* Intensidade media de fiuorescéncia (unidade arbitraria) obtida pelos anticorpos contra GP Iba, GP I
GP llb, GP llla em controles (SD ).
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Figura 21. Estudo da familia com a rara variante do VNTR alelo E. A. Heredograma com a
representa¢do dos hapldtipos dos polimorfismos da GP Iba (Kozak, HPA-2 e VNTR) de cada
membro da familia estudada. A seta indica o individuo primeiramente identificado nesta familia
com o alelc E. B. Andlise por citometria de fluxo das glicoproteinas plaquetarias, entre 0s
membros da familia com a variante E (vermelho), em comparac&o com controle cujo haplétipo é
Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC (azul). Nac ha diferenca significativa na intensidade de
fluorescéncia para a GP Ibg, entre os membros que apresentam o alelo E e o controle. Pode-se
notar no entanto, uma discreta expressdo maior no individuo 1.2, que pode ser explicado pela
presenca do alelo Kozak —-5C.
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Figura 22. Seqilienciamento da regido contendo VNTR do gene da GP Iba. Os
alelos distintos B ao E do VNTR, estéo representados de baixo para cima. As linhas
tracejadas representam cada cdpia da repeticdo com 39 bp. O alelo E, sem nenhuma
copia da repeticdo com 39 pb, apresenta uma mudanga neutra de A—C na posi¢éo

4301 (prolina 395).

91



5.2.1.6. Homozigose para o alelo VNTR-A é comum entre primatas ndo-humanos.

O alelo VNTR-A né&o foi identificado em nenhum dos 1.000 humanos estudados em nosso
laboratdrio, incluindo os individuos dos estudos relatados neste projeto. No entanto,
quando nos analisamos o DNA gendmico de dois primatas ndo-humanos (chimpanzé e
gorila) para a identificagdo dos polimorfismos da GP Iba utilizando os mesmos
oligonucleotideos para o estudo em humanos, os dois animais apresentaram o gendtipo
Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-AA. E interessante observar que exatamente o contrario do que
é reconhecido em humanos (ISHIDA et al., 1995), em primatas o alelo VNTR-A esta
ligagdo com o alelo HPA-2a. A presenga da homozigose para esse alelo incomum foi

confirmada pelo seqiienciamento direto do produto do PCR (figura 23).

WL ‘lL il

Figura 23. Caracterizagdo do gene da GP
Ibo. em primatas ndo humanos. A. A
sequéncia do DNA gendmico de gorila,
demonstrando a presenca do VNTR-A, com
quatro copias de 39pb (linhas tracejadas). B
Produto de PCR, utilizando 0s
oligonucleotideos nas posigées 3915-3938 e
4378-4400, resultando em um fragmento
maior com 602 pb (VNTR-A), utilizando o
DNA genémico do gorila e chimpanzé.
Controle com DNA humano previamente
caracterizado Ld: marcador molecular.
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5.2.2. Polimorfismos da GP Iba e o risco para o desenvolvimento do 1AM

Os dados clinicos e laboratoriais dos grupos de individuos com IAM e controles estdo
resumidos na Tabela 9. Os individuos foram pareados de acordo com raca, sexo, idade e
massa corporal. Entre 0s demais parametros clinicos e laboratoriais analisados, com
excecdo de hipertensao arterial e Diabetes mellitus no grupo 1 (pacientes que sofreram o
primeiro |AM) e hipertrigliceridemia no grupo 2 (sobreviventes de IAM), todos os demais
fatores de risco para doencga vascular oclusiva foram mais prevalentes entre os pacientes
com [AM do que entre os controles.

A distribuicéo dos varios alelos da GP iba (Kozak, VNTR, and HPA-2) entre os individuos
dos grupos controles revelou que estd de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg,
esses dados sugerem gque esse grupo de individuos, ainda que n&o idénticos agueles com

|AM, representarn uma amostra adequada e representativa da populagéo geral.

5.2.2.1. Os polimorfismos de VNTR da GP Iba estio associados com a
susceptividade para o desenvolvimento de IAM.

A frequiéncia dos gendtipos e alelos dos diversos VNTR determinadas nos dois grupos
estdo representados na Tabela 10.

O gendtipo CD foi mais freqlente entres os individuos com |IAM do que entre os controles
em ambos os grupos, sendo observado uma diferenca estatisticamente significativa (grupo
1: 9,4% pacientes vs. 3,5% controles; P = 0,047; OR, 2.84; 95% ClI, 1,10 — 8,36 e grupo 2:
14.4% pacientes vs. 6.6%, controles; P = 0,026; OR, 2.36; 95% Cl, 1,10 - 5,16). Como os
grupos caso-controle ndo séo idénticos com relagéo a prevaléncia dos varios fatores de

risco para doenga arterial oclusiva, esses dados foram analisados e corrigidos para
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eliminar o risco decorrente desses fatores e ndo do genétipo do VNTR. Apos a regressi
logistica, o genétipo CD embora no grupo 1 tenha apresentado P = 0,07, no grupo 2
risco associado ao gendtipo CD foi independente dos outros fatores para |IAM (P = 0,01).
Por outro lado, o gendtipo BC foi menos freqlientes entre os individuos com I£
comparado aos controles em ambos os grupos, sendo que esta diferenga
estatisticamente diferente no grupo 2 (grupo 1: 18,2% pacientes vs. 26,5% controles; F
0.09; OR: 0,62; 95% CI: 0,36 — 1,07 e grupo 2: 15% pacientes vs. 27,2%, controles; F
0,007; OR: 0,47; 95% CI: 0,27 — 0,82). No grupo 2, a prevaléncia do alelo B foi també
menor entre os individuos com 1AM do que enire os controles (8,9 vs 14,4
respectivamente; P = 0,027; OR: 0,58; 95% CI: 0,35 — 0,84). A andlise da regress
logistica revelou que apenas o gendtipo BC no grupo 2, apresenta associagdo com mer
prevaléncia de |IAM (P = 0,04).

A prevaléncia do alelo D foi maior entre os individuos com 1AM do que entre os controls
mas apenas no grupo 1 esta diferenga atingiu nfvel estatisticamente significativo (grupo
7.9% pacientes vs. 3,5% controles; P = 0,02; OR: 2,36; 95% Cl: 1,12 - 5,03 e grupo 2: ¢
pacientes vs. 5,3%, controles; P = 0,18). Ap6s andlise por regressdo logistica, e:

diferenga no grupo 1 mostrou P = 0,06.



Tabela 9. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com diagnéstico prévio de infarto

agudo do miocérdio (IAM) e dos controles pareados.

Grupo 1 (primeiro 1AM)

Grupo 2 (sobreviventes de IAM)

Pacientes Centroles Pacientes Controles
n=170 (%) n =170 (%) P n=180{%) n=180(%) P
idade, anos 545+108 53+ 11 NS 54 +13.5 50+13.5 NS
{minimo — maximo) (29 -78) (28 - 74) {22 - 85) (20 - 82)
ldade < 50 anos 61 (35.9%) 61 (35.9%) NS 68 (37.8%) 68 (37.8%) NS
no primeiro |AM
Sexo masculino 120 (70.6%) 120 (70.6%) NS 103 (57.2%) 103 (57.2%) NS
Nac Caucasdides 13 (7.6%) 13 (7.6%) NS 28 (15.5%) 28 (15.5%) NS
indice de massa corporal 27 +4 263 NS 2723 267 NS
(kg/m?)
Hipertensdo 1 85 (38.2%) 75 (44.1%) NS 128 (71.1%) 70 (38.8%) < .001
Fumantes / ex-fumantes 88 (51.8%) 28 (16.5%) <.001 108 (60%) 30 {16.7%) < .001
Colesterol 2 220 mg/di 120 (70.6%) 91 (53.5%) <.001 124(68.9%) 97 (53.9%) 0034
ou sob terapia
Triglicérides 2 150 mg/dl 123 (72.3%) 100 (58.8%) 008 80 (44.4%) 85 (47.2%) NS
ou sob terapia
Diabetes mellitus tipo tou ll 8 (4.7%) 10 (5.9%) NS 45 (25%) 11 (6.1%) < .001
Historia familiar § 45 (26.5%) 17 (10%) <.001 47 (26.1%) 21 (11.6%) < .001

* Teste %° foi usado para comparagio entre os valores associados aos fatores de risco para

doenga coronariana entre pacientes e controles. NS: ndo significativo.

T Hipertensdo arterial sistémica foi devida como pressdo sistdlica = 140 mm Hg ou pressao

diastdlica = 90 mm Hg ou sob tratamento anti-hipertensivo.

1 Diabetes mellitus foi definido de acordo com critérios da Organiza¢do Mundial da Saude

§ Histéria familiar foi definida quando um membro da familia com até dois graus de parentesco,

apresentou doenca isquémica coronariana, doenca arterial isquémica periférica ou acidente

vascular cerebral isquémico.
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Tabela 10. Prevaléncia dos genctipos e alelos do polimorfismo VNTR da GP Iba entre

pacientes antecedente de infarto agudo do miocardio (1AM) e controles.

Grupo 1 (primeiro 1AM) Grupo 2 (sobreviventes de 1AM)
et noley PR Feees Coudes  rron)
Gendtipo
BB 1 {0,6) 1 (0,6) NS 2(1,1) 1{0,6) NS
BC 31 (18,2) 45 (26,5) 0,09 (0,62) 27 (15) 49 (27,2) 0,007 (0,47)
CcC 116 (68,2) 115 (67,6) NS 123 (68,3) 113 (62,7) NS
CD 16 (9,4) 6 (3,5) 0,047 (2,84) 26 (14,4) 12 (6,6) 0,026 (2,36)
DD 5(3) 3(1,8) NS 1 (0,6) 3(1,7) NS
BD 1(0,6) 0 - NS 1(0,6) 1(0,6) NS
CE 0 0 0 1 (0,6) NS
Alelo
B 34 (10) 47 (13,8) NS 32 (8,9) 52 (14,4) 0,027 (0,58)
c 279 (82,1) 281 (82,7) NS 299 (83,1) 288 (80) NS
D 27 (7,9) 12 (3,5) 0,02 (2,36) 29 (8) 19 (5,3) NS
E 0 0 0 1(0,3) NS

* Teste x° foi usado para comparar os valores de prevaléncia de genotipo e alelo do
polimorfismo VNTR entre os pacientes e controles. OR: odds ratio. NS: ndo significativo.

5.2.2.2. Associacdo entre polimorfismos da GP lba e a gravidade da doenga
coronariana.

A maioria dos individuos, 287 entre os 350 casos com |1AM (82%), sendo 132 do grupo 1 e
155 do grupo 2, foram avaliados por angiografia coronariana para a determinagdo do
nidmero de vasos com doenga oclusiva grave, definida como obstrugdo de pelo menos
50% do lumen vascular. Na Tabela 11 estd demonstrada a distribuicdo dos diversos
polimorfismos da GP Iba e a gravidade da doenga coronariana. O estudo angiografico foi

normal em 26,5% (76 / 287) dos casos, 0 que estd de acordo com dados obtidos em
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outros estudos. A prevaléncia do gendtipo CD foi maior entre os individuos com 2 ou 3
vasos acometidos quando comparados com aqueles sem oclusdo grave ou restrita a 1
vaso apenas em ambos 0s grupos (x°r = 4,65; P = 0,031; OR: 4,0 em relacido aos
individuos com gendtipo CD e sem alteragcdo angiografica no grupo 1 e sz =494, P=
0,026; OR: 4,0 no grupo 2). A prevaléncia do alelo D foi igualmente maior entre os
individuos com doenga oclusiva mais grave (% = 6,43; P = 0,011; OR: 4,14 no grupo 1 e
¥’r = 5,49; P = 0,019: OR: 3,47 no grupo 2). Em contraste, apenas no grupo 2
(sobreviventes de IAM), a prevaléncia do genétipo CC, assim como do alelo C, foi maior
entre os individuos com doenga menos extensa do que nos individuos com mais de dois
vasos afetados (x%r = 10,97; P = 0,0009; OR: 0,18 para o gendtipo CC e y°r = 8,62; P =
0,003; OR: 0,27 para o alelo C). Os individuos do grupo 2 apresentaram ainda diferenga
no gendtipo BC, mais freqliente entre os pacientes com doenga coronariana oclusiva mais
intensa (%7 = 4,44; P = 0,035; OR: 3,39), no entanto esta diferenca nao foi observada para
0 alelo B (P = 0,104). Nenhuma diferenca foi encontrada em relagdo a gravidade da
doenga coronariana oclusiva e os demais polimorfismos da GP Ibc estudados (sistema

HPA-2 e da seqiéncia Kozak).

5.2.2.3. Os polimorfismos do sistema HPA-2 e da seqiiéncia Kozak nfo estdo
associados com maior risco para IAM.

A prevaléncia dos distintos alelos e gendétipos dos polimorfismos do HPA-2 (tabela 12) e
do alelo -5C da seqliéncia Kozak (tabela 13), foi igualmente distribuida entre individuos
com |AM e controles, nos dois grupos, ndo havendo nenhuma diferenca estatisticamente
significativa.
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Tabela 12. Prevaléncia dos genétipos e alelos do polimorfismo do sistema HPA-2 entre

pacientes com antecedente de infarto agudo do miocardio (IAM) e controles.

Grupo 1 (primeiro 1AM)

Grupo 2 (sobreviventes de IAM)

Pacientes Controles P* Pacientes Controles - P
n=170(%) n=170(%) n=178 (%)t n=180(%)
Gendtipo
aa 135 (79,4) 126 (74,1) 0,25 144 (80,9) 131 (72,8) 0,09
ab 33 (19,4) 43 (25,3) 0,18 32 (18) 48 (26,7) 0,06
bb 2(1,2) 1{0,6) — 2{1,1) 1 (0,5) —
Alelo
a 303 (89,1) 295 {86,8) 320 (89,9) 310 (86,1)
b 37 (10,9) 45 (13,2) 0,41 36 {10,1) 50 (13,9) 0,15

*Teste x°foi usado para comparar os valores de prevaléncia de gendtipo e alelo do sistema

HPA-2 entre 0s pacientes e controles.

1 Em dois casos o genétipo do HPA-2 nio pode ser determinado.

Tabela 13. Prevaléncia dos gendtipos e alelos da seqiiéncia — 5C/T Kozak do gene da

GP Iba entre pacientes com antecedente de infarto agudo do miocéardio (IAM) e

controles
Grupo 1 (primeiro |1AM) Grupo 2 (sobreviventes de IAM)

Pacientes Controles P* Pacientes Controles P

n=168 (%}t n=170 (%) n=174 (%)t = 180 (%)

Gendtipo
T 132 (78,6) 126 (74,1) 0,40 122 (70,1) 130 (72,8) 0,75
TC 32 (19) 44 (25,9) 0,17 48 (27,6) 48 (26,7) 0,94
cC 4(2,4) 0 0,06 4(2,3) 2{0,5) 0,44
Alelo

T 296 (88,1) 296 (87,1) 292 (83,9) 308 (85,6)

C 40 (11,9) 44 (12,9) 0,77 56 (16,1) 52 (14,4) 0,61

*Teste x° foi usado para comparar os valores de prevaléncia de gendtipo e aleio da
sequéncia Kozak entre os pacientes e controles. NS: ndo significante.

1 Em dois casos entre os pacientes do grupo 1 e seis casos entre os pacientes do
grupo 2, o gendtipo da sequéncia Kozak ndo pode ser determinada.
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5.2.2.4. Haplétipos da GP Ibo e o risco para |IAM

Os diversos polimorfismos determinados neste estudo permitem a direta comparagéo cc
os estudos populacionais discutidos anteriormente. A distribuigdo dos haplotip
encontrados nos dois estudos caso-controle estd representada na tabela 14. (
resultados demonstraram que o haplétipo mais comum entre os diversos grupos étnic
da populagao brasileira estudada,

Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC, foi igualmente presente entre os individuos com |AM
controles (grupo 1: 50,5% vs. 48,8%; grupo 2: 44,3% vs. 45,5%, respectivamente). |
entanto, em ambos 0s grupos individuos com IAM apresentaram maior freqliéncia
haplétipo Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CD do que os controles (grupo 1: 7,1% pacientes
1,2% controles; P = 0,01; OR: 6,46; 95% Cl: 1,34 — 42,49 e grupo 2: 9,8% pacientes '
3,3%, controles; P = 0,02; OR: 3,14; 95% CI: 1,13 - 9,16). Nenhuma outra diferer

significativa foi observada para os demais haplétipos.
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VI. Discussao

o ——————————————————————
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6. Discusséao

As plaguetas desempenham papel central na interface entre a hemostasia sangliinea e
a inflamagédo, que s&o intimamente correlacionadas ao desenvolvimento da
aterosclerose e controle da angiogénese.

As plaquetas aderem a superficie vascular através do receptor GP Ib-IX-V sendo que, o
principal componente desse complexo é a GP Iba. Neste estudo nos exploramos as
alteragGes moleculares das diversas glicoproteinas do complexo GP Ib-1X-V em duas
entidades clinicas, uma resulta da reducao da fungfio hemostatica plaquetaria normal
(sindrome de Bernard-Soulier) e a outra decorrente do ganho da funcéo plaquetaria

(aterosclerose e doenga arterial oclusiva).

6.1. Caracterizagdo molecular da SBS

A casuistica discutida neste estudo ndo engloba todos os casos de
macrotrombocitopenias em que a presenca de megaplaquetas sugeriu o diagnéstico de
SBS. Considerando a prevaléncia dessa doenca 1 individuo afetado a cada 1 milhdo de
habitantes (BALDUINI et al., 2002) e a populacdo da regido de Campinas (~3 milhdes
de pessoas), 0s trés casos de SBS apresentados neste estudo refletem razoavelmente
0 esperado para essa regido do pais. Atualmente a estimativa real da prevaléncia de
casos de SBS tem sido motivo de grande debate. Acredita-se que varios casos ndo
sejam diagnosticados corretamente e podem ser comumente interpretados como PT!
refrataria ao tratamento (LOPEZ et al., 1998). Somente casos de heranca recessiva e
clinicamente sintomaticos s&o, de fato, reconhecidos como SBS. Essas caracteristicas
foram recentemente desafiadas pela observacdo de que prevaléncia estimada de

heterozigotos (1:500 individuos) pode gerar dois grupos de SBS, autossémica
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recessiva (rara) € mais recentemente a forma comum autossdmica dominante (SAVOIA
et al,, 2001), que comparativamente apresenta alta prevaléncia na Italia. Assim, a
investigacao clinica e laboratorial detalhada de casos de plaguetopenia com morfologia
ou volume celular caracteristicos de megaplaquetas, além da revisdo de casos de PT!
refrataria, podem propiciar uma mais acurada determinagao da prevaléncia de SBS.

Os genes que codificam as glicoproteinas (lba, Ibf, 1X e V) apresentam ndo so sua
organizagdo gendmica, regido promotora com seqiiéncias para expressido tecidual
especifica semelhantes, mas também, as proteinas expressas sdo similares (proteinas
ricas em leucina, com 60% de similaridade). Inicialmente foi sugerido que a estrutura
compacta e simples dos genes das diversas glicoproteinas fosse menos susceptivel a
mutacbes esponténeas (figura 4). Esses genes estdo distribuidos em trés
cromossomos distintos. Geralmente a expressdo génica originaria deriva de um éxon e
contem raros sitios CpG (hot spot para mutagbes em humanos). Além disso, todos os
introns dessas glicoproteinas estdo localizados na regido 5 nao-codificadora, o que
dificulta a repercusséo funcional de mutagdes, que resultam na remogéo do sitios de
excigdo de RNAm, como por exemplo as mutagbes no gene da globina p (gene com
apenas dois introns e trés éxons) relacionadas a B-talassemia (OLIVIERI, 1999). Em
conjunto esses dados sugerem que as mutacdes na SBS provavelmente resultem de
mecanismos endogenos de mutagénese e que a consanglinidade familiar seria um
fator determinante na identifica¢éo de individuos com SBS.

Do ponto de vista molecular, a interpretagéo atual da SBS pode também ser revisada.
Estudos de Savoia e cols. (2001) e Sachs e cols. (2003) demonstraram que apenas

duas mutagdes no gene da GPlba (SAVOIA et al.,, 2001) ou da GPIX (SACHS et al,,
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2003), explicam uma grande porcentagem de casos de SBS clinicamente sintomaticos
e em familias n&o relacionadas.

Apesar da amostra limitada de casos de SBS discutidas neste estudo, nos
identificamos casos que podem colaborar para o entendimento dessa patologia

complexa e que as bases moleculares ainda esta em evolugao.

6.1.1. Os trés casos de SBS relatados neste estudo sdo decorrentes de mutagdes

de ponto restritas a GP |b

A base molecular de dois casos (1 e 2) representam a heranca recessiva da SBS,
decorrente de mutagdo em homozigose no gene da GP Iba. A revisdo das mutactes
da SBS relata 19 mutagbes espontaneas no gene da GP |ba, o que representa 63%
dos individuos nao relacionados com mutagdo determinada no gene da GP Iba, ou

46% de todas as mutagdes relacionadas a SBS.

A mutagdo Cys209 — Ser observada no caso 1, afeta a regido funcional da proteina
GP lba, presente na regido C-terminal, onde ha a formacdo de dois loops maiores,
formados por uma das duas ligagdes dissulfidicas envolvendo o residuo de cisteina,
aqui a Cys209 — Cys248 foi acometida. Essa mutagdo ja foi descrita em outros
pacientes de origem européia (GONZALEZ-MANCHON et al., 2001; SIMSEK et al.,
1994b). A perda da expressdo da GP Iba, demonstrado pela citometria de fluxo e a
diminuicdo (mas nédo auséncia) da GP IX da membrana plaquetaria, estdo de acordo
com dados obtidos em outros pacientes com a mesma mutagéo. Isto sugere que a
perda da ligagdo dissulfidica entre os residuos Cys209 — Cys248 é essencial para

manter a integridade da molécula GP Iba. Os residuos de cisteina sdo extremamente
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conservados entre as proteinas ricas em leucina do complexo 1b-IX-V, assim como
quando comparadas com outras proteinas da mesma familia mas de diferentes
espécies (LOPEZ et al, 1998). Assim mutagbes nos residuos de cisteina séo

provavelmente pouco toleradas nas proteinas ricas em leucina.

Uma mutag&o ndo descrita anteriormente em pacientes com SBS foi identificada no
caso 2. A mudanga de Leu115—Pro afeta a regido das repetigbes ricas em leucina da
regido N-terminal globular da GP lbo. Comumente regifes ricas em leucina estio
envolvidas na interacdo entre proteinas-proteinas ou proteinas-matrix extracelular.
Assim, esses residuos guando substituidos por outros aminoacidos, resultam na perda
da funcdo da proteina. Essa mudanca de aminodcido pode afetar ndo s o carater
hidrofébico, pois a leucina é 25% mais hidrofdbica que a prolina, mas também a
conformacéo da proteina, uma vez que a leucina € comumente associada a formagdes
de tor¢Ges na proteina. A SBS ja foi relacionada a outras mutagdes envolvendo a troca
de uma leucina por prolina, tendo sido relatadas mutagdes tanto no gene da GP lba,
onde trés casos n&o relacionados apresentaram esta froca na posigdo 128
(ANTONUCCI et al., 2000; KOSKELA et al., 1999; LI et al., 1995), como no gene da GP
IX, na posicdo 7 (LANZA et al., 2002) e 40 (NORIS et al., 1998).

No caso 3 a SBS foi decorrente da troca de base T—G no codon iniciador ATG do
gene da GP Ibp, levando a substituicdo -256Met — Arg em heterozigose no gene da GP
Ibp. O individuo afetado apresenta populagdo homogénea de megaplaguetas e a
citometria de fiuxo demonstrou auséncia da expressdo da GP Iba e da GPIX na
membrana plaquetaria. A mutacdo no codon iniciador ATG é comumente associada a

auséncia de expressio do gene upstream, por exemplo, nos genes da globina B (B-
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talassemia 0) (JANKOVIC et al., 1990} ou a-globina (a-talassemia) (PIRASTU et al.,
1984). Dados experimentais sugerem que a subunidade GP Ibp & critica para manter a
ligacdo entre a GP lba e a GP IX. Além disso estudos de expressdo heterdlogas
demonstraram que a GP b3 e a GP IX parecem estabilizar a GP Iba prevenindo a
degradacao intracelular da proteina (KENNY et al., 1999).

O estudo familiar mostrou que individuos assintomaticos com a mesma mutacéo
apresentam populacdo mista, com megaplaguetas e plaguetas de tamanho normal,
sendo gue ao contrario da paciente, a expresséo quantitativa das GP Iba e GP IX pela
citometria de fluxo foi normal.

A presenca de megaplaquetas na SBS pode ser compreendida pelo tipo de associagdo
gue ha entre o complexo GP Ib-IX-V e o citoesqueleto plaguetario. Um dos
componentes do citoesqueleto da membrana das plaguetas é o ABP, ou também
denominado filamina. Este componente possui uma ligacéo direta ao complexo GP 1b-
IX. Como ha falha nesta ligacdo, as plaguetas no SBS, ndo s6 perdem sua forma
discoide, como também, apresentam aumento do seu volume e maior deformabilidade
que as plaquetas de individuos normais (LOPEZ, 1994).

Baseado em outros estudos de pacientes com SBS (KENNY et al, 1999} e mais
recentemente na caracterizag@o do camundongo knockout para a GP 1bp (KATO et al.,
2004), fica claro que a deficiéncia isolada da GP 1bj é suficiente para a formagao de
megaplaquetas. No entanto, a grande discrepancia entre o gendtipo e o fenotipo da
paciente e dos familiares, reside em dois fatos: (a) expressao clinica de sangramentos
e (b) auséncia da expressdo das GP Iba e GP IX, por citometria de fluxo.

O caso 3 poderia ser analisado na linha corrente atual que visa interpretar a SBS como

uma doenga autossdmica dominante com penetrancia incompleta (BALDUINI et al.,
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2002}, e os casos 1 e 2 como exemplos de casos raros de SBS onde os individuos séo
homozigotos para o alelo mutante. No caso 3, a pesquisa para oufras doengas como
deficiéncia de von Willebrand ou deficiéncia de fatores da coagulacéo, descartaram
esses diagnosticos (dados ndo mostrados). E claro que avaliar todos os outros
moduladores da expressao fenotipica da doenga exige também, determinar alteracdes
gue nao séo faciimente identificadas com métedos laboratoriais de rotina. Assim como
estudos detalhados da fibrindlise e mesmo a presenga concomitante de alteragbes
relacionadas a quadros de hipercoagulabilidade, como o fator V Leiden e a mutagéo da
protrombina 20210A, que parecem estar relacionados com a melhora do quadro clinico
hemorragico, como sugerido entre pacéentes hemofilicos (VAN DIJK et al., 2004). Por
outro lado, enquanto a busca de modificadores da gravidade da SBS poderia ser ainda
investigada para explicar a diferenga clinica, esses dados nao explicariam a deficiéncia
de expressdo das GP Iba e GP IX detectada por citometria de fluxo.

A GP Ibp é o componente mais importante para manter a interagdo entre a GP Iba e
GP IX. Estudos de transfecgdo de células in vitro demonstraram que é possivel formar
polipeptideos entre GP Iba e GP [bp e entre GP Ibp e GP iX; mas ndo entre GP lba e
GP IX na auséncia de GP Ibp (LOPEZ et ai, 1998). Dessa forma, a reducdo
significativa da expressao da GP lba e .GP X na paciente e a mutacdo da GP Ibp
sugerem relagdo causal.

Outra possibilidade & que existam mutacfes na GPV (atualmente em andamento em
nosso laboratorio), e conseqiente instabilidade do complexo GP Ib-IX-V. Essa hipotese
é remota, pois até o momento ndo foi identificada nenhuma mutagdo no gene da GPV
em casos de SBS (KENNY et al., 1999). Além disso, a GPV néo é critica para a

expressdo da GP |b-IX (LOPEZ et al., 1998). Mas a participagdo da GPV em mediar a
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resposta plaguetéria a trombina, justifica excluir anormalidades neste componente do
complexo plaquetario.

Uma segunda possibilidade para justificar a diferenca entre a paciente e seus familiares
¢ a haploinsuficiencia por micro-dele¢es de regibes que codificam as diferentes
glicoproteinas. Casos distintos de mutagbes na GPIbp com delecdes do outro alelo
exemplificam casos de hemizigose na SBS (BUDARF et al., 1995; KENNY et al., 1999:
LUDLOW et al., 1996; NAKAGAWA et al., 2001).

No caso 3, nOs identificamos a presenca de dois alelos da GP |ba (cromossomo 17} e
da GP Ibp (cromossomo 22) por determinagéo de seqiiéncias polimérficas comumente
encontradas nesses genes. No entanto, ndo ha polimorfismos comuns descritos nos
genes da GPIX ou GP V, ambos localizados no brago longo cromossomo 3 (3g21 e
3q29, respectivamente). Assim, para excluir a possibilidade de micro-delectes dessas
regides nos pretendemos realizar a avaliagdo citogenética por método de FISH
(fluorescence in situ hybridization), pois a andlise do cari6tipo, por metodologia
convencional n&o tem sensibilidade adequada. Essas regifes do cromossomo 3 sdo de
grande interesse, pois contém varios genes que podem estar relacionados a
megacariocitopoiese. E interessante notar, que rearranjos cromossomicos envolvendo
a regido cromossGmica 3g21 foi associada ao desenvolvimento de leucemia mieldide
aguda (LMA) e/ou sindrome mielodisplésica onde ao diagnéstico o numero de
plaquetas € normal ou elevado (LAHORTIGA et al, 2004). Chang e cols. (2002)
relataram um caso de LMA de novo com trombocitose (contagem de plaquetas superior
a 3.500 x 10%L) e presenca de fregiientes megaplaguetas, em que na regido 3q21 foi
identificada em uma nova translocagdo cromossémica (CHANG et al., 2003). Além

disso, a regido 3921 também engloba o gene do GATA-2, importante na regulacéo da
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diferenciagdo eritropoiese e megacariocifopoiese (LAHORTIGA et al., 2004). Na regido
cromossdmica 329 em humanos foi recentemente identificado o gene de uma nova
proteina ricas em leucina, denominada Lib, que é muito semelhante a GP V. A indugao
da expressé@o de Lib resulta no desenvolvimento de lesbes B-amildide (em ratos)
encontrada no cérebro de pacienies com doencga de Alzheimer (SATOH ef al., 2002).
Estao planejados estudos para determinar a expressdo de todos os componentes do
complexo GP Ib-IX-V por Western blot do lisado celular e também da determinagéo da
expressdo génica por RT-PCR. A caracterizagdo molecular e fenotipica desse caso
podera revelar dados importantes envolvidos na reguiagéo do complexo GP 1b-IX-V.
Em conjuntos os trés casos de SBS aqui descritos demonstram a heterogeneidade
clinica e molecular das deficiéncias das glicoproteinas plaquetarias. Até o momento, 41
mutagdes distintas relacionadas a SBS foram descritas e nossos casos adicionaréo
novas mutagdes nos genes da GP Iba e da GP Ibj3.

Interessante notar gue um dos casos foi inicialmente diagnosticado PTI refratéria a
corticoterapia e somente anos apoés, o diagnéstico de SBS foi definido. O que reforca a
necessidade de maiores estudos nessa. Assim, a caracterizagdo molecular de outros
casos de SBS em nosso meio é importante para revelar se ha semelhanga dos estudos
realizados na lialia (SAVOIA et al., 2001) e na Alemanha (SACHS et al., 2003) e se um
numero restrito de mutacGes possam ser associados & SBS e assim propiciar a base

racional para o rastreamento de provavel SBS entre pacientes com PTI refrataria.

6.2. Distribuicdo dos polimorfismos da GP lba nas diversas popula¢cdes
Entre os polimorfismos descritos na GP lba, trés apresentam maior relevancia por

influenciarem a expressdo efou fungdo deste receptor (AFSHAR-KHARGHAN et al.,
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1999; CADROY et al., 2001; JILMA-STOHLAWETZ et al., 2003; KASKI et al., 1996).
Estes polimorfismos, na posigéo -5 C/T da seqiéncia Kozak, HPA-2 e VNTR do gene
da GP lba, apresentam distribuicdo variada entre os individuos com ascendéncia
étnica distinta (ARAMAKI e REINER, 1999; CORRAL et al., 1998; LOPEZ et al., 1992;
SIMSEK et al., 1994a).

A populag&o brasileira representa uma das populagbes com maior variagdo étnica. A
colonizagdo europeéia, a populagdo indigena local e a presenga das diversas
populagbes africanas vindas ao Brasil durante o periodo da escraviddo, deram origem
a uma diversidade étnica entre os brasileiros, fazendo com gue muitas vezes as
caracteristicas fenotipicas raciais, como cor da pele, olhos, cabelos, sejam insuficientes
na determinagao da influéncia étnica entre estes individuos (PARRA et al., 2003).
Considerando a influéncia observada pelos polimorfismos presentes na GP b no
mecanismo da doenca arterial oclusiva, foi objetivo deste estudo determinar a
distribuicdo dos polimorfismos da seqiéncia Kozak e VNTR e associado aos dados
anteriormente descritos para o HPA-2 (CASTRO et al., 1999), determinar os haplétipos
possiveis da GP Iba, em trés grupos étnicos distintos, provenientes de regides distintas
do Brasil: caucaséides, da regido de Campinas - SP; descendentes de africanos, da
regido de Salvador - BA e indigenas da Amazonia Oriental.

Pudemos observar que, quando comparados os individuos do grupo negréide aos do
grupo caucasoide, apenas o genotipo VNTR-BC, mais freqUente no grupo negréide
(26% vs. 16%, respectivamente), mostrou diferenga estatisticamente significativa entre
estes dois grupos (P < 0.02). No entanto, a frequéncia alélica das distintas variantes do
polimorfismo VNTR, incluindo VNTR-B e VNTR-C, ndo foi diferente entre estes dois

grupos. Além disto, assim como observado para o HPA-2, anteriormente determinado
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nestes mesmos individuos (CASTRO et al., 1999), os gendtipos e alelos da GP Iba na
posicdo -5 C/T da seqgliéncia Kozak, foram igualmente distribuidos entre os individuos
destes dois grupos.

Esta mesma diferenca tambem pdde ser observada quando comparamos O grupo
brasileiro caucasside aos negros norte americanos (ARAMAKI e REINER, 1999;
LOPEZ et al.,, 1992), conforme mostrado no anexo 1. No entanto, ac comparar
caucasoides do Brasil aos da Europa e América do Norte, ndo houve diferenca, exceto
ao grupo de individuos europeus descritos por Simsek, e cols. (SIMSEK et al., 1994a),
com maior prevaléncia do alelo VNTR-B. No entanto, neste grupo europeu, a diferencga
na freqiéncia do alelo VNTR-B, foi estatisticamente significativa ndo sé ao ser
comparada ao grupo de caucasoides do Brasil, descritos neste estudo, assim como aos
caucasoides austriacos e norte americanos (LOPEZ et al., 1992); finlandeses (KASKI
et al., 1996) e espanhdis {CORRAL et al., 1998).

No grupo indigena brasileiro estudado, da tribo Tupi Parakan&, a prevaléncia dos alelos
VNTR-C e Kozak -5C, foi maior quando comparado aos grupos brasileiros caucasoide
e negroide. Particularmente sobre o polimorfismo VNTR é interessante notar que o
alelo VNTR-D, presente entre brasileiros caucasoides e negrdides, estd ausente no
grupo indigena, o que pode explicar em parte 0 predominio do VNTR-C neste grupo,
uma vez que as variantes VNTR-B, tém freqUéncia alelica semelhante entre os trés
grupos (0,109; 0,158 e 0,119 entre caucasdides, negrdides e Parakangs,
respectivamente). Além disto, o alelo VNTR-A néo foi encontrado em nenhum grupo.
Quando comparamos a freqliéncia destes polimorfismos entre o grupo Parakana e as
demais populac¢des anteriormente estudadas, € interessante notar que a prevaléncia do

dimorfismo Kozak é semelhante entre o grupo indigena brasileiro e populagbes
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orientais como japoneses e coreanos (AFSHAR-KHARGHAN et al., 1999; ISHIDA et
al., 2000). No entanto, a prevaléncia das diversas variantes possiveis para o VNTR,
difere entre o grupo indigena aqui estudado e as demais populagdes, sobretudo pela
auséncia das variantes VNTR-D e VNTR-A, esta Ultima predominantemente presente
numa freqliéncia entre 8 a 15% em populacdes orientais (ISHIDA et al., 1995; ISHIDA
et al., 2000; MOROI et al., 1984). E provavel que a frequéncia alélica para o
polimorfismo VNTR do gene da GP lba entre os Parakands, particularmente distinto
aos outros resultados encontrados, seja decorrente de uma variacdo génica
influenciada por uma tendéncia genética ou uma presséo seletiva especifica da regiéo
e em grande parte devido a alta incidéncia de casamentos consangiiineos nessa

populagdo (CAVALLI-SFORZA et al., 1988).

6.2.1. Distribuicdo dos haplétipos do gene da GP Iba nas diversas populagdes
étnicas

E descrito que os polimorfismos HPA-2 e VNTR do gene da GP Iba estdo em ligagdo
de desequilibrio. Assim, a presenga dos alelos com maior nimero de cdpias do VNTR
(VNTR-A e VNTR-B) estéo associados ao HPA-2b (de menor fregliéncia), enquanto as
variantes VNTR-C e VNTR-D estdo associadas ao HPA-2a (LOPEZ et al., 1992;
SIMSEK et al., 1994a).

No entanto, ao analisarmos a prevaléncia dos polimorfismos -5C/T Kozak, HPA-2 e
VNTR do gene da GP Iba (tabela 7), foi possivel determinar a presenga de até dez
haplétipos distintos entre os casos informativos. Neste estudo, o hapidtipo mais
freqlente encontrado (~40%) foi Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC, tanto entre o grupo

caucasoéide como entre o grupo negréide. No entanto entre os individuos do grupo de
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Parakanéas, os haplétipos Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC e Kozak-TC/HPA-2aa/VNTR-
CC estéo presentes na mesma proporgao.

Em 10% destes casos, encontramos a associagdo HPA-2b/VNTR-C, presente em: 6 %
caucasoide, 14% negrdide e 10% indigena. Interessante notar, que a prevaléncia do
haplétipo HPA-2b/VNTR-C, entre negros foi seis vezes maior que os 2,2%
anteriormente relatado entre negros norte americanos (ARAMAKI e REINER, 1999).

A associacdo HPA-2a/VNTR-B ja havia sido anteriormente descrita em cerca de 6%
enfre caucasoides espanhois e negros norte americanos (ARAMAKI! e REINER, 1999;
CORRAL et al., 1998). Neste estudo, encontramos este hapiétipo em 5% dos negros e
1% entre os caucasdides.

Portanto, assim como observado em outras populagdes estudadas (ARAMAKI e
REINER, 1999; CORRAL et al.,, 1998), a ligacdo em desequilibrio descrita entre os
polimorfismos HPA-2 e VNTR do gene da GP Iba ndo é completa. Neste estudo foi
possivel ainda observar que os haplétipos incomuns estdo presentes nas trés amostras

populacionais brasileiras estudadas, ou seja, caucasoides, negros e indigenas.

6.2.2. A presenca do raro alelo VNTR-E nao altera as caracteristicas plaquetarias
morfolégicas ou funcionais.

De grande interesse neste estudo foi a identificacéo de dois individuos caucasoides,
ndo relacionados, que apresentaram o raro alelo VNTR-E. Este mesmo alelo havia sido
descrito por Muckian e cols. (2000), em associa¢do & variante VNTR-C em um (nico

individuo caucasodide (MUCKIAN et al., 2000).
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Nenhuma alteracdo morfoldgica ou funcional foi observada entre estes individuos, ou
seus familiares portadores do aielo VNTR-E, embora tenha sido avaliado apenas em
heterozigose.

Neste estudo foi possivel pela primeira vez, o seglienciamento deste alelo com
sucesso. Em ambos 0s casos, entre os quais ndo foi possivel estabelecer nenhum grau
de parentesco, foi identificado um polimorfismo neutro do aminoacido Pro395

(mudanga de A para G na posigdo 4301).

6.3. Nova possibilidade evolutiva para o aparecimento dos polimorfismos da GP
b

[nicialmente, um modelo evolutivo para o aparecimento dos polimorfismos da GP |ba
foi proposto. Neste modelo foi sugerido que os alelos possiveis do VNTR atualmente
reconhecidos, com até quatro cdpias, eram decorrentes da adicdo de copias exiras de
39 pb ao alelo de cdpia unica (VNTR-D), formando assim as variantes maiores (ISHIDA
et al., 1995; LOPEZ et al., 1992; SIMSEK et al., 1994a).

Neste estudo, pudemos observar que em duas espécies de primatas, proximas aos
humanos, gorila e chimpanzé, o polimorfismo VNTR estava presente em homozigose
em sua maior variante, ou seja, o alelo A com quatro cédpias de 39 pb. Os dois animais
apresentaram o genotipo Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-AA e portanto ac contrario do que
& reconhecido em humanos (ISHIDA et al., 1995), em primatas o alelo VNTR-A estd em
ligacédo ao alelo HPA-2a.

Nossa hipdtese evolutiva para o aparecimento das diversas variantes para 0 VNTR,
como € hoje observado, € ac contrario da adicao de cdpias extras entre 0s humanos, a

perda progressiva destas copias. Nesta situacdo, consideramos que o alelo A é de fato
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a variante mais antiga, assim como observado nas amostras de DNA de gorila e
chimpanzé. Interessante notar que foi recentemente proposto por Osawa e cols.
(OSAWA et al., 2003), uma hipdtese semelhante para a origem evolutiva de um outro
polimorfismo do tipo VNTR que esta presente no gene da cistatina B, associado a uma
forma progressiva de epilepsia mioclonal em humanos. Osawa e cols. descreveram
que primatas ndo humanos possuem variantes do VNTR em maior nimero de copias
tambem no gene da cistatina B. Assim é provavel que em espécies de primatas n&o
humanos, os genes sejam relativamente estaveis e ha pouca alteragdo entre membros
de espécies proximas, mesmo considerando regibes mais susceptiveis a variacio,
como € o caso das regides que contenham os polimorfismos do tipo VNTR. Por outro
lado, € provavel que estas variantes maiores sejam menos estaveis entre humanos,
sobretudo em ragas diferentes, levando a perda progressiva de suas copias durante o

processo evolutivo humano.

6.4. Polimorfismos da GP Iba e o risco para o desenvolvimento do IAM

E estimado que no Brasil 350.000 individuos sofrem IAM ao ano. Em um recente
levantamento publicado por Mansur e cols. (2002), a média do coeficiente de
mortalidade anual relacionada a IAM em nosso pais, entre os anos de 1979 a 1996 foi
de cerca de 150 / 100.000 habitantes com idade = 30 anos (MANSUR ADE et al,
2002).

A completa e rapida reperfusdo da circulagdo coronaria apds um episodio de IAM esta
associada com a melhora da sobrevida. Segundo dados obtidos através do registro
realizado em quatorze paises através do GRACE (Global Registry of Acute Coronary

Events) a mortalidade relacionada a doenga coronariana nos primeiros seis meses
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apos o evento e atualmente de 4,8% (EAGLE et al., 2004).

Devido a heterogeneidade da populagao brasileira, é possivel que a ampla diversidade
genetica encontrada em nossa populagdo, possa apresentar riscos distintos para o
desenvolvimento de patologias com multiplos fatores etiolégicos relacionados, como
acontece com a doenga arterial oclusiva.

Tendo como modelo o que foi observado para doenca trombética venosa, onde a
presenca de alteragbes geneticas esta intensamente relacionada ao risco de trombose
venosa e suas complicagbes, nos (ltimos anos varios estudos buscaram correlacionar
distintos marcadores genéticos também para o risco do desenvolvimento de DAO.
Neste contexto, sem duvida as plaquetas aparecem como candidatas, pois participam
ativamente ndo so fisiologicamente na formagéo do trombo, como também devido sua
inter-relagdo ao sistema inflamatdério, na fisiopatologia da aterosclerose.

De fato, diversos estudos buscaram correlacionar os polimorfismos envolvendo as
glicoproteinas de membrana plaquetarias, entre elas a GP Iba e o risco para doenga
arterial oclusiva. No entanto, nem sempre foi possivel estabelecer esta correlagdo,
como pode ser observado no anexo 2.

Sendo assim considerando a diversidade genética encontrada em nossa populagio,
incluindo a prevaléncia dos polimorfismos presentes na GP Iba, como discutido
anteriormente, foi objetivo deste estudo correlacionar trés polimorfismos presentes na
GP Iba; seqiéncia Kozak, HPA 2 e VNTR e o risco do desenvolvimento de doenca
coronariana oclusiva. Foi optado pela realizacdo de um estudo caso-controle, incluindo
individuos que haviam apresentado episodio prévio de IAM e controles da populacdo
normal, pareado por sexo, idade e raga. Com o intuito de evitar a sele¢éio prévia de

casos com melhor prognéstico, excluindo casos que pudessem ter maior morbidade
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relacionada ao episddio de IAM, este estudo foi divido em dois grupos, de acordo com
a histéria clinica destes individuos. Em um primeiro grupo foram incluidos apenas
individuos néo correlacionados, logo apds terem sofrido o primeiro episddio de 1AM, ou
seja, neste grupo foram reconhecidos como casos recentes de 1AM, sem antecedente
prévio de outro episédio. No segundo grupo foram incluidos individuos néo
correlacionados que haviam apresentado um ou mais episodios de |1AM, sendo o Gltimo
episodio ha mais de seis meses do momento da inclusdo e portanto reconhecidos
como “sobreviventes” a historia prévia de IAM.

O gendtipo VNTR-CD foi estatisticamente mais freqiiente entre os pacientes com IAM
que entre os controles nos dois grupos estudados. No grupo onde os casos foram
incluidos logo apods o primeiro episodio de JAM, o alelo D foi também estatisticamente
mais freqlente entre os pacientes, embora isso ndo tenha sido observado no grupo 2,
onde os individuos s&o “sobreviventes” de episédios de IAM. Uma hip6tese é que os
individuos com o alelo VNTR-D, possam apresentar doenga oclusiva mais grave e
portanto com maior indice de mortalidade, diminuindo sua prevaléncia entre os
individuos do grupo 2. De fato, ao analisar a gravidade da doenca coronariana oclusiva
entre pacientes dos dois grupos, baseada no nimero de vasos com obstrugéo de pelo
menos 50% do limen, novamente o alelo D foi estatisticamente mais fregliente entre
0s individuos com doenga mais grave.

Simultaneamente, o gendtipo VNTR-CC, assim como o alelo VNTR-C, foram mais
prevalentes entre os individuos do grupo 2 com doenga oclusiva menos grave, ou seja,
com menor nimero de vasos acometidos e que sobreviveram aos episodios de 1AM.
Isto sugere um potencial efeito “protetor” deste alelo. Esta observagéo esta de acordo

com o recente relato de Afshar-Kharghan e cols. (AFSHAR-KHARGHAN et al., 2004)
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gue encontraram uma baixa fregiiéncia do alelo VNTR-C entre norte-americanos
descentes de africanos com DCO, sugerindo também neste grupo, um efeito “protetor”.
Embora a correlagao entre alelo VNTR-D, com apenas uma cépia da seqiéncia de 39
bp e 1AM seja diferente do que foi observado em estudos anteriores, onde foi sugerido
gue doenca arterial oclusiva estaria relacionada a presenca do alelo VNTR-B, com trés
copias (GONZALEZ-CONEJEROQO et al., 1998; MURATA et al., 1997), os resultados
obtidos no presente estudo estdo de acordo com dados obtidos em analises funcionais
dos polimorfismos da GP ibo.

Primeiramente Afshar-Kharghan e cols. descreveram que a presenga do alelo -5C na
sequéncia Kozak esta relacionada ao éumento da expressdo da GP Iba na membrana
plaquetaria, tanto em células transfectadas, como em plaquetas de humanos com a
presenga deste alelo (AFSHAR-KHARGHAN et al., 1999). Posteriormente, Cadroy e
cols. (CADROY et al., 2001) observaram em um modelo ex vivo do fluxo sanglineo
arterial, onde foram avaliados quarenta individuos considerados controles normais para
doenca arterial oclusiva, que a presen¢a do haplétipo Kozak-TT da GP Iba, sob
condi¢bes fisiologicas de fluxo arterial (650 s") estava relacionado com menor
capacidade de adesividade que o haplétipo Kozak-CT. Mas em fluxo arterial alto, como
observado em condicdes fisiopatoldgicas por estenose destes vasos (2600 s,
nenhum dos polimorfismos da GP Iba estudados, VNTR e Kozak, mostraram diferenca
funcional, apenas o polimorfismo 807C-T na GP la evidenciou esta diferenga. Embora
seja importante notar que esse estudo tenha sido conduzido com numero reduzido de
individuos e ndo tenham sido incluidos homozigotos para alelos Kozak-C ou VNTR-D.
No entanto, mais recentemente Jilma-Stohlawetz e cols. (JILMA-STOHLAWETZ et al,,

2003) num estudo funcional envolvendo 233 individuos saudaveis, observaram que sob
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condi¢des de alto fluxo, semelhante ao observado em locais de estenose arterial, a
adesividade plaquetaria era de 15 a 20% maior entre os individuos portadores dos
genodtipos Kozak-TT ou VNTR-CD guando comparadas as demais variantes da GP lbc.
O resultados obtidos com estes estudos funcionais justificam tanto os dados
observados entre o grupo de pacientes aqui apresentados, como descrito por Kenny e
cols. (KENNY et al., 2002) que observou a maior frequiéncia do alelo VNTR-D entre
individuos com angina instavel que sofreram IAM, que aqueles que apresentavam
angina instavel, mas sem registro de episédio prévio de 1AM,

Neste estudo, a avaliagdo dos outros dois polimorfismos da GP Iba, seqgliiéncia Kozak e
HPA-2, ndo mostraram associagéo direta com risco de IAM. E importante notar, que no
grupo 1 os Unicos guatro individuos homozigotos para o alelo —-5C Kozak pertenciam
ao grupo dos pacientes e no grupo 2 este mesmo gendtipo, Kozak-CC estava
representado duas vezes mais entre os pacientes. No entanto, novamente com ndmero
restrito de casos, apenas quatro pacientes e dois controles. Embora a analise da
freqiiéncia alélica do -5C Kozak, ndo tenha evidenciado diferenga, esta maior
freqiiéncia do gendtipo Kozak-CC entre os pacientes pode ser sugestiva de uma
influéncia no risco para IAM, apesar de ser evidente a necessidade da analise de um
maior nimero de casos.

Apesar dos inimeros estudos ja realizados correlacionando polimorfismos de diversos
genes distintos e doenca arterial oclusiva, a doenca aterosclerdtica, que a a causa
fisiopatologica mais comum nessa situagdo, parece de fato ser resultado da interagédo
entre diversos fatores, incluindo de causa genética, em consegiiéncia aos habitos
pessoais e ambientais (EPSTEIN et al., 1999). No entanto, assim como proposto

recentemente por Yamada e cols. (YAMADA et al., 2002) o desenvolvimento de uma
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base de dados incluindo diversos polimorfismos simultaneamente para a correlagdo
com a susceptibilidade a doenga coronariana, parece ser a melhor forma de se avaliar
os fatores genéticos envolvidos. Mesmo assim, 0 modelo ideal para este tipo de
investigacdo sera ainda mais Util, se for aplicado a varias populagdes distintas. Estes
dados poder&o contribuir no futuro ao desenvolvimento de novas modalidades

terapéuticas, assim como identificar medidas preventivas neste tipo de patologia.

6.4.1 Avaliacdo da predisposicéo genética para doenga arterial oclusiva (DAO)

As doengas arteriais oclusivas em pacientes jovens brasileiros sdo de alta morbidade e
mortalidade. Além disso, o impacto social que decorre da incapacitacdo desses
individuos jovens pode ser facilmente estimada. Assim, reconhecer as pessoas com
alto risco para essas doencas vasculares € critico para oferecer opcdes terapéuticas e
preventivas mais efetivas.

Nas tromboses venosas em pacienfes jovens, apenas duas mutagbes (fator V de
Leiden e protrombina 20210A) explicam pelo menos 30% dos casos ndo selecionados.
No entanto, nas doengas arteriais ficou claro nos tltimos anos que identificar os fatores
de riscos hereditarios obrigara a investigag@o de varios genes. De fato, ao relacionar
fatores de risco presentes em uma determinada populacdo para outra com etnia
distinta € observado em algumas situagGes resultados inconclusivos. Yamada e cols.
(2002) identificaram por microarrays genes relacionados a DAQO, através de um grande
estudo realizado entre japoneses apds episddio de IAM e populagdo controle local
(YAMADA et al., 2002). No entanto, quando os mesmos genes foram estudados na
populacdo italiana, n&o houve relagdo com a presenca de doenca vascular

(MANNUCCI et al., 2003).
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Os estudos aqui relatados podem ser interpretados em duas fases da abordagem
epidemiologica dos pacientes com DAOQ. Inicialmente, € possivel propor que os
polimorfismos da GP Iba podem ser incluidos entre os genes relacionados a DAO na
nossa populacdo, ndo isoladamente, mas em conjunto aos outros tais como os
polimorfismos presentes nos genes da enzima metil-tetra hidrofolato redutase (MTHFR)
(ARRUDA et al., 1997; VOETSCH et al., 2000), do FXIII (FRANCO et al., 2000), das
apoliproteinas (IZAR et al., 2003; MANSUR et al., 2000), entre outros.

Esses genes podem ser utilizados para a construgdo de microarrays em que talvez seja
possivel estratificar o risco para determinada DAO efou resposta ac tratamento. Desta
forma, podera ser possivel minimizar a ocorréncia de DAO e direcionar o tratamento
“individualizado” para os casos. O objetivo final dessa abordagem & diminuir &
morbidade e mortalidade das doencas vasculares, principalmente entre individuos
jovens da nossa populagdo. Essas doengas assolam sobremaneira mulheres jovens e
principalmente de classe econémica desfavoravel (DUNCAN et al., 1992; SIQUEIRA
NETO et al., 1996) e especialmente em &reas rurais, a educagéo e salde das criangas
depende quase que exclusivamente da forga de trabatho feminino.

Programas populacionais deste tipo serdo fundamentais para a seguridade social e
econdmica do pais, onde o aumento da expectativa de vida, o envelhecimento da
populagdo brasileira e a morbidade das doengas vasculares em jovens oferecem um

cenario desfavoravel para o crescimento do pais.
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De acordo com o0s objetivos inicialmente propostos neste estudo, concluimos que:
Objetivo 1. Investigacdo molecular com anélise dos genes do complexo GP ib(a e B)-
IX-V, em individuos com SBS.

- A confirmagdo do diagnostico de SBS foi determinada em trés pacientes. Dois
casos apresentaram heranga de carater autossdmico recessivo, com a presenca
de mutagéo de ponto em homozigose em regides altamente conservadas do
gene da GP Iba. Uma nova mutagao na regido rica em leucina (Leu115-—Pro) foi
identificada no caso 2, enquanto o caso 1 revelou a mudanga de Cys209 — Ser.
No terceiro individuo foi identificada uma mutag¢do em heterozigose no codon
iniciador do gene da GP IbJ (-25Met—Arg). A diferenca fenotipica e clinica deste
caso em relacdo aos familiares portadores da mesma alteracdo, podera revelar
que outros mecanismos reguladores do complexo GP Ib-IX-V possam estar

envolvidos na ocorréncia da SBS.

Obijetivo 2. Determinacdo da freqiiéncia génica e de haplotipos dos trés principais
polimorfismos presentes no gene da GP lba, em trés grupos étnicos brasileiros
distintos. |
- A avaliagdo de trés grupos étnicos brasileiros (caucaso6ide, negroide e indigena)
evidenciou a presenga de dez haplotipos distintos do gene da GP lba, em
relacdo a presenga dos polimorfismos: seqiiéncia Kozak, HPA-2 e VNTR.
Embora anteriormente fosse descrita a presenga de uma ligagdo de
desequilibrio entre os polimorfismos VNTR e HPA-2, neste estudo esta ligagéo
ndo foi completa em cerca de 10% dos individuos de todos os trés grupos. Foi

ainda possivel, a identificagdo de dois individuos com a variante rara VNTR-E.
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A partir da genotipagem para os polimorfismos presentes no gene da GP Iba, de
duas especies de primatas ndo humanos, foi possivel sugerir um novo
mecanismo evolutivo para o surgimento das variantes do gene da GP Iba, onde
diferentemente do proposto anteriormente, acreditamos que o alelo VNTR-A,
com maior nimero de copias, tenha precedido os demais alelos e com a perda

sucessiva destas copias, as variantes menores foram surgindo.

Objetivo 3. Determinac¢do da freqliéncia génica e de hapldtipos dos trés principais

polimorfismos presentes no gene da GP Iba, entre individuos que sofreram 1AM e

grupo controle (estudo caso-controle).

O gendtipo VNTR-CD, assim como o alelo D, foi mais fregliente entre os
pacientes com |IAM que entre os controles. A andlise da gravidade da doenca
coronariana oclusiva, baseada no nimero de vasos com obstrugdo de pelo
menos 50% do lumen, mostrou um aumento significativo da prevaléncia do alelo
D entre os individuos com doenga mais grave. Estes dados correlacionam com
recentes estudos funcionais de plaquetas de individuos com o gendtipo VNTR-
CD. Alem disso foi possivel identificar o gendtipo VNTR-CC esta relacionado a
menor gravidade da doenca oclusiva, o que também colabora com recentes

dados entre outras populagdes.
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Anexo 1. Freqiiéncia dos polimorfismos da GP lba em populacdes

distintas e sua correlagdo com amostras populacionais brasileiras

9.1.1. Freqgiiéncia dos alelos VNTR nas diferentes populagdes estudadas

Brasileiros
Caucasdides Negros Parakana
{n = 280) {n=145) (n =867)
B 0109 B 0,158 B 0,119
Populagdo VNTR Referéncia C 0,810 C 0,783 C 0,881
fregliéncia alélica D 0,079 D 0,059 D ¢
E 0,002
Caucasdides B 0,083 Lopez, 1992 P=0427 P =0,053 P=0,360
austriacos e C 0,806 P =0,901 P=0621 P=0,108
norie americanos D 0111 P=0,264 P=0,074 —
(n =54}
Negros B 0,194 Lopez, 1992 P=0.018 P=0419 P=0,118
norte americanos C 0,704 FP=0,016 P=0114 P < 0,001
(n = 49) 0 0,102 P=0,435 P=0,145 —
Aborigenes B 0,075 Lopez, 1992 P=0,190 P£=0,033 P =0,261
australianos C 0,878 FP=0101 P < 0,001 P=0,939
(n=53) 0 0,047 P = 0,256 P = 0,660 —
Asiaticos B 0,070 Lopez, 1892 P=0238 P=0,026 P=0210
(n = 50) C 0,670 P =0,001 P=0,024 P < (0,001
D 0,260 P~ < 0,001 P < 0,001 —
Caucasotides B 0,354 Simsek, 1994 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
europeus C 0,5M £ < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
{106) D 0,075 P ={0,886 P=0,452 -
Finlandeses B 0,130 Kaski, 1966 P =0,539 P =0491 F=0,808
{n =50) C 0,820 P=0,827 P =429 P=0,194
D 0,050 P=0,316 P=0,745 —_
Caucasdides A 0,001 Corral, 1998 —_ — —
espanhdis B 0,105 P=0,794 £ =0,009 P=0603
{(n=729) C 0,804 P=0,753 P =0,397 P=0,031
D 0,080 P=0,420 F=0,081 -
Caucaséides B 0,076 Aramaki, 1989 P=0147 P =0,003 P=0,159
norte americanos C 0,840 P=0,317 P =0,491 P=0,283
{n= 125) D 0,084 P=0,793 P =0,251 —
Negros B 0,211 Aramaki, 1999 P < 0,001 P=0121 P=0,027
norte americanos C 0,752 P =0,060 £=0,403 P=0,003
{n=121) D 0,037 P =0,030 P =0,080 —n
Indigenas A 0,010 Aramaki, 1999 — —_ —
norte americanos B 0,104 P=0,845 F=0,082 P =0,658
{n=101) C 0,797 P=0,673 P =0,403 £ =0,046
D 0,089 F=0,638 P=0,196 .
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Brasileiros

Caucasdides Negros Parakana
{n=280) {n = 145) (n=67)
B 0,109 B 0,158 B 0,119
Populacdo VNTR Referéncia C 0,810 C 0,783 C 0,881
freqiiéncia alélica D 0,079 D 0,059 Do
E 0,002
Japoneses A 0,073 Moroi, 1984 _— — -
(n=131) B 0,011 P<0,001 P < 0,001 P < 0,001
C 0,561 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
D 0,355 P < 0,001 P <{,001 —
Japoneses A 0,155 Ishida, 1995 — —_ _
{n = 103) B 0,010 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
C 0,539 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
D 0,296 P < 0,001 P < 0,001 —
Japoneses A 0,086 Ishida, 2000 _— - —
(n=314) B 0,011 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
C 0,505 P < 0,001 P <(,001 P < 0,001
C 0,398 P < 0,001 P < 0,001 —_
Simsek, 1994 vs. Corral, 1998, Kaski,1996, Lopez, 1992 aleloB: P <0,001

9.1.2. Freqiiéncia dos alelo -5C da seqiiéncia Kozak nas diferentes populagées

Populacdo Kozak -5C Referéncia Brasileiros
freqiiéncia Caucasdides Negros Parakana
alélica {n = 280) (n = 145) (n=67)
0,139 0,169 0,254

Finlandeses 0,16 Kaski, 1996 P =0,585 P=0836 FP=0,084
{n = 50)
Negros 0,174  Afshar-Kharghan, 1999 P=0,381 P=0912 P=0,156
Norte americancs
(n =48)
Aborigenes 0,079  Afshar-Kharghan, 1999 FP=0,293 P=0,154 P=0,021
australianos
{(n=19)
Asiaticos (0,162  Afshar-Kharghan, 1998 P=0,616 P=088 P=0,139
{n=34)
Caucasodides 0,132  Afshar-Kharghan, 1999 P=0,742 P=0,181 P<0,001
franceses
{n = 186)
Caucasdides 0,113  Corral, 1998 F=0,097 P=0,007 P<0,001
Espanhdéis
(n=729)
Japoneses 0,283  Ishida, 2000 P < 0,001 P < 0,001 P=0,486
{n=314)
Coreanos 0,219  lIshida, 2000 P=0,045 P=0273 P=0,541
(n=48)
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Anexo 2. Metanalise de estudos prévios relacionando os

polimorfismos da GP Iba e doenga arterial oclusiva.

9.2.1. Freqiiéncia dos alelos VNTR nos estudos de doenca arterial oclusiva

freqiéncia alélica

Referéncia VNTR n/N (freqiéncia alélica)
casos controles OR {85% 1) F
Murata, 1897
DCO <60 anos idade VNTR-A 11/62 (0,18) 10/174 (0,06) B 3.5 (1.3-9,6) 0,01
VNTR-B  3/62 (0,05  1/174 (0,006) - 8808223 0086
Gonzalez-Conejero, 1998
DCO VNTR-B  29/202 (0,14) 18202 (0,09) il 1,7 (0,9-3,35) 0,08
DCVO VNTR-B  25/208 (0,12)  12/208 (0,06) - 2.2 (1,04-48) 0,03
Mercier, 2000
DCO VNTR-B  23/208 (0,08)  33/414 (0,08) N 0,87 (0,5-1,7) NS
Baker,2001
DCVC VNTR-B  15/414 (0,04)  12/386 (0,03} A 117 {0,5-2,7) NS
VNTR-D  36/414 (0,09) 25/386 (0,06 il 1,38 {0,8-2.4) NS
Kenny, 2002
pCoO* VNTR-D 7156 (0,125) 1211790 (0,13} . 2405861 0,05
Douglas, 2002
DGO ** VNTR-B 8/176 (0,05} 25/336 (C,07) - 0.67 (0,3-1,6) NS
Afshar-Kharghan, 2004
DCO
Entre negros Americanos BC+BB  35/80 (44%)"  19/84 (23%)! —%> 56(12266)§ 001
CD+DD  12/80 (15%)F  5/84 (6%)! %4 7(4,3-109)§ 0,000
Entre caucasdides BC+BB  26/265 (10%)1  31/275 (11%)" I 1,1(04-26)§ NS
Ch+DD 337265 (13%)’] 25/275 (9%)'H Sl 1,4 (083,18 NS

0.1

g2 1 5 10
menaor 1isco

maior HsCo

* Individuos caucaséides com angina instavel que apresentaram infarfo do miccardio (casos) vs grupo de individuos cau
com angina instavel sem evolugio para infarto do miocéardio (controles).
* [ndividuos caucaséides e hindus submetidos a cateterismo que apresentaram infarto do miocardio (casos) vs grupo de ir

submetidos & cateterismo que ndo apresentaram infarto do miocardio (controles).

1 freqiléncia genotipica (analise nimero de individuos), n/N: ndmero de individuos/nimero de individuos totais (percentual).
§ Risco relativo calculado apds ajuste pelas diversas varaveis clinicas (idade, sexo, raga, hipertensBo arterial, diabetes
colesterolemia, tabagismo e etilismo).
DCO doenga coronariana oclusiva; DCVO doenga cerebrovascular oclusiva; |AM: infarto agudo do miccardio; n/N: nu
alelos/namero de alelos totais; OR (85% |C): odds ratio {95% intervalo de confianca); NS: néo significativo.
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9.2.2. Frequiéncia do alelo —5C Kozak nos estudos de doenca arterial oclusiva

Fregléncia alélica ~5C

Referéncia n/N (frequéncia alélica)

Casos controles OR {95% CI} P
Corral, 2060
DCO 25202 (012)  22/202 (041D B 1,16 (0,60-2,22) NS
DCVO 24/208 (0,11)  20/208 (0,10 Bl 1,23 (0,63-2,40) NS
Croft, 2000
DCO (1AM) 120/1078 (0,11) 108/996 (0,11) - 1,03 (0,78-1,36) NS
Ishida, 2000
DCO 71/156 (46%) § 91/158 (58%) 1 i 1,35 (0,76-2 42) NS
Sonoda, 2001
DCVO 121/470 (0,26)  125/634 (0,20) il 1,4 {1,05-1,9) 0,02
Frank, 2001
DCco* 12/156 (0,08)  97/768 (0,13) - 0,58 (0,29-1,11) NS
pCcvo ™~ 12/82 {0,15) 971768 (0,13) ™ 1,19 (0,59-2,35) NS
Baker, 2001
DCVO 74/410 (018)  50/386 (0,13) - 1,48 (0,99-2,23) 0,06
Meisel, 2001
DCo 353/1842 (0,18) 272/1968 (0,14) ™ 1,12 (0,94-1,34) NS
Kenny, 2002
Dco ™ 14/66 (0,21) 24411960 (0,12) e 1,9 (0,99-3.6) 0,05
Douglas, 2002
DCO ™ 15/176 (0,08)  55/336 (0,16) - 0,48 (0,25-0.9) 0,02
Santese, 2002
oCOo 706/4984 {0,14) 148/10486 (0,14} — 1,02 (0,84-1,24) NS
Hsieh, 2004
DCVO Bl 3,5(157.9) 0,003

0.1 ' 02 1 5 10 o
menior FASCo maior Mnsco

* Mulheres jovens (18 a 44 anos) que apresentaram infarto do miocardio {casos do grupe DCO) ou acidente vascular
cerebral isquémico (casos do grupo DCVO) vs mulheres saudaveis da mesma regiéo e idade.

™ Individuos caucasdides com angina instavel que apresentaram infarto do miocardio {casos) vs grupo de individuos
caucasdides com angina instavel sem evolucéo para infarto do miocardio (controles).

** Individuos caucasdides e hindus submetidos & cateterismo que apresentaram infarfo do miocardio (casos) vs grupo de
individuos submetidos & cateterismo que ndo apresentaram para infarto do miocardio {(coniroles).

1 freqliéncia genotipica CT+CC, n/N: nimero de individucsinimero de individuos totais (percentual).

DCO: doenga coronariana oclusiva; IAM: infarto agudo do miocérdio; DCVQ: doenga cerebrovascular oclusiva: n/N:
namero de alelos/numero de alelos totais; OR (95% IC): odds ratio (95% intervalo de confianca); NS: néo significativo.
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9.2.3. Freqtiéncia dos alelo HPA-2b nos estudos de doengca arterial oclusiva

Referéncia

Freqléncia alélica HPA-2b
n/N (freqiiéncia alélica)

Casos controles OR (95% CD) P
Murata, 1997
DCO = 60 anos idade 14/88 (0.159) 16/200 (0.08) — 2.5 (1,1-5,8) 0.05
Sonoda, 2000
DCo 55/400 (0,14)  47/634 (0,08) hl 2,0(1,3-3.1) 0,009
Baker,2001
DCVO 31/412 (0.07)  25/382 (0,06) —ta— 1,16 (0,65-2,08) NS

01 02 1 5 10
menar nseo maltor Fisco

DCO: doenca coronariana oclusiva; DCVO: doenga cerebrovascular oclusiva; n/N: numero de
alelos/namero de alelos totais; OR (95% IC): odds ratio (95% intervalo de confianga); NS: nao

significativo.
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Anexo 3

Trabalho:

“Genetic Variability of Platelet Glycoprotein Iba Gene”
autores: Margareth C. Ozelo, Devanira S.P. Costa, Lucia H. Siqueira, Vagner Castro,
Marilda S. Gongalves, Raimunde C. Menezes, Manoel Soares, Joyce M. Annichino-

Bizzacchi, Fernando F. Costa, Valder R. Arruda.

Aceito para publicagdo na “American Journal of Haematology’.

Ozelo MC, Costa DS, Siqueira LH, Castro V, Gongalves MS, Menezes RC, Soares M,

Annichino-Bizzacchi JM, Costa FF, Arruda VR. Genetic variability of platelet

glycoprotein Ib alpha gene. Am J Hematol. 2004 Oct;77(2):107-16.
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Anexo 4

Trabalho:

“Platelet glycoprotein lba polymorphisms modulate the risk for myocardial
infarction”.

Autores: Margareth C. Ozelo, Andrea F. Origa, Francisco J. P. Aranha, Antonio P.
Mansur, Joyce M. Annichino-Bizzacchi, Fernando F. Costa, Eleanor S. Pollak, Valder R.

Arruda.
Aceito para publicagdo na “Thrombosis and Haemostasis”.
Ozelo MC, Origa AF, Aranha FJ, Mansur AP, Annichino-Bizzacchi JM, Costa FF, Pollak

ES, Arruda Vr. Platelet glycoprotein Ib alpha polymorphisms modulate the risk for

myocardial infarction. Thromb Haemost. 2004 Aug;92(2):384-6.
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Genetic Variability of Platelet Glycoprotein Iba. Gene

Margareth C. Ozeio Devanira S.P. Costa,’ Lucia H. Siqueira,’ Tania M.F. Machado
Vagner Castro,’ Mariida S. Gongaives, Raimundo C. Menezes, Manoe! Soares,®
Joyce M. Annichino-Bizzacchi,’ Fernando F. Costa,’ and Valder R. Arruda®
" Mematology and Hemotherapy Center, State University of Campinas, Campinas, S30 Paulo, Brazil

2 Department of Pharmacol ogy, Federal University of Bahia, Salvador, Bahia, Brazil
3 Evandro Chagas Institute, Belém, Para, Brazil
* Department of Pediatrics, The Children's Hospital of Phifadelphia, University of Pennsyivania
Schoot of Medicine, Philadeiphia, Pennsylvania

Platelet membrane glycoprotein (GP) Iba is a critical component of platelet adhesion com-
plex to subendothelium structures following tissue injury or pathological surfaces, such as
atherosclerotic plaques. Polymarphisms of the GPlbo gene have been associated with a
high risk for occlusive vascular disease, and its distribution varies considerably among
distinct populations. These polymorphisms comprise the human platelet antigen {HPA)-2
system, the -5C/T dimorphism of the Kozak sequence, and the variabie number of tandem
39-bp repeats (VNTR). Here we report the prevalence of the GPlba gene polymorphisms
among Brazilians, a highly ethnically diverse population. We analyzed 492 subjects of
European, African, or Indigenous origin. It was possible to determine ten distinct haplo-
types. The most common (~40%) haplotype was the Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC for both
Caucasian and African descent. However, among Indigenous, Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC
and Kozak-TC/HPA-2aa/VNTR-CC were equally present. Atthough a strong linkage disequi-
librium between VNTR and HPA-2 polymorphism had also been observed, here we deter-
mined incomplete linkage disequilibrium in 10% of subjects from alf ethnic groups. VNTR-E,
a rare variant lacking the 39-bp repeat, was identified in two unrelated subjects, and func-
tional piatelet studies revealed no abnormalities. The VNTR-A allele, the largest variant
containing four copies of the repeats, was not identified in this population. However,
homozygosity for the VNTR-A aliele (Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-AA) was determined in two
distinct species of nonhuman primates. These results suggest a greater complex evolu-
tionary mechanism in the macroglycoprotein region of the GPlbc: gene and may be useful in
the design of gene—disease association studies for vascular disease. Am. J. Hematol. .
77:107-116, 2004.  ® 2004 Wiley-Liss, Inc.

Key words: glycoprotein Ib alpha; polymorphism; platelet; genetic diversity

INTRODUCTION

Platelets have a central role in the blood coagula-
tion by adhesion to exposed vascular subendothelium
following vascular injury. Platelet adhesion is
mediated by glycoprotein (GP) Iba-IbB-IX-V com-
plex, in which the GPlba subunit contains binding
sites for von Willebrand factor, thrombin, and actin-
binding proteins {1j. Loss of function mutations in the
human GPIba gene 15 the most common molecular
defect associated with the bleeding disorders known
as Bernard-Soulier syndrome {2]. Disruption of the
murine GPIba gene recapitulates closely the human
disease [3]. Platelets also participate in atherogenesis
and subsequent formation of occlusive thrombi is

© 2004 Wiley-Liss, Inc,

dependent on platelet adhesion to the atherosclerotic
plague rupture [4).

Polymorphisms on the GP Ib-IX-V complex have
been characterized. These polymorphisms are mostly
restricted to the GPIbx subunit and can alter platelet
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demonstrated [31] Blood samples were collected by
researchers from the Evandro Chagas Institute.

Nonhuman Primates

Genomic DNA from two different species of non-
human primates, Gorilla gorilla (NG03251) and Pan
troglodyies or chimpanzee {NG06939), were obtained
from NIA Aging Cell Culture Repository (Coriell
Institute for Medical Research, Camden, NJ} and
genotyped using the same primers for studies in
human samples.

Genotyping for VNTR Polymorphism of the
GPlbo. Gene

Identification of the VNTR polymeorphism of the
GPIbx gene was performed by two distinct polymer-
ase chain reaction (PCR) assays as previous described
by Gonzalez-Conejero et al. [18]. The first pair of
primers were located at nucleotides 3915-3938 and
4376-4400, and the second pair of primers were
located in 4202-4223 and 4378-4400. The PCR pro-
ducts were separated by electrophoresis in a 3% agar-
ose gel and visualized under UV light after staining
with ethidium bromide.

Genotyping for HPA-2

The characterization of the HPA-2 alleles was per-
formed as reported by Castro et al. [32]. Following
digestion of the PCR products with BsaHI in the
presence of HPA-2a, three fragments of 61, 116, and
242 bp were obtained, whereas in the presence of
HPA-2b allele, only two fragments (61 and 358 bp)
were observed.

Genotyping for Kozak Sequence Polymorphism

Identification of the Kozak polymorphism in the
GPlIba gene was performed by PCR using primers
corresponding to nucleotides 2757-2780 and 3203-
3224 as previous described [24]. Amplified products
were digested with A4vall (MBI Fermentas, Vilnius,
Lithuania). The genotype —5T is identified by the
presence of fragments of 131, 161, and 175 bp,
whereas for the allele —5C only two fragments of
131 and 336 bp were obtained.

Molecular and Functional Characterization
of the VNTR-E Allele

The PCR product using primers corresponding to
nucleotides 4202-4223 and 4378-4400 of the VNTR-E
allele was directly cloned into pGEM-T vector
(Promega Corporation, Madison, W1). Four positive
clones were further sequenced using the ABI-Pristn®
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377 DNA sequencer (PE Applied Biosystems, Foster
City, CA). Blood samples were collected for charac-
terization of platelet morphology and functional
assays from subjects carrying the VNTR-E allele.
The lvy bleeding time, ristocetin-induced platelet
aggregation (RIPA) test, and platelet aggregation to
various agonists were performed as described [33].
Platelet glycoprotein content was determined in pla-
telet-rich plasma. Binding of fluorescein isothiocya-
nate (FITC) or phycoerythrin (PE) conjugated
monoclonal antibody against GPIba (CD42b-PE),
GPIX (CD42a-FITC), GPIIb (CD41-FITC), and
GPIIla (CD61-FITC) (Beckman-Coulter Immuno-
tech, Marseille, France) was determined by the direct
method. Negative controls consisted of non-immune
mouse [gG1-PE and 1gG2a-FITC (Beckman-Coulter
Immunotech). The fluorescence intensity was ana-
lyzed by flow cytometry (FACScan, Becton Dickinson,

‘San Jose, CA), and a fluorescence histogram was

obtained.

Statistical Analysis

The statistical significance of the differences between
groups were calculated by ¥* or Fisher’s exact tests for
small samples using the Epi Info program [34]. Differ-
ences were c0n51dered statistical significant for P values
< 0.05. The x? goodness-of-fit test was applied to deter-
mine whether the observed genotype frequencies were in
agreement with the Hardy-Weinberg equilibrium.

RESULTS

Frequencies of Genotypes and Haplotypes of the
VNTR Poiymorphism of the GPlba

PCR products using the pair of primers located at
nucleotides 3915-3938 and 43784400, resulted in
fragments of 563 bp (allele B), 524 bp (allele C), 485
bp (allele D), and 446 bp (allele E). A second PCR
assay using a pair of primers located in 4202-4223
and 4378~4400 resulted in the identification of four
visible fragments of 276, 237, 198, and 159 bp corre-
sponding to the alleles B, C, D, and E, respectively
(Fig. 1). There was complete agreement on the results
obtained by independent PCR assays. The genotype
frequenc:es of VNTR among those with Caucasian
(X KE N 0.52; 0.90 < P < 0.95) or African descent
(x* @ = 1.91; O 30 < P < 0.50) fit the Hardy-Weinberg
equilibrium well. This was further confirmed by
the analysis of the distribution of the Kozak alleles
among those with Caucasian (X = 291,005 < P
< 0.1) or African descent (y° o = 016305 < P <
0.7). Together these data suggest that these individuals
are representative of their own populations.
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Fig. 2. Sequencing of the GPlo gene from human subjects. DNA sequence of the E aliele is shown on the top, with no
tandem repeat of the 39-bp sequence, The arrow demonstrated the neutral change A—G at position 4301. The VNTR alleles
D, C, and B are shown from the top to the bottom. Tandem repeated sequences are flanked by dotted lines. [Color figure
can be viewed in the online issue, which is available at www.interscience. wiley.com.}

Homozygosity for the VNTR-A Allele is Common
Among Nonhuman Primates

We were not able to detect human subjects with
VNTR-A allele. However, when we analyzed the
genomic DNA obtained from nonhuman primates
for the GPIbx polymorphisms, both ammals carry
the genotype Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-AA. The
presence of the homozygosity of the VNTR-A allele
was confirmed by the sequence of the PCR products
corresponding to this region (Fig. 4).

DISCUSSION

Brazil has one of the most ethnically heterogeneous
populations in the world. The slaves, who originated
from ethnically diverse African populations, admixed
with each other as well as with people from European
descent and the Indigenous of Brazil [29]. This makes
the Brazilian gene pool highly heterogeneous.

Occlusive vascular disease is a prominent health pro-
blem in Brazil, especially among adults younger than 45
years [35-37]. To better understand the genetic basis of
complex diseases such as atherosclerosis and occlusive
vascular disorders, studies in both African and non-
African populations are important to test the hypoth-
esis that common disease often are caused by common
susceptibility alleles (for review, see Tishkoff and
Williams [38]). It is possible that Brazilians provide a
good population to test this hypothesis, because sub-
jects of distinct backgrounds living under similar envir-
onmental conditions may or may not have simitar sus-
ceptibility to vascular disease. Thus, the identification

of specific genes commonly distributed among these
individuals could provide an opportunity to recognize
gene pool-associated disease.

Several reasons lead us to exploit the distribution
of GPIbx alleles among Brazilians, such as the central
role of platelet adhesion in the atherosclerosis process
and the unique characteristic of the GPlba gene,
which is encoded by a single exon [1,4,39]. All three
characterized polymorphisms are located either in the
promoter or in the coding region, which influence the
amount of the receptor expression and/or its function
[5,6,15,16]. Moreover, it is known that the distribu-
tion of the distinct alleles i1s heterogeneous among
subjects of distinct ethnic backgrounds [8,12.14}.

Overall, we determined that GPIba VNTR poly-
morphisms present a highly heterogeneous distri-
bution among Brazilians, markedly among those
of African descent. Interestingly, the differences of
the VNTR alleles among Brazilians of African or
Caucasian descent were restricted to the genotype BC
or B allele, which was higher among Africans than
Caucasians (26% vs. 16%, respectively). Moreover,
the prevalence of the VNTR alleles among African
Brazilians also differs from that of African Americans
[13]. Africa has a highly heterogeneous population,
and these subjects have been understudied compared
with non-African populations {38]. The heterogeneity
among those of African descent can be explained, in
part, by the distinct origin of the early population
brought from Africa through slave trade. In Brazil,
they originated mainly from Angola, Congo, and
Mozambique, whereas African Americans descended
from regions extending from Senegal to Western



Polymorphisms of the GPlbc. Gene 113

I Kok © 3 %T Kok T 17T
HPA-2 a| a HPA-2 b |a
VNTR €| 1£ -
| 1 2 VNTR B €
[
J  Kozak TiT Kozak T/ IT
[
HPA-2 b HPA-2 2] a
i
VNTR Bl i VNTR C} C
! 1 2
Subjeets Platelet | Mean vy RiPs ™ Mean Fluorescence Inteasity
count | Pistelet | Bleeding | (myiml) [y - -
101y | Volome | Time WIR (o IX |
0 mins) Gemtvpe D42y [{CD42a) LD 4N |{CD 61}
Normal Costral  PI3G-400 72131 {2-9 #7-12 oy XL 04 MK iZ B ET 133687
e ly
1l 313 6.2 R E CE1h34r femrx fs s
1l 349 .6 387 Li BC  #6sl 63467 [#633 | 134095
ILt 419 b 5.97 0.8 BE {4752 WL Ig6s6 114708
Iz 143 7.3 4.22 1.2 CE HES A4S T 43355 13742

*RIPA: Ristoestin-indueed platelet sggregotion; minima] dose required to ackiewe more than 609 of Plarelet aggregation.

Fig. 3. Pedigree of the proband and family members with a rare VNTR-E variant. (A} The Kozak, HPA-2, and VNTR
genotypes are represented for each family member. The arrow indicates the proband. (B) Platelet morphological,
phenotypic, and functional characteristics; normal values represent data obtained from local laboratory controls (n = 50).

Nigeria and from Eastern Nigeria to Angola [30]. In
contrast, no difference was determined regarding
Kozak dimorphism when African Brazilians were
compared to African Americans [3].

In contrast to those of African descent, comparison
among Caucasians from Brazil with those from
Europe or North America shows no difference in
the distribution of the VNTR alleles or Kozak
dimorphism [8,13,15].

Among Brazilians of Indigenous descent, the pre-
valence of VINTR allele C or Kozak ~5C allele was
higher compared to Brazilians of non-Indigenous des-
cent. In addition, the prevalence of Kozak dimorph-
ism in the Indigenous population was similar to that
described among Oriental populations, e.g., Japanese
or Korean [24]. However, the prevalence of VNTR
alieles differs between Indigenous and the Oriental
populations. Notably is the absence of the largest

VINTR, the A allele, which is present in 8-15% of
Oriental population [7,24,32]. The distinct prevalence
of these alleles among Indigenous population in this
study may be influenced by gepetic drift or region-
specific selection pressure and importantly, by the
high rate of consanguineous marriage [40].

It is known that HPA-2 and VNTR alleles are in
strong linkage disequilibrium. The largest VNTR
alleles (alleles A and B) are associated with HPA-2b
(the lesser frequent), while VNTR alleles C or D are
associated with HPA-2a [8-12]. Overall, we report
here that 10% of informative cases presented the
allele HPA-2b/VNTR-C. The lowest prevalence was
determined among Caucasians (6%), but this is the
first demonstration of such association in this group.
It is interesting to note that we identified 14% among
those of African descent and 10% among the Indi-
genous population with HPA-2b/VINTR-C alleles,



114

Ozelo et al.

A

Fig. 4. Characterization of the GPlo gene from nonhuman primates. (A) Sequence of genomic DNA from gorilla
demonstrated the A allele characterized by four tandem repeats. (B} PCR products using primers located at positions
3915-3938 and 43784400 resulted in a single large fragment of 602 bp (VNTR-A allele) using genomic DNA from gorilia or
chimpanzee. Control DNA from a human subject previously characterized as a carrier of alleles BC is shown. [Color figure
can be viewed in the online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]

which is 6-fold higher than the 2.2% among those of
African descent as reported by Aramaki and Reiner
[13]. The association of HPA-2a/VINTR-B was de-
tected in ~6% of Caucasians from Spain or African
Americans. It was reported that this is present in 5%
of those of African descents and 1% among
Caucasians [13,14]. Thus, we showed that the linkage
disequilibrium in our population is not complete.
Indeed, it is relatively common and affected all three
ethnic groups.

We cannot rule out that admixture among indivi-
duals from distinct ethnic groups occurred in earlier
generations, which could explaining some of the
results observed in this study. However, this 1s an
unlikely hypothesis because, using a similar criteria
selection, we were able to demonstrate that mutations
that were highly prevalent among Caucasians wers
not identified among African descents |41-43].

In addition, we have identified the rare VNTR null
allele (VNTR-E) in two unrelated individuals of
Caucasian descent. Together with a previous case
reported by Muckian et al. {10], the variant VNTR-
E has been reported only among Caucasians. Here
the subjects were clinically asymptomatic regarding
bleeding or thrombosis events. Platelet morphologi-
cal, immunophenotype, and functional characteriza-
tion of the affected subject and family members
demonstrated no abnormality among carriers of the
genotype VNTR-CE or VNTR-BE.

Initiallv, an evolutionary model of GPlba haplo-
types was proposed. In this model, the addition of

extra copies to the initial VNTR allele of one copy
(allele D) gave rise to larger VNTR [8,9.12]. Here we
showed that GPIba gene in two closest species of non-
human primates, gorilla and chimpanzee, presented
homozygosity for the VNTR-A alleles (four copies of
39 bp). We hypothesize that, instead of the addition of
new copies with a series of tandem duplication, the
evolutionary model could have been a result of loss of
these copies. Thus, the VNTR-A should be considered
the oldest allele and the subsequent deletions resulted in
the smaller forms. Recently, Osawa et al. [44] reported a
possible evolutionary origin of another VINTR present
in the promoter region of the cystatin B gene, asso-
ciated with human progressive myoclonus epilepsy.
They have determined that, among nonhuman pri-
mates, this repeat segment has stable copies, in contrast
to the variable forms observed in the same sequence in
humans, suggesting that this VNTR arose after the
humans and hominoids split. It was hypothesized that
once the VINTR gained additional repeats umnits, as
observed in early hominoid ancestors, the allele could
became unstable and, during the human evoluttonary
process, lost the tandem repeats elements, resulting in
the smallest variant as those detected in humans.

In summary, despite the differences in the distribu-
tion of several GPIba alleles among subjects from
distinct ethnic backgrounds, we were able to deter-
mine that the most common (~40%) haplotype was
the Kozak-TT/HPA-2aa/VNTR-CC for individuals
of Caucasian and African descent. However, among
the Indigenous population, Kozak-TT/HPA-2aa/



VNTR-CC

and Kozak-TC/HPA-2aa/VNTR-CC

were equally present. Whether carriers of these alleles
have increased susceptibility to vascular diseases in
Brazil remains to be determined in large population
studies.

REFERENCES

I

2

10.

15.

E6.

Lopez J. Berndt M. The GPIb-IX-V complex. In: Michelson A,
editor. Platelets. San Diego: Elsevier Science: 2002, p 85-104,

. Lopez J, Andrews R, Afshar-Kharghan V. Berndt M. Bernard-

Soulier syndreme. Blood 1998:91:4397-4418,

. Ware J, Russeil S, Ruggeri Z. Generation and rescue of a murine

model of platelet dysfunction: the Bernard-Soulier syndrome. Proc
Natl Acad Sci USA 2000:97:2803-2808.

. Ruggeri Z. Platelet in atherosclerosis. Nat Med 2002;8:1227-1234.
. Afshar-Kharghan V, Li C. Khoshnevis-Ast M. Lopez J. Kozak

sequence polymorphism of the glvcoprotein (GP) Ib alpha gene is
a major determinant of the plasma membrane levels of the platelet
GP Ib-IX-V. Blood 1999;94:186-191.

. Cadroy Y, Sakariassen K, Charlet J, et al. Role of four platelet

glycoprotein polymorphisms on experimental arterial thrombus
formation in men. Blood 2001;98:3159-3161.

. Moroi M, Jung 8, Yoshida N. Genetic polymorphism of platelet

giycoprotein Ib. Blood 1984:64:622.

. Lopez J, Ludwig E, McCarthy B. Polymorphism of human glyco-

protein {b alpha results from a variable number of tandem repeats
of & 13 amine acid sequence in the mucin-like macroglycopeptide
region. J Biol Chem 1992;267:10055-10061.

. Ishida ¥, Furihata K, Ishida X, et zl. The largest variant of

platelet giycoprotein Iba has four tandem repeats of I3 amino
acids in the macroglycopeptide region and a genetic linkage with
meshionine, Blood 1993:86:1356.

Muckian C, Hillmann A, Keeny D, Shields D. A novel variant of
the platelet glycoprotein Ib alpha macrogiycopeptide region lacks
copies of the perfect 13 amino acid repeat. Thromb Haemost
2000;83:513-514.

. Kuijpers R, Faber N, Cuypers H, Ouwehand W, von dem Borne

A, NHj-Terminal giobular domain of human platelet givcoprotein
I5 alpha has a methionine 145/threonine 145 amino acid poly-
morphism, which is associated with the HPA-2 (ko) zlloantigens.
¥ Chin Invest 1992:89:381-384.

. Simsek S, Bieeker P, van der Schoot C, von dem Borne A, Asso-

ciation of variable number of tandem repeats (VNTR) in giyco-
protein Ib alpha and HPA-2 alloantigens. Thromb Haemost 1994;
72:757-761.

. Aramaki K, Reiner A. A novel isoform of platelet glycoprotein Ih

alpha is prevalent among African Americans. Am J Hematol 1999;
&60:77-79.

. Corral J, Gonzales-Conejere R. Lozano M, Rivera J, Vicente V.

New alleles of the platelet glycoprotein Ib alpha gene. Br J Hae-
matol 1998;103:997-1003.

Kaski 3, Kekomaki R, Partanen I. Systemic screening for genetic
polymorphism in human glycopretein Ib alpha. Immunogenetics
1996;44:170-176.

Jilma-Stohlawetz P, Homoncik M, Jilma B, et al. Glycoprotein Ib
poiymorphisms influence platelet plug formation under high shear
rates. Br J Haematol 2003;120:652-655.

. Buker R, Eikebon I, Lofthouse E, et al. Platelet glycoprotein Ib

aipha Kozak polymorphisin is associated with an increased risk of
ischemic stroke. Blood 2001;98:36-40.

. Gonzales-Conejero R, Lozano M, Rivera J, et al. Polymorphism

of platelet membrane glyceprotein Ib alpha associated with arter-
ial thrombotic disease. Blood 1998:92:2771-2776.

28

30.

3L

33.

34.

35

36.

37

38

39

Polymorphisms of the GPlbo Gene 115

. Murata M. Matsubara Y. Kawano K. et al. Coronary artery

disease and polymorphisms in a receptor mediating shear stress-
dependent platelet activation. Circulation 1997:96:3281-3286.

. Simmons R. Hermilda I. Rezende 3, Lane D). Haemostatic genetic

risk factors in arterial thrombosis. Thromb Haemost 2001;86:
374-385.

- Somnoda A, Murata M, Ito T. et al. Association between platelet

glycoprotein Ib alpha genotype and ischemic cerebrovascular dis-
ease. Stroke 2000;31:493-397.

. Corral I, Lozano M. Gonzales-Conejero R, et al. A common

polymorphism flanking the ATG initiator codon of GPlb alpha
does not affect expression and is not a major risk factor for arterial
thrombosis. Thromb Haemost 2000;83:23-28.

. Frank M, Reiner A, Schwartz §. et al. The Kozak sequence poly-

morphisin of platelet glycoprotein 1b alpha and risk of nonfatal
myocardial infarction and nonfatal stroke in young women. Blood
200:4:97:875-879,

. Ishida F, Ito T, Takei M. et al. Genetic linkage of Kozak sequence

polymorphism of the platelet giycoprotein Ib alfa with human
platelet antigen-2 and variable number of tandem repeats poly-
morphisms, and its relationship with coronary artery disease.
Br J Haemato! 2000;111:1247-1249.

- Santoso S. Zimmermann P, Sachs U, Gardemann A. The impact

of the Kozak sequence polymorphism of the glycoprotein Ib alpha
gene on the risk and extent of coronary heart disease. Thromb
Haemost 2002;87:345--346.

. Anand S, Yusuf S, Devanesen S, et al. Differences in risk factors.

atherosclerosis, and cardiovascular disease between ethnic groups
in Canada: the study of health assessment and risk in ethnic
groups {SHARE). Lancet 2000;356:279-284,

27. Dowling N, Austin H, Dilley A, et al. The epidemiology of venous

thromboembolism in Caucasians and African-Americans: the
GATE Swudy. J Thromb Haemost 2003;1:80-87.

Kniffin D Jr, Baron J, Barrett J, Birkmeyer D, Anderson F Jr. The
epidemiology of diagnosed pulmonary embolism: and deep venous
thrombosis in the elderly. Arch Intern Med 1994;154:861-866.

29. Parra F. Amado R. Lambertucct J, et al. Color and genomic

ancestry in Brazilians. Proc Nail Acad Sci USA 2003:100:
177-182.

Cartin P. The Slave Atlantic trade: a census. Milwaukee: Univer-
sity of Wisconsin Press; 1969,

Black F, Salzano F, Layrisse Z, ¢t al. Restriction persistence of
polymorphisms of HLA and other blood genetic traits in Para-
kanas Indians of Brazil. Am J Phys Anthropol 1980:52:119-132,

- Castro V, Origa A, Goncalves M. et al. Frequencies of platelet-

specific alloantigens systems 1 to 5 in three distinet ethnic groups
in Brazil. Eur ] Immunogenet 1999;26:355-360.

Budde U, Drewke E, Mainusch K. Schneppenheim R. Laboratory
diagnosis of congenital von Willebrand disease. Semin Thromb
Hemost 2002;28:173-190,

Dean A, Dean J, Coulombier I, et al. Epi Info, version 6: 2 word
processing. database, and statistics program for epidemiclogy
on microcomputers, Atlanta: Centers for Disease Control and
Prevention; 1994,

Duncan B. Schmidt §, Polanczyk C, Mengue S. Migh mortality
rates among Brazilians adult populations as an international com-
parison. Rev Assoc Med Bras 1992;38:138-144,

Sigueira Neto J, Santos A, Fabio SRC, Sakamoto A. Ischemic
stroke in patients under age 45. Stroke 1996;10:113-124,

Voetsch B, Damasceno B, Camargo E, et al. inherited thrombo-
philia as a risk factor for the development of ischemic stroke in
young aduits. Thromb Haemost 2000;83:229-233.

Tishkoff' S, Williams S. Genetic analysis of African populations:
human evolution and complex disease. Nature Rev 2002;3:611-621.
Roos R. Atherosclerosis—an inflammatory disease, N Engl J Med
1999:340:115-126.



116

40.

41.

Ozelo et al.

Cavalli-Sforza 1. Piazza A, Menozzi P, Mountain J. Recon-
struction of human evelution: bringing together genetic, archeo-
logical, and linguistic data. Proc Natl Acad 8ci USA 198%:85:
6002-6006.

Arruda V, Siqueira L. Chiaparini L. et al. Prevalence of the
prothrombin gene variant (nt20210A) in venous thrombosis and
arterial disease. Thromb Hacmost 1997,78:1430-1433.

. Arruda V. Siqueira L, Gonealves M, et al. Prevalence of the

mutation C677 to T in the methylenetetrahydrofolate reductase

gene among distinct ethnic groups in Brazil. Am J Med Genet
1998,78:332-335,

. Arruda V, von Zuben P, Soares M, et al. Very low incidence of

Arg506 to Gin mutation in the factor V gene among the Amazonian
and the Brazilian black populations. Thromb Haemost 199675
B60-861,

. Osawa M, Kaneko M, Heriuchi H. et al. Evolution of the cystatin

B gene: implications for the origin of its variable dodecamer
tandem repeat in humans. Genomics 2003;81:78-84,



© 2004 Schattauer GmbH, Stutsgart

Platelet glycoprotein Ibo polymorphisms modulate the risk
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Summary

Platelet glycoprotein Iba (GPlba} gene polymorphisms have
been reported to affect the risk of developing coronary heart
disease. Here, within the GPlba gene, we determine the
association between the variable number of tandem repeats
(VNTR), the -5C/T Kozak sequence dimorphism, and the
human platelet antigen (HPA}-2 polymorphisms with occur-
rence of myocardial infarction (MI). Patients (n=180) presenting
survivors of Ml were compared to 180 controls matched by
age, gender, and race. Carriers of VNTR-CD genotype had 2
2-fold higher risk for Ml compared to controls. The prevalence
of VNTR-BC was lower among patients than among controls

Keywords
Arterial disease, coronary heart disease, myocardial infarction,
platelet glycoprotein b, polymorphism VNTR

(P=.007). These data are in agreement with recent reports of
increased plug formation by human platelets containing VNTR-
CD but no other VNTR genotypes. Among patients, the
number of vessels severely occluded was greater among
carriers of the D-allele (P=.019) or VNTR-CD (P=.026) and
lower among carriers of the C-allele (P=.003) or VNTR-CC
(P=.0009) compared to non-carriers of these alieles. No
influence was seen with the Kozak or HPA-2 polymorphisms,
Determination of VNTR of the GPiba gene may prove useful for
identifying high-risk individuals for M.

Thromb Haemost 2004; 92: 384-6

Introduction

Platelets participate in physiclogic thrombin formation and in
the pathologic development of atherosclerotic lesions (1). The
GPIb/IX/V complex mediates platelet adhesion to subendothe-
lial matrix. Polymorphisms of this complex are restricted to the
GPIbex gene (2).

Some (3-5) but not all (6-10) studies have demonstrated an
assoctation of GPIbe alleles with the development myocardial
infarction {MI). The inconsistency of results is no surprise since
studies diverge in selection criteria such as the time of patient
enroilment, population size, age, ethnic background, and other
factors,

Coronary heart disease is an emerging public heaith prob-
tem in Brazil, especially amongst young patients (11). The
Brazilian population is highly heterogeneous and it is character-
ized by a genetic admixture of Europeans, African immigrants
and native Indigenous descendents. Here we report findings of
the GPI: pelymorphisms among Brazilian patients with ML

Materials and methods

The patient group comprised 180 (90%) out of 198 subjects who
survived at least one episode of MI, diagnosed as previously
reported (12). Controls consisted of non-related subjects
referred by the patients or candidates for blood donation at the
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