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RESUMO

Variabilidade genética das glicoproteinas plaquetarias GPIba e GPIIla e a sua

possivel associacio com o risco trombdtico em doentes com Diabetes mellitus tipo 2

As patologias vasculares sdo a principal causa de mortalidade e morbilidade na
Diabetes mellitus tipo 2. Uma vez que um endotélio vascular integro ¢ fundamental para a
homeostasia, eventos isquémicos sdo frequentes nos individuos com Diabetes mellitus
tipo 2. Na isquemia arterial, a exposi¢do do contetido da placa de ateroma leva a activagao
das plaquetas por intermédio das glicoproteinas existentes na superficie das mesmas.

O objectivo principal deste estudo € verificar se a presenga de polimorfismos nas
glicoproteinas plaquetarias poderdo estar associados com o aparecimento de isquemia
arterial do membro inferior nos individuos com DM tipo 2. Para isso, estudou-se por PCR-
RFLP os SNPs HPA-2 e KOZAK na GPIba, o PI*"**na GPIlla, e um VNTR na GPIb.

Verificou-se que existem diferengas estatisticamente significativas para o
polimorfismo VNTR entre o grupo controlo e o grupo com DM tipo 2. O polimorfismo
KOZAK parece estar associado ao aparecimento de isquemia arterial do membro inferior
em individuos com DM tipo 2.

Estes resultados sugerem que o polimorfismo KOZAK poderé contribuir para um
aumento da probabilidade de desenvolver isquemia arterial do membro inferior em
individuos com DM tipo 2. Os nossos resultados também evidenciam a importancia do
estudo dos polimorfismos plaquetarios uma vez que podem contribuir para estabelecer um

perfil genético de risco em individuos com DM tipo 2.

Palavras-chave: polimorfismos, glicoproteinas plaquetarias, Diabetes mellitus tipo

2, isquemia arterial do membro inferior







ABSTRACT

Genetic variability of platelet glycoproteins GPIba and GPIIIa and their association

with thrombotic risk in patients with type 2 diabetes mellitus

Vascular diseases are the most important cause of mortality and morbidity in
patients with type 2 diabetes mellitus. Once a functional endothelium is important for
homeostasis, ischaemic events are frequent in patients with type 2 diabetes mellitus. In
arterial ischaemia, an exposition to contents of aterome plaque leads to platelet activation
by glycoproteins that exist in platelets.

The main goal of this study is to search if the presence of platelet glycoproteins
polymorphisms are associated with arterial ischaemia of lower limbs in type 2 diabetes
mellitus patients. It was analyze the HPA-2 and KOZAK SNPs in GPIba, the P1*"*? SNP
in GPIlla and a VNTR in GPIba, by PCR-RFLP.

There were statistically significant differences for VNTR polymorphism between
control group and type 2 diabetes mellitus group. It seems that the KOZAK polymorphism
is associated with the presence of arterial ischaemia of lower limbs in type 2 diabetes
mellitus patients.

These results suggest that KOZAK polymorphism could contribute for an
increased probability of developing arterial ischaemia of lower limbs in type 2 diabetes
mellitus patients. Our results also show the importance of the study of polymorphisms in
platelets since it could establish a genetic risk profile in patients with type 2 diabetes

mellitus.

Key-words: polymorphisms, platelet glycoproteins, type 2 diabetes mellitus,

arterial ischaemia of lower limbs
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INTRODUCAO

A Diabetes mellitus (DM) é um problema de satide publica global. A World
Health Organization (WHO) estima que mais de 180 milhdes de pessoas no mundo
sofrem da doenga e ¢ muito provavel que este nimero duplique até¢ 2030 (WHO). Mais
de 3 milhdes de pessoas morrem anualmente de problemas que derivam da Diabetes
mellitus e pensa-se que nos proximos 10 anos, o total de mortes devido a DM aumente
mais de 50% se ndo houver ac¢des de prevencao urgentes (1).

A Diabetes mellitus ¢ uma doenca cronica, caracterizada por hiperglicemia
cronica e responsavel por variadas complicagdes que afectam o sistema nervoso e
vascular.

Para que a glicose entre nas células ¢ necessdrio que se verifiquem duas
condigdes: que as células tenham um niimero suficiente de receptores activos para a
insulina e que exista insulina suficiente para desbloquear os transportadores de glicose.
Assim sendo, quando hé insulina suficiente mas ndo hd o nimero de receptores
celulares suficiente que permitem a entrada da glicose nas células, ocorre a Diabetes
mellitus tipo 2. Quando ndo h4 producdo de insulina, os receptores celulares que
permitem a entrada da glicose nas células ndo sdo desbloqueados, € ocorre a Diabetes
mellitus tipo 1. Em ambas as situagdes, os niveis de glicose no sangue sobem, condi¢ao
conhecida por hiperglicemia.

Os sintomas mais comuns associados a DM sdo sede, mic¢des frequentes, fome,
perda de peso, fadiga, alteragcdes visuais, glicemia, glicostria e maior dificuldade em
cicatrizar pequenas feridas.

A hiperglicemia diabética induz um grande numero de alteracdes no tecido
vascular que promovem uma aceleracdo da aterosclerose. Os pacientes com DM tipo 2
apresentam uma maior frequéncia de complicagdes macrovasculares como aterosclerose
e trombose, afectando as artérias corondrias, cerebrais e periféricas (2, 3). Em
consequéncia disso, a principal causa de mortalidade e morbilidade prematura dos
individuos com DM tipo 2 sdo as doencas cardiovasculares (4). As alteracdes

macrovasculares sdo principalmente causadas pelos depositos de gorduras na parede
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interior dos vasos sanguineos que irrigam os 6rgdos, especialmente o coragdo, o cérebro
e os membros inferiores, bloqueando a irrigagdo sanguinea dos mesmos. Nesta situagcdo
conhecida como aterosclerose, os vasos sanguineos tornam-se menos flexiveis e mais
estreitos. Eventualmente, pode ocorrer oclusao do vaso sanguineo devido a
aterosclerose obliterante ou a ruptura da placa de ateroma e exposi¢ao do seu contetido
ao sangue activando as plaquetas e a cascata da coagulagdo, levando consequentemente
a formagao de trombos ricos em plaquetas. Ambas as situagdes causam isquemia que
provoca danos nos tecidos adjacentes a oclusdo do vaso sanguineo.

As plaquetas tém um papel decisivo na formagao de um trombo ap6s a perda da
integridade vascular. Por isso, plaquetas mais sensiveis ou reactivas a pequenas
alteragdes de homeostasia podem formar trombos em circulagao mais facilmente, dando
origem a desordens oclusivas arteriais.

O que permite as plaquetas interagirem entre elas e com a matriz endotelial, sdo
glicoproteinas na sua superficie que funcionam como receptores. Estudos recentes
sugerem que os polimorfismos das glicoproteinas plaquetarias sao importantes factores
genéticos que contribuem para o aumento de risco trombotico. Pensa-se que essas
variacdes genéticas estardo associadas a um estado de hiper-agregabilidade das
plaquetas (3). Assim, factores genéticos e ambientais fazem com que a extensdo da
resposta plaquetaria face a ruptura da placa de ateroma varie entre individuos (5).

Desde a década de 80 se tem estudado alguns polimorfismos nos genes que
codificam para estas glicoproteinas, sob suspeita de estes aumentarem o risco de
isquemia arterial uma vez que tornariam as plaquetas mais reactivas, que levam mais
facilmente a formacdo de trombos e a oclusdo de pequenos vasos sanguineos. Assim,
estes polimorfismos sdo considerados um dos factores associados as alteragdes da
funcionalidade das plaquetas em individuos com Diabetes mellitus (6).

Alguns Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) ja descritos em glicoproteinas
(GP) plaquetarias sio o HPA-2 ¢ KOZAK na glicoproteina Ib-V-IX e o P1*"*? na
glicoproteina IIb-Illa. Também j& foi descrito um Variable Number Tandem Repeat
(VNTR) na glicoproteina Ib-V-IX.

A GPIba forma parte do complexo GPIb-V-IX que medeia a adesdo inicial das
plaquetas ao endotélio lesado. Dada a importincia deste receptor na adesdo plaquetaria,
tem sido sugerido que pequenas alteracdes na estrutura da GPIba podem influenciar a

resposta funcional das plaquetas. Dois dos SNPs ja descritos para a GPIba, o “human
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platelet antigen-2” (HPA-2) e 0 KOZAK, tém sido associados a uma maior reactividade
plaquetdria, no entanto, ha discrepancias quanto ao seu envolvimento no risco
trombotico, dependendo dos grupos populacionais estudados (7, 8). O alelo B do VNTR
descrito na GPIba foi associado a variados eventos tromboticos, sendo considerado um
factor de risco de trombose coronaria e enfarte do miocardio (9, 10).

A glicoproteina GPIlla forma parte do complexo GPIIb-Illa que medeia a
agregacao plaquetaria. Os principais ligandos para este complexo sao o fibrinogénio e o
factor de von Willebrand (vWf). O polimorfismo mais estudado na glicoproteina GPIlla
¢ o “human platelet antigen-1" (HPA-1 ou PI*'*%). Diversos trabalhos mostraram que
este polimorfismo pode ter consequéncias funcionais na reactividade plaquetdria, mas
nao ha resultados conclusivos (11).

Estardo relacionados estes polimorfismos com a resposta a factores
trombogénicos, sendo mais facil a activagdo plaquetdria em doentes com Diabetes
mellitus tipo 27

Continua a ser necessario o estudo do efeito destes polimorfismos em grupos
especificos para poder esclarecer o seu papel no risco de eventos tromboticos. Apesar
dos vérios estudos ja realizados, ndo ha concordancia nos resultados obtidos e sdo
escassos os trabalhos desenvolvidos em individuos com Diabetes mellitus tipo 2.

Assim, o principal objectivo proposto para este trabalho ¢ determinar se a
presenca de polimorfismos das glicoproteinas plaquetarias GPIba e GPIIla estara
associada com eventos tromboéticos, nomeadamente isquemia arterial nos membros
inferiores, em individuos com Diabetes mellitus tipo 2.

A parte | deste trabalho compreende uma abordagem tedrica ao tema. A parte II
contém os objectivos do trabalho, a metodologia utilizada, os resultados e a discussao

dos mesmos em paralelo com as conclusdes.
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CAPITULO 1. DIABETES MELLITUS TIPO 2 E ATEROSCLEROSE

1.1. Diabetes mellitus tipo 2

A Diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenca metabdlica cronica que atinge entre 500
e 900 mil portugueses, segundo a Associagdao Protectora dos Diabéticos de Portugal em
2009 (12). A prevaléncia mundial da diabetes em 2002 foi de 170 milhdes, com uma
previsdo de 366 milhdes até 2030 (13). Cerca de 90% dos diabéticos sao do tipo 2 (14).

A Diabetes mellitus tipo 2 ocorre quando as células ndo conseguem utilizar
adequadamente a insulina que o organismo produz ou quando esta € incorrectamente
secretada. A insulina ¢ a hormona produzida pelas células B das ilhotas de Langerhans
no pancreas, que regula a concentragdo de glicose na corrente sanguinea, permitindo a

incorporagdo da glicose nas células (figura 1) uma vez que activa os transportadores da
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Fig. 1: Metabolismo da glicose.
Adaptado de Dugi K em www.scienceschool.org
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glicose GLUT4. O glucagon ¢ a hormona com fun¢@o oposta a insulina, isto ¢, enquanto
que a insulina ¢ produzida quando os niveis de glicose sanguinea sao elevados de forma
a que a glicose seja incorporada nas cé€lulas, o glucagon leva a produgao e libertagao de
glicose na corrente sanguinea (figura 1). E desta forma que se alcanga a homeostasia,
mantendo os niveis de glicose normais no sangue (<110mg/dL).

Alguns dos factores de risco conhecidos para a Diabetes mellitus tipo 2 sdo a
predisposicdo genética, a idade avangada, a inactividade fisica ou sedentarismo,
obesidade e habitos alimentares pouco saudaveis com dietas ricas em calorias (15).

As alteragdes metabolicas causadas pela DM (hiperglicemia, aumento dos 4cidos
gordos livres e resisténcia a insulina, causada por defeitos na secrecdo de insulina e
diminui¢do da sensibilidade das células a insulina) induzem disfungdo vascular que
predispde o paciente para aterosclerose (16, 17). As complicacdes que advém da
hiperglicemia afectam os diversos sistemas do organismo humano. Alguns estudos
indicam que a diminui¢do de hiperglicemia reduz o risco das complicagdes diabéticas
(11).

Diversos trabalhos revelaram também que a hiperglicemia induz efeitos pro-
coagulantes e anti-fibrinoliticos (18). Nos individuos com DM, a combinacdo do
aumento de inibicdo de fibrinogénio com as alteragdes na reactividade plaquetdria

poderdo levar a um risco aumentado de doenga cardiovascular (2).

1.2. Complicagdes vasculares na Diabetes mellitus

Estudos demonstraram que um mau controlo glicémico estd associado a um
aumento das complicagdes micro- e macro-vasculares nos individuos com DM (19).

A DM estd normalmente associada a complicagdes microvasculares e
macrovasculares (20) que resultam quer de desordens nas células endoteliais quer de
alteragdes da coagulagdo sanguinea, afectando varios orgdos como os rins, retina,
nervos periféricos e compartimentos micro- e macro-vasculares (21).

As principais consequéncias das alteracdes microvasculares causadas pela
alteracdo endotelial na DM tipo 2 s3o a retinopatia, a neuropatia e a nefropatia.

Normalmente resultam das primeiras lesdes endoteliais e alteracdes plaquetdrias que
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ocorrem no doente diabético (6). As complicagdes microvasculares também sdo causas
importantes de morbilidade e mortalidade em doentes diabéticos.

As doengas cardiovasculares sdo a principal consequéncia das alteragdes
macrovasculares, sendo a principal causa de morbilidade e mortalidade prematura em
pacientes com DM (4). Estas alteracdes compreendem doengas das artérias corondrias,
das artérias periféricas (aortica-iliaca e femuropopliteal) e das cardtidas, sendo a
principal manifestacdo a aterosclerose (17).

A fisiopatologia das doengas vasculares na Diabetes mellitus envolve anomalias
no endotélio, nas células do musculo liso vascular e na fun¢ao das plaquetas (17).

O risco de doenca arterial coronaria, enfarte do miocardio e doenga arterial
periférica estd aumentado duas a quatro vezes em diabéticos (22).

A maioria dos pacientes com Diabetes mellitus morre devido a complicagdes
cardiovasculares, normalmente desencadeadas por eventos trombodticos agudos
impostos por lesdes aterosclerdticas na circulagao arterial, uma vez que a hiperglicemia
induz um grande ntimero de alteragdes no endotélio vascular que promove a aceleragao

de aterosclerose.

1.2.1. Endotélio

O endotélio consiste numa mono-

camada de células endoteliais que Endotélio

. Tecido elastico interno
revestem Internamente 0s vasos
Células musculares lisas
sanguineos, separando o sangue da

g ’ p gu Tecido elastico externo

restante parede celular (figura 2). Tecido conjuntivo

As células endoteliais sintetizam e

libertam  substancias  biologicamente Artéria normal
activas que mantém a homeostasia

vascular, assegurando uma correcta

fluidez sanguinea e distribuicdo de

nutrientes, enquanto que impedem a

coagulacdo sanguinea e previnem a ; — :

trombose (16, 17, 23). Fig.2: Corte transversal de um vaso sanguineo.
Adaptado de Manual Merck: de saude para a
Sfamilia; pdg. 121 (1997)
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As principais substancias libertadas pelas células endoteliais sdo: (a) o 6xido
nitrico e a prostaciclina (vasodilatadores e inibidores plaquetarios uma vez que levam ao
aumento de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) intracelulares); (b) o factor de von Willebrand (transporta e estabiliza o factor
VIII da coagulacdo sanguinea); (c) a endotelina-1 (vasoconstritor envolvido na resposta
das células endoteliais a diferentes estimulos); (d) o inibidor do factor tecidual
(anticoagulante, uma vez que inibe o factor tecidual, factor necessario para a activacao
da cascata de coagulacdo); (e) a proteina S (anticoagulante, pois inactiva juntamente
com a proteina C, os factores V e VIII da cascata de coagulacdo e pro-fibrinolitico, uma
vez que inibe a actividade do inibidor do activador do plasminogénio); (f) o activador
tecidual do plasminogénio (fibrinolitico, uma vez que cliva o plasminogénio em
plasmina e esta inicia a fibrindlise); (g) e o inibidor do activador do plasminogénio
(anti-fibrinolitico, uma vez que inibe o activador tecidual do plasminogénio, evitando a
clivagem do plasminogénio em plasmina e o inicio da fibrindlise) (24).

Assim sendo, um endotélio integro contribui para a regulagcdo da fungdo vascular
e estrutural sendo a maior proteccdo para a trombose arterial, aterosclerose e
vasoconstricdo (23). As alteracdes funcionais do endotélio na Diabetes mellitus sdo
causadas pela hiperglicemia, excesso de 4cidos gordos e resisténcia a insulina (figura 3)
que tornam as artérias dos diabéticos mais susceptiveis a aterosclerose (16, 22).

A hiperglicemia inibe a produ¢do do 6xido nitrico (NO) e aumenta a producao
de espécies reactivas de oxigénio (ROS) nas células endoteliais e nas células musculares
lisas da parede vascular (16, 22).

A resisténcia a insulina leva a um excesso de libertacdo de acidos gordos do
tecido adiposo que activa a proteina Cinase C e aumenta a producdo de espécies
reactivas de oxigénio (16). Uma vez que as concentragcdes de NO sdo reduzidas na DM,
ha um aumento da producdo de vasoconstritores, como a endotelina-1 e angiotensina II
(16, 25). O aumento de endotelina-1 activa o receptor para os produtos finais da
glicosilagdo (RAGE). Devido a hiperglicemia, ha formagdo de produtos finais da
glicosilagdo (AGE) em excesso (por exemplo, a hemoglobina glicosilada em que um
produto da glicose se liga a hemoglobina e altera a sua fun¢do). Os AGE produzidos em
excesso ligam-se ao RAGE, que aumenta a activacdo de factores de transcri¢do como o
factor nuclear kB (NF-kB) e do activador da proteina-1, citoquinas pro-inflamatérias

(26). Estes factores regulam a expressdao de varios genes mediadores da aterogénese,
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como por exemplo, as moléculas de adesdo leucocitaria na superficie das células
endoteliais e proteinas quimiotacticas monociticas que recrutam os linfocitos e
mondcitos para a parede vascular (16). O factor tecidual também encontrado na placa de
ateroma, ¢ produzido em maior quantidade pelas células endoteliais em individuos com

DM, o que constitui um importante factor pro-coagulante (16).

Diabetes
mellitus \
Hiperglicemia Excesso 4cidos gordos Resisténcia a
livres nsulina

J

Stress oxidativo
Activagdo proteina cinase C

Activacdo do RAGE
Endotélio

TEndotelina-1 1 Activagido de NF-xB 1 Oxido nitrico
T Angiotensina II T Activacdo do activador da T Factor tecidual
1 Oxido nitrico proteina-1 T Inibidor do activador

T Angiotensina II plasminogénio-1

1 Oxido nitrico 1 Prostaciclina
Vasoconstrigao Inflamagao Trombose

Hipertensao Libertacao de quimoquinas Hipercoagulagao
Crescimento vascular de Libertagdo de citoquinas Activagao plaquetaria
células musculo liso Expressao de moléculas de Fibrinolise reduzida

adesao celular

Aterogénese

Fig. 3: Efeitos da Diabetes mellitus sobre o endotélio e principais consequéncias
Adaptado de Beckman et al. (2002)"
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As plaquetas dos individuos com DM também sofrem alteragdes funcionais, que
podem acentuar a progressao da aterosclerose e ter consequéncias apds a ruptura das

placas ateroscleroticas (figura 4).

Diabetes mellitus

T ROS 1 NO 1 mobilizacio Ca®" T proteina Cinase C

Activagao plaquetéria

Fig. 4: Alteracdes plaquetarias na Diabetes mellitus tipo 2.
Adaptado de Haouari e Rosado (2008)°

Tal como nas células endoteliais, niveis de glicose elevados também levam a
activag¢do da proteina cinase C, diminui¢do da produ¢do de NO e aumento da formagao
de ROS nas plaquetas (27). Também provocam uma altera¢do na homeostasia do célcio,
com consequéncias na actividade normal das plaquetas, uma vez que o célcio regula as
alteragdes morfoldgicas, a secrecdo e a agregacao plaquetaria (16). Para além destes
factos, individuos com DM também tém uma expressdo aumentada de glicoproteinas na
superficie das plaquetas que medeiam a interac¢do das plaquetas com o fibrinogénio e o
factor de von Willebrand.

Todos estes mecanismos podem ser a explicagdo para um maior potencial

trombotico nos individuos com DM tipo 2.

1.2.2. Aterosclerose

Designa-se por aterotrombose, a presenca de aterosclerose e as complicagdes

tromboticas derivadas.
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A aterosclerose ¢ uma patologia que afecta principalmente os paises
industrializados. Define-se como uma doenca de evolugdo progressiva, na qual a
gordura se acumula por baixo do revestimento interno da parede das artérias levando ao

estreitamente das mesmas (figura 5).

i : " Cajdired
2 I Inkers f, e Laming
\ P

Fig. 5: Desenvolvimento em 8 estagios de uma placa de ateroma: 1) e 2) migracdo do LDL para o
subendotélio e sua oxidacao pelos macrofagos e células musculares lisas; 3) e 4) libertacao de factores
de crescimento e citoquinas atraindo mais mondcitos; 6), 7) e 8) promociao do crescimento da placa
de ateroma com acumulagio de células espumosas e proliferacao de células musculares lisas.
Adaptado de Faxon et al. (2004)*°

Alguns factores de risco envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose sdo o
tabagismo, a Diabetes mellitus, a dislipidemia (elevadas concentrag¢des de triglicerideos
e LDL (low density lipoprotein) e baixas concentracdes de HDL (high density
lipoprotein) no sangue), a hipertensdo arterial, inactividade fisica e a predisposigdo
genética (28, 29, 30). A aterosclerose torna-se evidente quando ja se encontra num
estado patologico avancado, havendo dificuldade na detecgdo precoce da doenga.

Os processos que levam ao aparecimento da aterosclerose sdo complexos e
envolvem multiplos sistemas interligados que regulam a actividade vascular, como a
disfuncdo endotelial, a adesdo de moléculas e os seus ligandos, o metabolismo dos
lipidos, as cascatas da coagulacdo e fibrinolitica, a inflamagdo, o stress oxidativo e
factores genéticos (figura 3) (28, 31). Mas o principal factor que desencadeia a
aterosclerose ¢ a perda de funcdo do endotélio vascular com o aumento da sua

permeabilidade (23).
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As principais consequéncias da aterosclerose sdo: (a) estreitamento das artérias,
sendo que o fluxo sanguineo insuficiente origina uma diminui¢do da provisdo de
oxigénio (isquemia), que se pode manifestar subitamente (isquemia aguda) ou de forma
gradual (isquemia crénica); (b) e activagdo plaquetaria resultante da ruptura das placas

de aterosclerose, levando a formacdo de trombos plaquetérios.

1.2.3. Placa de ateroma e activag¢do plaquetaria

As placas de ateroma sdo constituidas fundamentalmente por macrofagos,
lipidos, leucocitos e factor tecidual.

Inicialmente, células endoteliais disfuncionais (figura 5) recrutam mondocitos e
linfocitos T para a parede vascular arterial através de receptores de adesdo. Os
mondcitos e linfocitos T acabam por se infiltrar na camada intima da parede dos vasos
sanguineos por diapedese através de moléculas de adesdo das células vasculares
(CAMs). Ha um aumento da permeabilidade endotelial para as lipoproteinas, leucdcitos
e outros mediadores inflamatorios. O aumento do nimero de lipoproteinas aterogénicas
e linfocitos T na camada intima estimula os mondcitos a tornarem-se macréfagos. Estes
ingerem particulas LDL oxidadas e tornam-se células espumosas (foam cells) (26). As
c€lulas musculares lisas endoteliais migram também para a camada intima do vaso
sanguineo onde proliferam e retém lipoproteinas. H4 um maior recrutamento de
leucocitos e os agregados plaquetarios passam a aderir ao endotélio lesado em reposta a
uma variedade de mediadores inflamatdrios que sdo secretados pelas células endoteliais
disfuncionais que activam leucdcitos, células do musculo liso e plaquetas. A inflamagao
¢ perpetuada pela constante producdo de citoquinas por parte dos linfocitos T e
macrofagos existentes na placa de ateroma (32). O recrutamento constante de células
inflamatorias para a area de lesdo do endotélio ¢ o fendémeno que permite o crescimento
da placa de ateroma.

Existem evidéncias que sugerem que a hiper-lipoproteinemia, hipertensao
arterial, diabetes mellitus, hiper-homocisteinemia, fumo do tabaco, entre outros,
aumentam a inflamagdo, a resposta a lesdo vascular e potenciam a cascata da
coagulacdo, acelerando a trombogénese (32).

Dada a importancia e consequéncias resultantes da ruptura da placa de ateroma,

a estabilizacdo das placas corondrias tornou-se uma estratégia na manutencdo dos
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pacientes com doenca arterial coronaria (CAD). A formagdo de trombos plaquetarios
junto aos locais de ruptura das placas de aterosclerose ¢ a causa primdria de angina
instavel e, quando resulta na oclusdo do vaso, causa enfarte do miocardio (33). As
placas de ateroma mais instaveis e susceptiveis a ruptura sdo as que apresentam uma
capa fibrosa com maior quantidade de lipidos (34). O contetido de lipidos na placa de
ateroma ¢ determinado pela quantidade de células espumosas (35).

Segundo Virchow, a ocorréncia de trombose arterial depende da parede vascular
arterial, das caracteristicas que afectam o fluxo sanguineo local (como a elevada tensao
local e estase local) e factores sistémicos do sangue em circulagdo (como factores
hormonais ou metabolicos, factores da hemostase e elementos celulares) (36).

A erosdo ou ruptura da placa de ateroma leva a exposi¢ao do seu conteudo ao
sangue. A activacao plaquetaria € iniciada pela ligacdo de substancias trombogénicas,
como o colagénio, trombina, factor tecidual ou outros componentes libertados da placa
de ateroma, a receptores localizados na superficie das plaquetas (37).

A agregacgao das plaquetas ¢ imediata apds a exposi¢do a estes componentes.

Inicialmente, as plaquetas inactivadas em circulagdo reconhecem ligandos da
matriz endotelial danificada, como o factor de von Willebrand e o colagénio, através de
receptores glicoproteicos da sua membrana que permitem a aderéncia das plaquetas ao
vaso sanguineo.

A ligacdo entre a glicoproteina plaquetaria Ib-V-IX e o factor de von Willebrand
e a unido da GP Ila-Ila com o colagénio exposto na lesdo endotelial, activam um fluxo
de sinais (hidrdlise dos fosfolipidos da membrana, mobilizacdo do célcio intracelular,
fosforilagdo de proteinas intracelulares e secre¢ao dos granulos plaquetarios) que levam
a modificacdo conformacional e a activacdo da integrina allbp3 ou glicoproteina Ilb-
IIla, que passa a expor locais de elevada afinidade para o fibrinogénio na superficie das
plaquetas, necessario para a agregacdo plaquetaria (18, 37). Apds a libertacdo do
conteudo dos granulos intracelulares plaquetdrios (serotonina, ADP, tromboxano A2)
sdo activadas outras plaquetas, promovendo a activagdo e agregacao de mais plaquetas.

Em condi¢des normais ha factores que limitam a progressdo destes trombos
como a reestruturagdo do endotélio (que produz prostaciclina e 6xido nitrico que inibem
a activagao plaquetaria) e a elevada actividade fibrinolitica (37). No entanto, o endotélio
de individuos com DM sintetiza niveis diminuidos de prostaciclina e 6xido nitrico (38),

pelo que a formacgao do trombo continua.
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1.2.4. Isquemia

A isquemia ocorre quando ha uma interrupcao do fluxo sanguineo, impedindo a
nutricdo e oxigenacdo das células. Pode ser causada por aterosclerose obliterante ou
pela formacao de trombos.

Podem diferenciar-se dois tipos de isquemia, a arterial € a venosa.

Na isquemia arterial, a oclusdo arterial pode ser causada quer por aterosclerose
quer por formacdo de trombos sanguineos (39, 40). Ocorre num contexto de elevada
pressdo, na qual a formacao da placa de ateroma e a ruptura da mesma com a exposicao
de factor tecidual € provavelmente o estimulo inicial da formacdo de um codgulo (31).
A composicao deste trombo arterial consiste principalmente em plaquetas, colagénio e
células musculares lisas que derivam da placa aterosclerdtica (31). A trombose arterial
ocorre principalmente na popula¢do mais idosa, causada por varios factores ambientais,
como o tabaco, hipertensdo arterial e colesterolemia, que podem agir sinergicamente
com factores genéticos (41).

O aparecimento da isquemia arterial no membro inferior causado pela
aterosclerose ¢ conhecido por doenga arterial periférica. A doenca arterial periférica
pode ser diferenciada em 5 fases que poderdo culminar com a formagdo de tulcera
isquémica. O sinal mais frequente e mais precoce da existéncia de isquemia arterial no
membro inferior ¢ a claudica¢do intermitente, que se manifesta através de dor no
membro inferior durante o exercicio fisico e que diminui rapidamente com o repouso. A
fase 2 ¢ caracterizada por algia em repouso mas sem lesdo. Esta evolui para a fase 3,
onde surge cianose fixa, principalmente do halux. As fases finais sdo a gangrena e a
ulcera isquémica (42, 43).

A fisiopatologia da isquemia venosa € distinta da isquemia arterial (31). O inicio
e a progressao de tromboembolismo venoso parece estar mais dependente da activagdo
da cascata de coagulagdo do que da activagdo plaquetaria (31). O trombo venoso ¢
formado principalmente por fibrina (31) e é gerado pela activagdo da cascata de
coagulacdo plasmatica em locais de estase (baixa pressdo sanguinea). A trombose
venosa normalmente esta associada a defeitos nas proteinas da coagulagdo e fibrinolise

ou a anormalidade do fluxo sanguineo (44).
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2.1. Plaqueta

A plaqueta ¢ uma célula sanguinea anucleada que se encontra na circulagdo
sanguinea de forma nao activada e que deriva da fragmentagcdo do megacariocito (Gnica
célula poliploide hematopoiética).

A plaqueta tem entre 2 a 5 um de diametro e 0,5 um de espessura, sendo por
1ss0, a mais pequena célula sanguinea em circulacao (24). Tem um volume médio de 6 a
10 fLL e um tempo de semi-vida de 7 a 10 dias (24).

As plaquetas estdo envolvidas em diferentes processos celulares como, a)
activa¢do da hemostase, em caso de lesdo dos vasos, b) processo inflamatoério, c) defesa
antimicrobiana, d) crescimento de tumores, metastases e angiogénese (24).

A plaqueta pode ser organizada em diferentes zonas, (A) a zona periférica, (B) a

zona Sol-Gel, (C) a zona de organelos e (D) o sistema de membranas (figura 6) (24).

area submembranar .
3 sistema cantcular

ghcocals

sigtetna tubular
denso

ghcogéno

granulos densos

granuloes o
Fig. 6: Estrutura da plaqueta em circulagio.
Adaptado de White (1979) ¥
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(A) Zona periférica composta pela membrana plasmatica, com pequenas
aberturas na superficie com contacto com o sistema canicular aberto, ¢ constituida por:

- glicocalix: superficie exterior da plaqueta que serve como barreira para
separar o conteudo interno do meio externo, € ¢ uma estrutura dindmica que
serve de primeiro contacto. O glicocalix ¢ coberto de glicoproteinas necessarias
para a adesdo, activagdo e agregacdo da plaqueta, para a interac¢do com outros
elementos celulares e para a aceleracao do processo de formagao de codgulo;

- 4rea submembranar: 4rea abaixo da membrana da zona periférica com

importancia na funcdo da plaqueta.

(B) Zona Sol-Gel, também denominada de zona de estrutura, € constituida por:

- microtibulos: com funcdo no sistema de suporte do citosqueleto,
envolvidos na alteragdo de forma e transformacao interna;

- microfilamentos: sdo filamentos de actina com funcdo na fisiologia
plaquetaria. Em repouso, os filamentos de actina servem de matriz onde todos os
organelos e outros componentes estruturais estdo suspensos € os mantém
afastados uns dos outros e da parede celular;

- glicogénio;

- vesiculas lisas: observadas nos megacariocitos e dificeis de distinguir

nas plaquetas.

(C) Zona de organelos, constituida pelos organelos secretdrios:

- granulos a: sdo os organelos mais abundantes na plaqueta variando
entre 40-80 granulos por plaqueta. O contetido dos granulos a € rico em factor
de von Willebrand (vWT), factor V, trombospondina, P-selectina e fibrinogénio;

- granulos densos: apresentam grande variabilidade morfologica, sdo
menores que os granulos o e em menor numero. Existem entre 1 a 1,4 por
plaqueta. O seu contetido ¢ rico em célcio;

- lisossomas: existem entre 0 a 3 por plaqueta e acumulam fosfatase
acida. A func¢do dos lisossomas plaquetarios ¢ desconhecida na hemdstase;

- mitocondrias: intervém no metabolismo energético;

- glicossomas: apresentam forma oval e contém glicogénio.
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(D) Sistema de membranas, constituido por:

- complexo de Golgi: ¢ evidente nos megacariocitos;

- sistema canicular aberto: sdo invaginagdes da superficie da membrana
formando tabulos através do citoplasma, que permitem a transferéncia de
produtos entre a plaqueta e o plasma;

- sistema tubular denso: encontra-se disperso pelo citoplasma;

- complexos e membrana: pontos de intersec¢ao entre o sistema canicular
aberto e o sistema tubular denso;

- reticulo endoplasmatico rugoso: raramente encontrado nas plaquetas em

circulagdo, pois desaparece com a formacdo dos granulos.

A plaqueta possui pequenas quantidades de acido ribonucleico mensageiro
(RNAm) apesar de nao ter nticleo. Por ndo ter nicleo, ndo pode transcrever RNAm para
repor os seus residuos de RNAm derivados dos megacariocitos (44, 46). No entanto,
apods activagdo, as plaquetas podem traduzir o RNAm em proteinas, como ¢ o exemplo
da citoquina IL-1P (46). Todavia, a importancia da sintese de proteinas na plaqueta
ainda ¢ um assunto pouco esclarecido e ¢ possivel que a maquinaria de tradugao transite
dos megacariocitos (44, 46).

No momento da activagdo das plaquetas, estas libertam o contetido intracelular
dos seus granulos com efeito na activagdo e agregacao plaquetaria. Acredita-se que as
plaquetas tenham um papel mais importante no desenvolvimento de trombose arterial

que trombose venosa (3, 44).

2.2. Polimorfismos de glicoproteinas plaquetarias

As glicoproteinas (GP) que se encontram no glicocalix das plaquetas funcionam
como receptores que possibilitam a adesdo, a activagdo e a agregagao das plaquetas.
Dois dos principais receptores plaquetarios envolvidos na hemostase e trombose

sdo a glicoproteina Ib-V-IX e a glicoproteina IIb-IIla (tabela 1).
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Tabela 1: Funcio e ligandos das glicoproteinas plaquetarias Ib-V-IX e IIb-1IIa.

Glicoproteina Principal fungdo Ligandos

Fibrinogénio, vWT,

IIb-I1Ta Adesao e agregacao plaquetaria trombospondina, fibronectina,
vitronectina
Ib-V-IX Adesao plaquetaria Trombina, vW{

Como ja referido no capitulo
anterior, a exposi¢do do subendotélio
vascular resulta na imediata unido da
glicoproteina Ib-V-IX ao factor de von
Willebrand e da adesdo da glicoproteina
Ia-Ila ao colagénio subendotelial. Estas
ligagdes activam a GP IIb-Illa que se
liga ao fibrinogénio resultando na
agregacao plaquetaria (figura 7).

Assim sendo, qualquer diferenca
genética que possa alterar a expressao ou
a actividade das glicoproteinas na
superficie ~ das  plaquetas, podem
influenciar a hemostase (47).

O impacto de alguns
polimorfismos de glicoproteinas
plaquetarias tem sido estudado como um
eventual factor de risco de doencas

tromboticas e hemorragicas (tabela 2), no

GP 1Ib-1lla

Fibrinogénio

GP la-1la

Plaqueta

interaccdes plaqueta-plaqueta e plaqueta-matriz
endotelial.

Adaptado de Medicina Interna — Harrison;
15°Edicdao; MacGrawHill; pag. 376 (2002)

entanto os resultados dos varios estudos tém sido inconclusivos.
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Tabela 2: Referéncias bibliograficas de alguns resultados respectivos aos polimorfismos nas
glicoproteinas plaquetarias em estudo

. , . Alteragdo Associagdo com Sem associa¢do com
Glicoproteina Polimorfismo . 1 . . . . . .
aminoacidica isquemia arterial isquemia arterial
Illa plAva Leu33Pro 18, 48, 49 2,7,50,51,52,53, 54,55
HPA-2 Thr145Met 8,9,54 7
Iba -5T/C - 41, 54, 55, 56 57,58
VNTR - 8,9 48, 55,59

Entende-se por polimorfismo as variagdes estdveis na sequéncia de dacido
desoxiribonucleico (DNA) na qual dois ou mais alelos para um dado locus existe em
mais de 1% dos cromossomas de uma populagao (54, 60).

Um polimorfismo que se localize na sequéncia nucleotidica codificante e
modifique o aminoacido pode alterar a estrutura, a antigenicidade ou a funcdo da
proteina que codifica. Se a variagdo genética se localiza em sequéncias nucleotidicas
reguladoras pode alterar a transcri¢do ou a traducdo do gene, afectando o fendtipo do
organismo (54, 60).

Os polimorfismos estudados no presente trabalho incluem os SNPs PI1*"*2 na GP

IlIa e, 0o HPA-2 ¢ 0 KOZAK na GP Iba, e um VNTR na GP Ibo.

2.2.1. Glicoproteina IIb-11la ou integrina ollbf3

A glicoproteina IIb-IIla (GP IIb-Illa) ou integrina allbB3 faz parte da familia das
integrinas, proteinas da matriz extracelular envolvidas na adesdo e sinalizagdo. A GP
IIb-I1Ia consiste em heterodimeros de subunidades o e [ unidas por ligacdes ndo
covalentes na propor¢do de 1:1 (61).

As integrinas normalmente existem num estado ou de baixa ou de elevada
afinidade que ¢ alterado pela sinalizacdo do citoplasma e a fosforilagdo dos seus
dominios citoplasmaticos (44). Numa plaqueta ndo activada, a GPIIb-Illa terd baixa
afinidade para os seus ligandos, passando a um estado de elevada afinidade apds a
fosforilagao dos seus dominios citoplasmaticos.

As plaquetas expressam em repouso entre 50.000 e 80.000 GP IIb-IIIa (61).
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A fungdo da GPIIb-IIla ¢ intervir nas interacgdes plaqueta-plaqueta promovendo
a agrega¢do plaquetdria, através dos seus ligando (tabela 1). A deficiéncia ou auséncia
da GP IIb-Illa denomina-se de Trombastenia de Glanzmann.

Estruturalmente, a integrina ollbp3 estd acoplada a submembrana do
citosqueleto pelas caudas de allb e B3.

O gene da subunidade Illa também denominado de integrina B3 (ITGB3),
encontra-se no cromossoma 17, € constituido por 15 exdes e origina uma proteina
formada por 762 aminoéacidos (61). E na GPIlla da GPIIb-Illa que se localiza o
polimorfismo P1 *"*% ou HPA-1.

O polimorfismo PI*"4?

encontra-se no exao 2 (figura 8) e corresponde a
substitui¢do nucleotidica de uma Timina por uma Citosina na posi¢ao 1565 (T1565C)
da GPIIIa. Uma vez que a substitui¢ao ocorre na segunda posi¢do do codao CTG isto
causa uma substitui¢do do aminoécido Leucina por Prolina na posi¢ao 33 (Leu33Pro) da
proteina.

Lgotggactt
gacctgaagg

1 ctgggasgto
61 ctottbggoo

gragggecty
tootgtotta

caggaggtag
caggoootoe

CagoLotgat
acctogotgt

agagtogooa
i v Wil

121
151
241
301

agaatotgot
aagtactags
aagtoagtoo
gogagagace

gaaggatasac
goacaggoes
coagaggatt
Toaageagyt

tgtgoocoag
ctoagogaca
goactoogogs
oo

aatcocatocga

agggototoy
Locoggooagg

ghtoococagty
agacagotoo
Tagoggs oo

agtgaggooc
caggtoacto
actotttogog

Fig. 8: Sequéncia do exiio 2 da integrina p3, com a localiza¢ao do polimorfismo.
Fonte: NCBI, referéncia DQ454156

O alelo PI*!, 0 mais comum na populagio caucasiana, ¢ aquele que na posigio
1565 apresenta a Timina; o alelo PlAz, 0 menos comum, € 0 que na posi¢ao 1565 tem
uma Citosina.

O polimorfismo PI** tem sido associado a um fendtipo hiper-reactivo das
plaquetas, implicado na trombose arterial e no desenvolvimento de sindromes
corondrios instaveis (61).

Foi pela primeira vez em 1996 que Weiss et al. identificaram que o fendtipo
heterozigotico P1*'*? tinha um factor de risco significativo, levando a hiper-adesio
plaquetaria, logo a eventos trombdticos como enfarte do miocardio e angina instavel
(18). No entanto, outros estudos demonstraram a falta de associa¢do entre este
polimorfismo e a presenca de enfarte do miocardio (53, 54). Alguns estudos posteriores
apoiam a ideia de que o alelo P1** ¢ um factor de risco pro-trombético, consistente com

a hiper-reactividade das plaquetas que apresentam este alelo para a GP IIb-IIla (54).
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Em doentes com DM tipo 2 também foram encontrados resultados controversos.
Tschoepe et al. (2003) encontraram uma alta associagdo do alelo PI** com a DM tipo 2,

enquanto que Mérz et al. (2004) ndo encontraram qualquer associagao (49, 51).
2.2.2.Glicoproteina Ib-V-IX

A glicoproteina Ib-V-IX (GP Ib-V-IX) faz parte da familia de proteinas com
repeticdes ricas em leucina (leucine-rich repeat family). Esta glicoproteina ¢ formada
pelas subunidades GPIba, GPIbB, GPIX e GPV numa proporc¢do estequiométrica de
2:2:2:1. Todos estes polipéptidos sdo necessarios para que a GP Ib-V-IX funcione (62).

As plaquetas em repouso expressam aproximadamente 25.000 a 30.000 copias
de GP Ib-V-IX. E o segundo receptor mais frequente na plaqueta depois da integrina
allbB3 (63).

A fungao da GP Ib-V-IX ¢ intervir na activacdo da integrina allbf3 e intervir nas
interaccoes plaqueta- endotélio através do factor de von Willebrand, isto ¢, promover a
adesdo plaquetaria ao endotélio lesado. A deficiéncia ou auséncia de GP Ib-V-IX
denomina-se de Sindrome de Bernard-Soulier.

Estruturalmente, a glicoproteina Iba esta

GP Iba

acoplada a submembrana do citosqueleto por N

filamina (figura 9). E nesta subunidade que se e opos

localiza a regido que se liga ao factor de von
Willebrand (62). Contém também, um local de Tyrso,
elevada afinidade para a trombina no N-terminal

(62).

N-glycan

O gene da GP Iba encontra-se no — O-glycan

cromossoma 17 e ¢ formado por 2 exdes que
sdo traduzidos numa proteina com 627
aminoacidos. E na subunidade Iba da GP Ib-V-
IX que se encontram os polimorfismos HPA-2,

KOZAK e um VNTR.

Outside

Lipid [ ARRAARARARRRRARAR | ARRARRRARRARRARRRRARRRARARRRRRRRRRAR
LIEITE | RSN

O polimorfismo KOZAK encontra-se na Cytosol
C
posigdo -5 “upstream” do coddo de iniciagdo, Ou  gig. 9. Representacio da GP Iba®.
seja, numa regido muito proxima ao local onde
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se inicia a transcri¢ao. Corresponde a substituicao nucleotidica de uma Timina por uma

Citosina (figura 10). O alelo -5T ¢ o mais frequente.

MNo. Exon [ Intron ChrStrand Start  End  Start Phase End Phase Lengih Sequence
S upstream sequence e c:c:tggggatg:agggggat:cac:tc:aaggc:tc:c:c:ttgc:l:c:al:a|:tc:
1 ENSENN00] 200958 171 4764304777930 0 1] 1,251 ATGCCTCTCCTCCTCTTGC TGO TCC TGO TGCCAAGCCCCTTACACCCCCACCCCATCTGT

GAGGTCTCCAAAGTGGCCAGCCACCTAGAAGTGAACTGTGACAAGAGGAATCTGACAGCG
CTGCCTCCAGACCTGCCGAMAGACACAACCATCCTCCACCTGAGTGAGAACCTCCTGTAC
ACCTTCTCCCTGGCAACCCTGATGCCTTACACTCGCCTCACTCAGCTGAACCTAGATAGG
TGCGAGCTCACCAAGCTCCAGGTCGATGLRGACGCTGCCAGTGCTGGLEGACCCTGGATCTA
TCCCACAATCAGCTGCAAAGCCTGCCCTTGCTAGGGCAGACACTGCCTGCTCTCACCGTC
CTGGACGTCTCCTTCAACCGECTGACCTCGCTGCCTCTTGETGCCCTGCGTGETCTTGEE
EEfCTCCAAGAGCTCTACCTGAAAGECAATGAGCTGAAGACCCTGCCCCCAGGGCTCCTG
WCOCCCACACCCAAGCTCGAGAAGCTCAGTCTGGCTAACAACAACTTGACTGAGCTCCCC
GUTGGECTCCTCAATGGECTCGAGAATCTCGACACCCTTCTCCTCCAAGAGAACTCGCTG
TATACAATACCARAGGGCTTTTTTGGETCCCACCTCCTGCCTTTTGCTTTTCTCCACGEG
AACCCCTGETTATGCAACTGTGAGATCCTCTATTTTCGTCGCTGGCTGCAGGACAATGET
GadhATGTCTACGTATGGAAGCAAGETGTGGACGTCAAGGCCATGACCTCTAATGTGGCC
AGTGTGCAGTGTGACAATTCAGACAAGTTTCCCGTCTACAAATACCCAGGAAAGGGGTGC
CCCACCCTTGGTGATGAAGETGACACAGACCTATATGATTACTACCCAGAAGAGGACACT
GAGGGCGATAAGGTGCGTGCCACAAGGACTGTGGTCAAGTTCCCCACCAAAGUCCATACA
A TGGGTCTATTCTACTCATGETCCACTGUTTCTCTAGACAGCCAAATGOCCTCC
TCCTTGCATCCAACACAAGAATCCACTAAGGAGCAGACCACATTCCCACCTAGATGGACC
CCAAATTTCACACTTCACATGGAATCCATCACATTCTCCAAAACTCCAAAATCCACTACT
GAACCAACCCCAAGCCCGACCACCTCAGAGCCCGTCCCGGAGCCCGUCCCAAACATGACC
ACCCTGGAGCCCACTCCAAGCCCGACCACCCCAGAGCCCACCTCAGAGCCC
Intron1-2 171 47779314777 966 3fgccooccagooogaccaccoocggagoccacctcagag
2 ENEEN0001 422421 171 4777967 4778,500 0 a 633 CCCECCCCCAGCCCGACCACCCCGEAGCCCACCCCAATCCCGACCATCOCCACARGCCCE
ACCATCCTGGTGTCTGCCACAAGCCTGATCACTCCAAAAAGCACATTTTTAACTACCACA
AAACCCGTATCACTCTTAGAATCCACCAAAAAAACCATCCCTGAACTTGATCAGCCACCA
AAGCTCCGTGGEGTGCTCCAAGGECATTTCGAGAGCTCCAGAAATGACCCTTTTCTCCAC
CCCGACTTTTGCTGCCTCCTCCCCCTGGECTTCTATGTCTTGGETCTCTTCTGGCTGCTC
TTTGCCTCTGTGGTCCTCATCCTGCTGCTGAGCTGGGTTGEGCATGTGAAACCACAGGCC
CToGACTCTGGUCAAGGTGUTGUTCTCACCACAGUCACACAAACCACACACCTGRAGCTG
CAGAGGGGACGECAAGTGACAGTGCCCCGEGICTEGCTGCTCTTCCTTCGAGGTTCGCTT
CCCACTTTCCGCTCCAGCCTCTTCCTETGEGTACGGCCTAATGECCETGTGGEGCCTCTA
GTGEGCAGGAAGGAGECCCTCAGCTCTGAGTCAGGETCETGETCAGGACCTGCTGAGCACA
GTGAGCATTAGGTACTCTGECCACAGCCTCTGA
3 downstream sequence gggtgggaggtttggggaccttgagagaagagocctgtgggototoctatt . oo

Fig. 10: Sequéncia dos exdes 1 e 2, interrompidos pela informagdo do intrio da GP Iba, com a
localizagdo do polimorfismo KOZAK (vermelho), do polimorfismo HPA-2 (verde) e da sequéncia que
se repete originando um VNTR (amarelo).

Fonte: Ensembl, referéncia ENST00000329125.

Virios trabalhos indicam que os nucledtidos que precedem o coddo de iniciagao
AUG sao importantes na eficiéncia da traducdo nas células eucariodticas (64). Alguns
investigadores acreditam que este polimorfismo se localiza numa zona importante para
a ligacao do ribossoma ao RNAm no momento da tradu¢do do RNAm (65).

Ha evidéncias que indicam que o alelo -5C ndo altera a estrutura mas esta
associado ao aumento da expressdo de GPIba na superficie da plaqueta (52). E plausivel
que o aumento de densidade do receptor aumente a predisposic¢do para se ligar ao factor
von Willebrand, causando activagao plaquetaria (56). O alelo -5C também foi associado
com eventos corondrios agudos, mas nao ha resultados conclusivos (54). Apesar disso,
tem sido consistente atribuir ao alelo -5C um factor de risco para eventos
cerebrovasculares isquémicos (54).

O polimorfismo “human platelet antigen- 2 (HPA-2) encontra-se numa regido
rica em leucinas da subunidade Iba da glicoproteina Ib-V-IX, local correspondente a
ligagdo com o factor de von Willebrand (figura 9) (57). Este polimorfismo situa-se na
posicao 482, no exdo 1 do gene da GP Iba. Corresponde a substituicao de uma Citosina

por uma Timina na segunda posi¢ao do coddo ACG (figura 10). Esta substituicdo leva a
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transicdo do aminoacido Treonina por uma Metionina na posi¢ao 145 (Trel45Met) da
GPIba.

O alelo HPA-2a apresenta a base Citosina na posicao 524 e ¢ o mais frequente.
O alelo HPA-2b apresenta a Timina e ¢ o menos comum.

Ulrichts et al. (2003) determinou que o polimorfismo HPA-2 ndo afecta o local
de ligacao da glicoproteina Ib-V-IX a trombina, mas influencia a conformagdo da regido
que contém o local de ligacdo ao factor de von Willebrand (66). Assim, o alelo HPA-2b
tem sido relacionado com aumento do risco de doenca arterial coronaria em individuos
com menos de 60 anos de idade, enfarte agudo do miocardio e trombose corondria (54).

O VNTR estudado na GP Iba ¢ uma repetigdo de 39 bp, originando uma
repeticdo de 13 aminoacidos, que surge no fim do exdo 1 e se prolonga para o intrdo do
gene da GP Iba (figura 10). Este VNTR localiza-se na regido de O-glicosilada (figura 9)
denominada de regido macroglicopeptidica rica em prolina, treonina e residuos de serina
(67). Como consequéncia, o local de ligagdo ao vWT estard mais distante da membrana
da plaqueta e mais exposto em circulacdo, tornando-o mais acessivel ao ligando, por
1sso pensa-se que este VNTR poderd estar associado a um risco aumentado de trombose
(59).

Os alelos distinguem-se pelo numero de repeti¢des da sequéncia demonstrada na
figura 10. O alelo A tem 4 repeti¢des da sequéncia, o alelo B tem 3 repetigoes, o alelo C
apresenta 2 repeticdes € o alelo D tem uma unica repeticdo. O alelo E encontra-se
quando ndo ha uma Unica repeti¢ao.

A distribuicdo alélica varia consoante as populagdes estudadas, sendo o alelo C o
mais comum na populacao caucasiana (54)

Alguns estudos sugeriram que pode existir uma associacao entre o alelo B (9, 10,
45) e o risco de trombose arterial, assim como o alelo D (65) e o risco de trombose
arterial.

Ja foi descrito um “linkage desiquilibrium” entre 0o VNTR da GPIba e o HPA-2.
Os alelos A e B deste VNTR com o HPA-2b, e os alelos C e D com o HPA-2a (68).
Virios estudos sugerem que o alelo B do VNTR em conjunto com o HPA-2b pode ser

considerado um factor de risco para CAD, enfarte do miocardio e doenga vascular

cerebral (8, 9).
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CAPITULO 3. VARIABILIDADE GENETICA DAS PLAQUETAS DE
INDIVIDUOS COM DIABETES MELLITUS TIPO 2

Como anteriormente referido, a isquemia arterial pode resultar ou da ruptura das
placas de ateroma nas artérias e consequente formagao de trombos, ou da presenca de
aterosclerose obliterante. No entanto, a extensdo da resposta das plaquetas a ruptura da
placa de ateroma varia entre individuos (5). Foi estimado que mais de 30% das
variagdes naturais na reactividade, adesividade e agregabilidade plaquetdrias estdo
relacionadas com heranca genética, apesar de a trombose arterial resultar de interacgdes
complexas entre factores ambientais e factores genéticos, que dependem da parede dos
vasos sanguineos e da reactividade das plaquetas (44, 69).

A actividade normal das plaquetas ¢ dependente da existéncia de glicoproteinas
na sua superficie que tém papel fundamental na adesdo, activacdo e agregacdo das
plaquetas (31), como referido no capitulo anterior. Esta descrito que qualquer altera¢do
da expressdao ou funcao nas glicoproteinas plaquetarias podem levar a hemorragias ou
formacdo de trombos em situagdes patologicas (70). Polimorfismos em glicoproteinas
das plaquetas podem ter efeitos funcionais e consequéncias clinicas, uma vez que estas
glicoproteinas tém um papel importante na adesao, activagdo e agregacao das plaquetas.

Tem sido mais dificil associar variagdes genéticas ao aparecimento de trombose
arterial do que a trombose venosa. No entanto, foram estudados polimorfismos no
receptor plaquetario do fibrinogénio, a GP IIb-Illa; nos receptores plaquetarios do
colagenio GP la-Ila e GP VI; em receptores plaquetarios do factor de von Willebrand
como a GP Ib-V-IX; em receptores plaquetarios para o ADP, nomeadamente o receptor
P2Y; no gene da sintese de 6xido nitrico endotelial (eNOS); no gene da glutationa
peroxidase (44).

As conclusdes obtidas nos diversos estudos realizados para verificar a
associacdo destes polimorfismos com a presenca de eventos tromboticos t€m sido
inconsistentes. Existem alguns factores que poderdo ser responsaveis pelas divergéncias
observadas: (a) o efeito de um Unico polimorfismo podera ter pouco significado; (b) o
tamanho da amostra estudada; (c¢) a pluralidade clinica nas diferentes doencas

associadas a eventos tromboticos, como enfarte do miocardio, angina instavel, doenca
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arterial corondria, entre outros; (d) a frequéncia polimodrfica pode variar
significativamente entre e dentro de populagdes; (e) seleccdo dos pacientes e do grupo
controlo; (f) o efeito de um polimorfismo genético podera estar na maior parte das vezes
associado com alteracdes especificas do meio ambiente (31). Por estas razdes,
considera-se que sdo necessarios estudos em grupos especificos.

Plaquetas obtidas de individuos com Diabetes mellitus tipo 2 apresentaram
maior capacidade de adesdo e agregacao exagerada em resposta a agentes estimuladores
(6). Verificou-se que nestes casos havia uma alteracdo da exposi¢do e/ou abundancia
dos receptores glicoproteicos para agonistas (estimulantes) e proteinas de adesdo na
superficie da plaqueta (6).

Alguns estudos indicam que a disfungdo plaquetidria ¢ mais evidente em
diabéticos com macro- € micro-angiopatia, enquanto que outros estudos mostram que
esta disfuncdo possa estar relacionada com a presenca de DM por si s6 (6).

Um estudo desenvolvido por Tschoepe et al. demonstrou uma elevada

o~ . Al/A2
associac¢ao entre o polimorfismo PI !

e individuos com Diabetes mellitus tipo 2 apds
a andlise de 215 casos (49). No entanto, um estudo posterior desenvolvido por Marz et
al. demonstrou que numa populagdo de 3298 individuos ndo existiu associagdo entre o

Al/A2
1

alelo P1** do polimorfismo P e a presenga de DM tipo 2 (51). Um estudo mais

controverso foi realizado por Nomura et al., em que na populacdo de individuos
japoneses com e sem Diabetes mellitus tipo 2, no foi encontrado um tnico alelo PI1*%,
sendo a frequéncia deste de 0% na populacdo japonesa estudada (71).

Sabe-se agora que a prevaléncia dos diferentes alelos varia entre populagdes,
uma vez que reflectem a etnia, a localizacdo geografica, o tempo que a variacdo
genética se instalou na populacao (54).

Na DM, os complexos mecanismos de regulacao da actividade das plaquetas
estdo alterados: hd um aumento de reactividade e adesdo; a liga¢do entre agonista e
receptor esta amplificada; ha aumento da capacidade para a formagao de prostandides; a
formacao de NO ¢ menor; ha resisténcia ao NO e as prostaciclinas; hd aumento da
mobilizagdo de calcio citoplasmatico; ha aumento da desgranulagdo dos granulos a; o
volume plaquetdrio ¢ maior; o nimero de receptores de GP Ib e GP IIb-Illa esta

aumentado; ha aumento da glicosilacdo das proteinas de membrana e alteragdo da

fluidez de membrana; sdo libertadas maiores quantidades de inibidor do activador do
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plasminogénio (PAI-1) (22). Estas alteracdes estdo ligadas as alteragdes funcionais
provocadas pela DM.

Na populagdo portuguesa nao existem estudos relacionados com a presenga de
polimorfismos nas glicoproteinas plaquetarias em doentes com Diabetes mellitus tipo 2.

Sendo que as complicagdes macrovasculares, nomeadamente as cardiovasculares
sdo a principal causa de morbilidade e mortalidade destes doentes, o principal objectivo
deste trabalho serd tentar esclarecer o papel que alguns polimorfismos das
glicoproteinas plaquetdrias t€ém no aparecimento de isquemia arterial do membro
inferior em doentes com Diabetes mellitus tipo 2.

Muitos dos receptores para agonistas nas plaquetas também tém sido usados
como alvo dos farmacos para prevenir a formagdo de codgulos, nomeadamente, as
integrinas e¢ os receptores da trombina, ADP, prostaglandinas e lipidos. Assim, os
resultados obtidos neste trabalho poderdo contribuir para o estabelecimento de grupos

de risco que poderdo beneficiar de terapéutica apropriada.

VARIABILIDADE GENETICA DAS GLICOPROTEINAS GPIbo E GPIIla 47
Possivel associagdo com o risco trombdtico em doentes com Diabetes mellitus tipo 2






PARTE II.







CAPITULO 4. OBJECTIVOS

A populagdo alvo deste estudo sdo individuos caucasianos com Diabetes
mellitus tipo 2 com o objectivo de analisar se a presenca de isquemia arterial do
membro inferior esta associada a variabilidade genética de algumas glicoproteinas das
plaquetas.

Assim sendo, os objectivos especificos estabelecidos para este trabalho sao:

(1) determinar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos PI*"A%
KOZAK e HPA-2, e do VNTR da GPIba num grupo controlo representativo da
populagao portuguesa;

(2) determinar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos PI*"A%
KOZAK e HPA-2, e do VNTR da GPIba em individuos com Diabetes mellitus tipo 2
sem isquemia arterial do membro inferior;

(3) determinar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos PI*"A%
KOZAK e HPA-2, e do VNTR da GPIba num grupo de individuos com Diabetes

mellitus tipo 2 com isquemia arterial do membro inferior;

(4) verificar a relagdo entre os quatro polimorfismos estudados e o aparecimento

de Diabetes mellitus tipo 2;

(5) verificar a relagdo entre os quatro polimorfismos estudados e o aparecimento

de isquemia arterial do membro inferior em individuos com Diabetes mellitus tipo 2;

(5) estabelecer a frequéncia das diferentes combinagdes genotipicas dos

polimorfismos estudados;
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(6) estudar a relagdo dos polimorfismos com diferentes varidveis clinicas em

ambos os grupos de estudo.
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5.1. Amostra

A amostra ¢ constituida por um grupo controlo € um grupo de estudo formado
por individuos com Diabetes mellitus tipo 2. O grupo de individuos com DM tipo 2 foi
subdividido em 2 sub-grupos: o sub-grupo de individuos com Diabetes mellitus tipo 2
sem isquemia arterial do membro inferior e o sub-grupo de individuos com Diabetes
mellitus tipo 2 com isquemia arterial no membro inferior.

O grupo controlo ¢ constituido por 121 individuos seleccionados ao acaso, que
ndo apresentam nem Diabetes mellitus nem qualquer historia de eventos trombdticos ou
hemorréagicos, como enfarte do miocérdio, doenga arterial periférica, embolia pulmonar,
acidente vascular cerebral, angina de peito, trombose venosa profunda ou sangramento
excessivo. Apresentam idades compreendidas entre os 17 e 56 anos, sendo 76,5% dos
individuos deste grupo do sexo feminino.

O grupo de individuos com Diabetes mellitus tipo 2 ¢ formado por 122
individuos. Destes 122 casos, 57 ndo apresentam isquemia arterial do membro inferior e
25 apresentam isquemia arterial no membro inferior. Os restantes 40 casos ndo nos foi
possivel classificar quanto a presenga ou auséncia de isquemia arterial do membro
inferior. A média de idades do grupo de individuos com DM tipo 2 é 65 + 11 anos,
sendo metade dos casos do sexo feminino.

Os individuos com Diabetes mellitus tipo 2 foram diferenciados no sub-grupo
com isquemia arterial e sem isquemia arterial no membro inferior de acordo com os
parametros seguidos pelo Podologista, nomeadamente, pulso fraco ou ausente e indice
braquial-tibial <0,9 (30). Outros factores foram usados para auxiliar no diagnostico,
como a pele fria, alteragcdo da coloracdo cutanea (palida, rubor, cianotica) e alteragdo do
crescimento dos pélos (pilificagdo), no entanto, estes factores ndo se verificando nao

excluem a doenga arterial periférica (30, 32, 43).
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A diferenca na média de idades verificada entre os individuos que constituem o
grupo controlo e os individuos que constituem o grupo DM tipo 2 deve-se ao facto de

esta patologia ter especial incidéncia apods a quarta década de vida.

5.2. Amostra biologica

De cada individuo foram obtidas células do epitélio bocal ou sangue venoso
periférico por sistema de vacuo para 3 tubos com anticoagulante EDTA. Sempre que
possivel, para além da extrac¢do de DNA, também foi feito o hemograma (tubo com
anticoagulante EDTA), o doseamento do perfil lipidico dos individuos (tubo sem
anticoagulante) e avaliacdo dos tempos de coagulacdo dos individuos (tubo com citrato
trissodico 3,6%).

As amostras biologicas dos individuos pertencentes ao grupo controlo foram
colhidas dentro das instalagdes da CESPU,crl.

A recolha das amostras dos individuos com Diabetes mellitus tipo 2 foi realizada
nos Servicos de Podologia da CESPU, nomeadamente Hospital Nossa Senhora da
Oliveira de Guimaraes, Hospital Nossa Senhora da Conceigdao de Valongo ¢ Unidade
Clinica de Vila Nova de Famalicao.

Todos os individuos que fazem parte do estudo assinaram um consentimento
informado (anexo I).

As questdes éticas relacionadas com o estudo desenvolvido seguem os padrdes
estabelecidos pela Declaracdo de Helsinquia, adoptada em 1964 pela Associagdo
Meédica Mundial, que defende que «a investigagdo médica estd sujeita a normas éticas
que servem para promover o respeito por todos os seres humanos e para proteger a sua
saude e os seus direitos individuais», assim como o Decreto-Lei n°12/2005 de 26 de
Janeiro — «Informagdo genética pessoal e informagao de satde.

De todos os individuos que participaram no estudo foram também recolhidas
outras variaveis, como a data de nascimento, indice de massa corporal, didmetro
abdominal, pressdo arterial, habitos tabagicos, histéria de eventos trombdticos e/ou

hemorragicos e historia familiar de eventos trombdticos e/ou hemorragicos.
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5.3. Métodos

5.3.1. Extrac¢do de DNA

O DNA foi extraido por um dos seguintes métodos, fenol-cloroférmio, kit
INVITROGEN para extraccdo de DNA de sangue periférico (ref. K1820-02) ou kit
Citogene para extraccao de DNA a partir de células do epitélio bocal (ref. BUC100).

Apds a extraccdo e diluicdo do DNA, foi feita a sua quantificacdo por
espectrofotometria a 260nm e avaliagdo da pureza através do racio Absorvancia

260nm/Absorvancia 280nm. Posteriormente, o DNA foi conservado a -20°C.

5.3.2. Amplificagado génica

A reacc¢do de polimerase em cadeia (PCR) foi usada para a amplificacdo de

fragmentos de DNA nos genes Iba e Illa.

5.3.2.1. Gene Illa ou integrina 33

A sequéncia genética da glicoproteina Illa foi retirada do NCBI (NM_000212).

Amplificou-se a zona adjacente ao polimorfismo plAAz

que se encontra no exao
2. Os primers foram desenhados no programa Primer 3 e apresentam as caracteristicas

demonstradas na tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas gerais dos primers forward (F) e reverse (R) usados no PCR para o
polimorfismo PI*AZ,

Sequéncia 5°—3’ Temperatura melting (°C) Amplicao
(F) GGACTTCTCTTTGGGCTCCT 59,82 172 bp
(R) CTGTCTCCAGAGCCCTTGTC 59,99

Para o PCR usou-se uma “mix” formada por 2,5mM de desoxiribonucledtidos
trifosfatados (dNTP’s), tampao da reacgdo, 0,1-1uM de cada primer, 1,5mM de

Magnésio, agua sem nucleases e 0,25U de Tag DNA polimerase.
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As condicdes de amplificacdo foram 1 ciclo de desnaturacdo durante 5 min a
94°C, 35 ciclos formados por desnaturacdo, 45seg a 94°C, emparelhamento ou
“annealing”, 45seg a 57°C e extensdo, 45seg a 72°C, e por fim um ciclo de extensao

durante 7min a 72°C.

5.3.2.2. Gene Iba

A sequéncia genética da glicoproteina Iba foi retirada do NCBI (NM_000173).

Amplificou-se a regido que contém o polimorfismo HPA-2 que se encontra no
exao 1. Amplificou-se igualmente a zona que ladeia a posicao -5 do coddo de iniciagdo.
Foi também amplificada a regido que inclui o VNTR estudado (o amplicdo apresenta
diferentes tamanhos, dependendo do niimero de repeticoes).

Os primers foram desenhados no programa Primer 3. As caracteristicas dos

mesmos sdo apresentadas na tabela 4, incluindo a temperatura de melting (Tm).

Tabela 4: Caracteristicas gerais dos primers forward (F) e reverse (R) usados nas reaccoes de PCR
para os polimorfismos HPA-2, KOZAK e VNTR.

Polimorfismo Sequéncia 5°—3’ Tm (°C) Amplicdo

(F) GCCAGCCACCTAGAAGTGAA 60,40

HPA-2 576 bp
(R) AAAAGCAAAAGGCAGGAGGT 60,24
(F) AGGGGGATCCACTCAAGG 59,85

KOZAK 257 bp
(R) AGGCGAGTGTAAGGCATCAG 60,42
(F) CTGGAGCCCACTCCAAGC 61,97

VNTR variavel
(R) TTGTGGCAGACACCAGGAT 60,10

Para o PCR fizeram-se “mixes” individuais para cada polimorfismo, formada
por 2,5mM de dNTP’s, tampdo da reac¢do, 0,1-1uM de cada primer, 1,5mM de
Magnésio, agua sem nucleases e 0,25U de Tag DNA polimerase. As condi¢des de
amplificagdo para cada polimorfismo estudado na glicoproteina Iba sdo resumidas na
tabela 5, sabendo que a desnaturacdo inicial tem a duracdo de um ciclo, a desnaturacao,

emparelhamento e extensdo formam uma sequéncia que ocorre 35 vezes nos
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polimorfismos HPA-2 e KOZAK e 30 vezes no VNTR, e uma extensdo final com a

duracdo de um ciclo.

Tabela 5: Condicées relativas ao tempo e temperatura dos ciclos para amplificacio dos
polimorfismos da GP Iba estudados.

Ciclos HPA-2 KOZAK VNTR
Desnaturagao inicial 7min, 94°C S5min, 94°C Smin, 94°C
Desnaturagao 45seg, 94°C 45seg, 94°C 45seg, 94°C
Emparelhamento 45seg, 58°C 45seg, 57°C 45seg, 58°C
Extensao 45seg, 72°C 45seg, 72°C 45seg, 72°C
Extensdo final 7min, 72°C 10min, 72°C 10min, 72°C

5.3.3.Visualizag¢do dos produtos de amplifica¢do

Ap6s o PCR, os produtos de amplificacdo foram submetidos a uma electroforese
em gel de agarose, onde se confirmou a presenc¢a do amplicdo e o seu peso em pares de
bases (bp) assim como a auséncia de contaminagdes através do controlo negativo.

Como ja indicado na tabela 3 e 4, os amplicdes para o estudo do polimorfismo
PI*VA "HPA-2 ¢ KOZAK tém 172bp, 576bp e 257bp, respectivamente.

Relativamente ao VNTR estudado da GPIba, ¢ através do tamanho do amplicao
que se distinguem os diferentes alelos. Assim, se o amplicdo tiver 244bp trata-se do
alelo A, o alelo B apresenta 205bp, o alelo C tem 166bp, o alelo D apresenta 127bp € o
alelo E tem 88bp.

5.3.4. Digestdo enzimatica

Apo6s a amplificagdo dos fragmentos de DNA de interesse para os SNPs
estudados, os produtos de PCR ou amplicdes foram digeridos com as enzimas Mspl,
BsuRI e Lwel, para os polimorfismos PI*"** KOZAK e HPA-2, respectivamente.

A digestdo enzimatica possibilita a diferenciagdo dos alelos de cada

polimorfismo, nomeadamente P e PIAZ, HPA-2a e HPA-2b, e -5C e -5T.
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5.3.5. Visualizagdo e andlise dos produtos de digestdo

Todos os produtos de digestdao foram analisados por electroforese em gel de
agarose de 2 a 3%, onde foi incorporado o brometo de etideo. A leitura dos géis de
agarose foi realizada no transiluminador GelDoc da BioRad.

Através da extrapolacdo dos tamanhos dos fragmentos observados no gel de
agarose, usando uma ladder de 100bp (INVITROGEN, ref. 15628-019) e ladder low-
range (Fermentas, ref. SM1203), os padrdes de restricdo esperados sao os indicados na
tabela 6.

Tabela 6: Padrio de restricio esperado para cada alelo.

Polimorfismo Gendtipos Tamanho dos fragmentos (bp)
pIAVAL 172
Al/A2
Pl pIAVA2 172 + 133 + 39
p1A¥A2 133 +39
HPA-2a/a 460 + 116
HPA-2 HPA-2a/b 460 +279 + 181+ 116
HPA-2b/b 279 + 181 + 116
-5T/T 142+ 115
KOZAK -5T/C 142+ 115 + 81 + 34
-5C/C 142 + 81 + 34

5.4. Analise e Tratamento dos Dados

Os dados recolhidos para este estudo observacional do tipo caso-controlo foram
tratados estatisticamente com o programa ‘Statistical Package for Social Sciences’
(SPSS) versao 16.0.

Os resultados foram descritos estatisticamente, sujeitos a analise de clusters,
regressdo logistica, teste de Mann-Whitney e teste do Qui-quadrado (x2). Todos os
resultados foram considerados significativos para um valor de p<0,05.

A base de dados utilizada encontra-se em suporte informatico.
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Os 121 individuos que fazem parte do grupo controlo e os 122 casos com
Diabetes mellitus tipo 2 pertencentes ao grupo de estudo foram analisados do ponto de
vista genético para quatro polimorfismos, trés SNPs e um VNTR. No grupo de estudo
foi possivel determinar dois sub-grupos quando caracterizados relativamente a isquemia
arterial do membro inferior.

Para além das varidveis genéticas, também sdo apresentadas resultados relativos

a variaveis clinicas e analises laboratoriais bioquimicas, hematoldgicas e da coagulacao.

6.1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos

A tabela 7 expde as caracteristicas clinicas utilizadas para caracterizagdo dos
grupos em estudo. No anexo II encontram-se os valores de referéncias relativos aos
parametros analisados.

O primeiro aspecto que deve ser comentado ¢ o facto da média das idades entre
os grupos em estudo ser diferente, o que se justifica pelo facto de a Diabetes mellitus
tipo 2 ser uma patologia associada principalmente a idades acima da quarta década de
vida.

Relativamente ao indice de massa corporal (IMC), os grupos de estudo com
Diabetes mellitus tipo 2 apresentam maior percentagem de individuos com excesso de
peso quando comparados com os individuos do grupo controlo, sendo que a maioria dos
individuos do grupo controlo tem um peso normal de acordo com o célculo do IMC.

Quanto aos parametros da pressdo arterial sistolica e diastdlica, nenhum dos
individuos que constituem o grupo controlo apresenta valores superiores aos
estabelecidos como referéncia. O mesmo ja ndo se verifica nos individuos pertencentes
ao grupo estudo que apresenta Diabetes mellitus tipo 2. Relativamente a pressao arterial
sistolica, menos de metade dos individuos que constituem o grupo DM tipo 2 tem

valores superiores a 140mmHg. No entanto, quando analisados os dois sub-grupos com
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DM tipo 2 classificados de acordo com a isquemia arterial do membro inferior, verifica-
se que a amostra que constitui o sub-grupo de DM tipo 2 sem isquemia arterial do
membro inferior tem uma percentagem mais elevada de individuos com pressao arterial
sistolica superior a 140mmHg. Esta situagdo ndo indica que estes individuos tenham
hipertensdo arterial visto que a medi¢ao da pressao arterial pode estar sujeita a factores
secundarios como o “sindrome da bata branca”.

Os valores relativos ao didmetro abdominal apresentam-se em concordancia com
os resultados obtidos relativamente ao IMC.

Os individuos que constituem a nossa amostra sdo na sua maioria individuos
nao-fumadores.

Um dos critérios de inclusdo para o grupo controlo era ndo apresentar qualquer
doenca hemorragica e/ou trombdtica, como angina de peito, enfarte do miocardio,
acidente vascular-cerebral, trombose venosa profunda, doenca arterial periférica,
embolia pulmonar, sangramento excessivo, por isso, 0 individuos apresentam doengas
tromboticas e/ou hemorragicas neste grupo. No entanto, observa-se que a percentagem
de individuos pertencentes ao sub-grupo DM tipo 2 com isquemia arterial do membro
inferior apresenta uma percentagem menor relativamente a presenga de doengas
tromboticas e/ou hemorragicas que nao a doenga arterial periférica comparativamente
com o sub-grupo DM tipo 2 sem isquemia arterial do membro inferior.

A maior parte dos individuos pertencentes aos grupos de estudo ndo apresenta

antecedentes familiares com doengas trombdticas e/ou hemorragicas.
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Tabela 7: Dados clinicos referentes aos grupos em estudo

Caracteristica Grupo Grupo DM Sub-grupo DM Sub-grupo DM
Controlo tipo 2 nado isquémico isquémico

Sexo (%)

Feminino 76,5 50 56,1 36,0

Masculino 23,5 50 439 64
Idade (anos)

Média = desvio padrio (X=5) 23,9+72 65+11 65+12 66+ 11

Minimo 17 27 27 47

Méximo 56 85 83 85

Moda 21 70,72 72 79
Indice de massa corporal (%)

Baixo peso 13,3 0 0 0

Peso normal 69,4 19,8 17 16,7

Excesso de peso 14,3 50,5 53,2 55,6

Obeso 3,1 29,7 29,8 27,8
Pressdo arterial sistolica (%)

Inferior ou igual a 140 100 54,3 39,6 65,2

Superior a 140 0 47,7 60,4 34,8
Pressdo arterial diastolica (%)

Inferior ou igual a 90 100 88,8 90,6 82,6

Superior a 90 0 11,2 9.4 17,4
Diametro abdominal

Média + desvio padrio (X+0) 81,6 +9.2 101 £13 103+ 12 105+ 13

Minimo 65 78 83 78

Maximo 108 137 137 124

Moda 88 106,107,108 107 108
Habitos tabagicos (%)

Fumador 14,7 5,7 8,8 4

Ex-fumador 8,8 28,7 15,8 56

Nao-fumador 76,5 65,6 75,4 40
Doengas trombdticas e/ou
hemorragicas (%)

Sim 0 42,6 52,6 52

Nio 100 57,4 47,4 48
Antecedentes familiares com doengas
tromboticas e/ou hemorragicas (%)

Sim 46,1 39,3 29,8 52

Nao 53,9 60,7 70,2 48
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Na tabela 8, 9 e 10 apresentam-se as variaveis relacionadas com o perfil
hematologico, pardmetros bioquimicos, incluindo o perfil lipidico e o perfil de
coagulacdo. No anexo II encontram-se os valores de referéncias relativos aos
parametros que permitem distribuir os individuos pertencentes a cada grupo nas
diferentes categorias.

A tabela 8 apresenta os parametros hematologicos estudados nos individuos que
constituem os diferentes grupos em estudo.

Verifica-se que a maioria dos individuos que constituem os diferentes grupos

apresentam as caracteristicas hematoldgicas analisadas dentro dos valores de referéncia.

Tabela 8: Dados provenientes da analise hematolégica referente aos grupos em estudo.

Parimetro Grupo Grupo DM Sub-grupo DM nao Sub-grupo DM
Controlo tipo 2 isquémico isquémico

GV (%)

Baixo 2,8 14,7 12 21,1

Normal 91,5 79,4 86 73,7

Elevado 5,6 5,9 2 53
Hematocrito (%)

Baixo 31 43,4 48 52,6

Normal 69 55,6 52 47,4

Elevado 0 1 0 0
Hemoglobina (%)

Baixo 8,5 30,1 29,4 42,1

Normal 90,1 65 66,7 52,6

Elevado 1,4 49 39 5,3
Leucdcitos (%)

Baixo 0 9,7 11,8 15,8

Normal 93 87,4 84,3 84,2

Elevado 7 2.9 39 0
Plaquetas (%)

Baixo 0 11,2 9,8 21,1

Normal 87,7 73,5 70,6 63,2

Elevado 12,3 15,3 19,6 15,8

A tabela 9 apresenta os resultados bioquimicos referentes ao perfil lipidico e

niveis de glicose em jejum dos individuos que constituem os grupos estudados.
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De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que 50% dos individuos que
constituem o grupo controlo apresentarem niveis de colesterol elevados, sendo a média
de idades deste grupo de aproximadamente 24 anos. Nos restantes grupos observa-se
que a percentagem referente aos individuos com colesterol superior aos niveis normais ¢
inferior ou igual a 40%.

Relativamente ao HDL colesterol (high density lipoprotein), grande parte dos
individuos que constituem o grupo controlo apresentam baixo risco cardiovascular ao
contrario do que se observa nos grupos constituidos por individuos com DM tipo 2 que
apresentam risco cardiovascular intermédio.

Os parametros LDL colesterol (low density lipoprotein) e triglicerideos
encontram-se dentro dos parametros normais na maior parte dos individuos que
constituem os diferentes grupos.

Como seria de esperar, existe uma maior percentagem de individuos com
elevados niveis de glicose nos grupos constituidos por individuos com DM tipo 2 em
relagdo aos individuos do grupo controlo.

O parametro de hemoglobina glicosilada (HbA1C) tem interesse neste estudo
nos individuos com DM tipo 2 uma vez que reflecte a concentracdo sanguinea de
glicose nas ultimas 3 a 5 semanas. De acordo com os resultados observados, verifica-se
que a maioria dos individuos com DM tipo 2 incluidos neste estudo apresenta valores de
HbA1C superiores aos valores de referéncia (valor de referéncia <6,5% para individuos

com DM tipo 2).
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Tabela 9: Dados provenientes do perfil lipidico e dos niveis de glicose em jejum dos individuos que
constituem os grupos em estudo.

Grupo Grupo DM Sub-grupo DM Sub-grupo DM

Parametros
Controlo tipo 2 nao isquémico isquémico

Colesterol (%)

Normal 50 65,1 63,2 60

Elevado 50 34,9 36,8 40
HDL colesterol (%)

Risco cardiovascular elevado 15,4 30,9 35,1 15,4

Risco cardiovascular intermédio 38,5 64,2 64,9 69,2

Baixo risco cardiovascular 46,2 49 0 15,4
LDL colesterol (%)

Normal 75 71 57,7 70

Elevado 25 29 423 30
Triglicerideos (%)

Normal 80,5 67,9 59,5 71,4

Risco cardiovascular acrescentado 19,5 19,8 27 21,4

Risco cardiovascular elevado 0 12,3 13,5 7,1
Glicose (%)

Normal 97,5 19,6 16,7 23,5

Elevado 2,5 80,4 83,3 76,5
Hb AI1C (%)

Meédia + desvio padrao - 8+2 7,8+1,8 7,1+1,8

Minimo - 4,5 5,1 4,5

Maximo - 15,0 11,6 10,8

A tabela 10 apresenta os resultados referentes ao perfil de coagulacdo nos
individuos incluidos no estudo, atendendo aos valores de referéncia dos parametros
analisados (anexo II).

Relativamente ao tempo de protrombina verifica-se que a excep¢do do sub-
grupo de individuos com DM tipo 2 e isquemia arterial do membro inferior, os valores
se encontram dentro dos limites de referéncia. Uma possivel explicacdo para 50% dos
individuos apresentarem tempo de protrombina elevado é o nimero mais reduzido de
individuos que constituem este grupo (n=25).

Os parametros referentes ao tempo de tromboplastina parcial activada e tempo
de trombina encontram-se dentro dos intervalos normais na maioria dos individuos

incluidos nos grupos estudados.
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Tabela 10: Resultados referentes ao perfil de coagulacio dos grupos estudados.

Parametro Grupo Grupo DM Sub-grupo DM nao Sub-grupo DM

Controlo tipo 2 isquémico isquémico

Tempo protrombina (%)

Baixo 0 3.4 2,2 10
Normal 72,9 56,9 58,7 40
Elevado 27,1 39,7 39,1 50

Tempo tromboplastina parcial

activada (%)

Baixo 1,7 1,7 2,2 0

Normal 91,5 56,7 52,2 60

Elevado 6,8 41,7 45,7 40
Tempo trombina (%)

Normal 100 98,2 97,9 100

Elevado 0 1,8 2,1 0

6.2. Distribuicao das frequéncias genotipica e alélica

Atendendo que o objectivo principal deste estudo prende-se com a analise de
polimorfismos genéticos, apresenta-se de seguida a descrigdo das frequéncias
genotipicas (tabela 11) e alélicas (tabela 12) encontradas nos diferentes grupos e sub-
grupos em estudo apds observacao e registo dos padrdes de restricdo dos polimorfismos
(figura 11, 12, 13 e 14).

A figura 11 representa um gel de electroforese de 2% de agarose com os
produtos de restri¢do de diferentes amostras biologicas apods a digestdo com a enzima de
restricdo Lwel. Neste gel, encontram-se dois dos padrdes de restrigdo possiveis para o
polimorfismo HPA-2 e os respectivos pares de bases (bp) dos fragmentos, extrapolados

com a ajuda de um marcador de peso molecular de 100bp.
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116bp

181bp
279bp

460bp

Fig. 11: Gel de electroforese a 2% com produtos de digestio para o polimorfismo HPA-2
utilizando a ladder 100bp da Invitrogen. Linha 1: genétipo HPA-2aa; Linha 2: genétipo
HPA-2ab

A figura 12 representa um gel de electroforese a 2% de agarose com os produtos
de restri¢ao de diferentes amostras bioldgicas apds a digestdo com a enzima de restrigdo
Mspl. Neste gel, encontram-se os diferentes padroes de restricdo possiveis para o
polimorfismo PI*VA% ¢ os respectivos pares de bases (bp) dos fragmentos possiveis,

extrapolados com a ajuda de um marcador de peso molecular.

133bp

172bp

Fig. 12: Gel de electroforese a 2% com produtos de digestio para o polimorfismo
PI*'? utilizando a ladder O’GeneRuler low-range da Fermentas. Linha 1: genétipo
PI*¥*%; Linha 2: genétipo PI*"*'; Linha 3: genétipo P1*'

A figura 13 representa um gel de electroforese de agarose a 3% com os produtos
de restri¢ao de diferentes amostras bioldgicas apods a digestdo com a enzima de restrigdo
BsuRI. Neste gel, encontram-se os padrdes de restricdo esperados para o polimorfismo
KOZAK e os respectivos pares de bases (bp) dos fragmentos possiveis, extrapolados

com a ajuda de um marcador de peso molecular de 50bp.
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34bp

115bp
81bp

142bp

Fig. 13: Gel de electroforese a 3% com produtos de digestio para o polimorfismo
KOZAK -5C/T utilizando a ladder 50bp da Invitrogen. Linha 1: genétipo -5T/T; Linha
2: genotipo -5T/C; Linha 3: gendtipo -5C/C

A figura 14 representa um gel de electroforese de 2% de agarose com os
produtos de amplificacao de diferentes amostras bioldgicas apés um PCR para a analise
do VNTR estudado na GPIba. Neste gel, encontram-se algumas das bandas que podem
surgir associadas a este VNTR quando utilizado um par de primers especifico, € o
respectivo par de bases (bp) de alguns desses amplicdes, extrapolados com a ajuda de

um marcador de peso molecular de 10 e 100bp.

166bp

Fig. 14: Gel de electroforese a 2% com os amplicdes para o VNTR da GPIba utilizando a
ladder 100bp da Invitrogen a esquerda e a ladder 10bp da Invitrogen a direita. Linha 1:
genétipo CC; Linha 2: genotipo BC; Linha 3: genétipo CD

As diferentes frequéncias genotipicas observadas nos diferentes grupos e sub-
grupos para os polimorfismos estudados apresentam-se na tabela 11 e no gréfico 1.

Em relagdo ao polimorfismo HPA-2 verifica-se que o gendtipo homozigotico
para o alelo a (HPA-2aa) ¢ o mais frequente. Este genétipo apresenta valores
percentuais inferiores no grupo controlo do que nos restantes grupos em estudo. Um
outro aspecto a apontar neste polimorfismo ¢ o facto de o genétipo HPA-2bb surgir
apenas no grupo constituido por individuos com DM tipo 2, embora numa percentagem

de 0,8% (tabela 11).
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Al/A2 Al/AL
\ 1

Relativamente ao polimorfismo P verifica-se que o genétipo P )
mais frequente. O gendtipo P1**? apresenta a percentagem mais baixa no grupo
controlo. Os individuos pertencentes ao sub-grupo DM tipo 2 com isquemia arterial do
membro inferior sdo aqueles que apresentam maior propor¢do do genotipo p1A¥A2,

Quando analisados os resultados das frequéncias genotipicas para a distribuigao
do polimorfismo KOZAK nos diferentes grupos e sub-grupos observa-se que o genotipo
TT ¢ o mais frequente. O gendtipo CC encontra-se em percentagens superiores nos
individuos com DM tipo 2. Também se verifica que quando comparando os dois sub-
grupos constituidos por individuos com DM tipo 2 com e sem isquemia arterial do
membro inferior, a percentagem do genotipo CC ¢ ainda maior no sub-grupo DM tipo 2
com isquemia arterial do membro inferior.

De acordo com os resultados obtidos relativamente a frequéncia genotipica do
VNTR estudado da GPIba, observa-se que o gendtipo CC € o mais frequente em todos
os grupos e sub-grupos estudados. No grupo controlo os genotipos CC e CB sdo os mais
frequentes, enquanto que nos restantes grupos estudados os genotipos CC e CD sado
predominantes. Verifica-se que o gen6tipo DD sé surge em individuos com DM tipo 2,

assim como o genotipo CE sé aparece em individuos pertencentes ao grupo controlo.

Tabela 11: Frequéncias genotipicas obtidas nos diferentes grupos para os polimorfismos estudados,
expressas em percentagem.

Polimorfismo  Genotipos Grupo Grupo DM Sub-grupo DM Sub-grupo DM
controlo (%) tipo 2 (%) ndo-isquémico (%)  isquémico (%)
aa 80 88,3 91,2 92
HPA-2 ab 20 10,8 8,8 8
bb 0 0,8 0 0
Al/A1 67,2 73,6 77,2 76
pl AlVA2 Al/A2 30,3 23,1 19,3 20
A2/A2 2,5 3,3 3,5 4
TT 73,6 75,8 71,9 88
KOZAK CT 25,6 20,8 26,3 4
CC 0,8 3,3 1,8 8
BC 17,4 6,6 7 4
CcC 70,2 76 75,4 80
VNTR CD 11,6 15,7 15,8 16
DD 0 1,7 1,8 0
CE 0,8 0 0 0
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Frequéncia genotipica

= Grupo controlo

= Grupo DM tipo 2

Sub-grupo DM nao-isquémico

S o »® 356 6 =6

B Sub-grupo DM isquémico

Al/A1A1/A2/A2/A2] TT CD DD CE

HPA-2 PIA1/A2 KOZAK VNTR

Polimorfis mos

Grafico 2: Distribuicio grafica das frequéncias genotipicas nos diferentes grupos.

N

A semelhanca da analise feita para as frequéncias genotipicas foi analisada a
distribuicao das frequéncias de cada alelo para cada polimorfismo nos diferentes grupos
e sub-grupos estudados (tabela 12 e grafico 2).

Pode-se observar que os alelos mais frequentes nos grupos e sub-grupos
estudados sdo o HPA-2a, PlA], -5T para 0 KOZAK ¢ o alelo C do VNTR.

Destaca-se ainda o facto de o alelo -5C do polimorfismo KOZAK apresentar
uma percentagem superior no sub-grupo DM tipo 2 sem isquemia arterial do membro
inferior em comparagdo com o grupo controlo.

Da mesma forma se verifica que os dois alelos do VNTR mais frequentes no
grupo controlo sdo o alelo C e B, ao contrario dos restantes grupos estudados em que os

alelos C e D sdo os mais comuns.

Tabela 12: Frequéncias alélicas obtidas para os polimorfismos estudados nos diferentes grupos.

Polimorfismo Alelos Grupo Grupo DM S‘Eb'gmp,o DM Sup—grlrlpo. DM
controlo tipo 2 ndo-isquémico isquémico
HPA-2a 0,9 0,94 0,96 0,96
HPA_2 ’ b b b
HPA-2b 0.1 0.06 0,04 0.04
p AVA2 P 0,82 0,85 0,87 0,86
P12 0,18 0.15 0.13 0.14
-5T 0,86 0,86 0,85 0,9
KOzZAK -5C 0,14 0,14 0,15 0,1
B 0,087 0,03 0,04 0,02
C 0,851 0,87 0,87 0,9
VNTR D 0,058 0,10 0,09 0,08
E 0,004 0 0 0
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Frequéncia alélica

B Grupo controlo

B Grupo DM tipo 2

Sub-grupo DM ndo-isquémico

PIAV/A2

KOZAK

Polimorfis mos

B Sub-grupo DM isquémico

Grafico 2: Distribuicio grafica das frequéncias alélicas nos diferentes grupos.

6.2.1. Comparagdo com outras populacoes

A tabela 13 mostra as frequéncias alélicas obtidas dos polimorfismos estudados

no nosso grupo controlo representativo da populagdo portuguesa, em comparagdo com

as frequéncias alélicas para a populagdo caucasiana determinada noutros estudos.

Quando comparados os resultados obtidos para o grupo controlo com as

frequéncias relativas a populacao caucasiana, verifica-se que nao ha grandes diferencas

entre elas.

Tabela 13: Comparacio das frequéncias alélicas obtidas no grupo controlo com as frequéncias
alélicas para os mesmos polimorfismos na populacio caucasiana, de acordo com a bibliografia

consultada.
Polimorfismo Alelos Grupo controlo Populagdo caucasiana
HPA-2a 0,9 0,91-0,93 (54)
HPA-2 ’ ’ ’

HPA-2b 0,1 0,06-0,09 (54)
plAIA2 PI* 0,82 0,84-0,89 (54)
pI1*? 0,18 0,11-0,15 (54)

-5T 0,86 0,861 (72)

KOZAK -5C 0,14 0,139 (72)

A 0 0,001 (54)
B 0,087 0,07-0,1 (54)
VNTR C 0,851 0,80-0,84 (54)
D 0,058 0,08-0,11 (54)

E 0,004 0,003 (72)
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As tabelas 14 e 15 mostram as frequéncias genotipicas obtidas dos
polimorfismos HPA-2, PI*'*2 KOZAK e VNTR no grupo controlo representativo da
populagdo portuguesa, € a comparagdo com as frequéncias genotipicas referentes a
populacdo caucasiana determinada noutros estudos. Os resultados obtidos nao diferem
muito em compara¢do com as diferentes amostras de popula¢do caucasiana. Para o
VNTR da GPIba verifica-se que no grupo controlo ndo foram encontrados todos os

genotipos ja descritos na populacdo caucasiana.

Tabela 14: Comparacio das frequéncias genotipicas obtidas, em percentagem, no grupo controlo
com as frequéncias genotipicas obtidas para os polimorfismos HPA-2 e Pl *"*? noutras populacées
caucasianas, de acordo com a bibliografia consultada.

Polimorfismo  Gendtipos Grupo Populagao Populagao Populagdo  Populagdo
controlo austriaca italiana (73)  polaca (74) grega (75)
aa 80 83,7 (7)
HPA-2 ab 20 15,3 (7)
bb 0 1(7)
Al/Al 67,2 71,6 (51) 74,4 78,5 64
p1AVA2 Al/A2 30,3 25,7 (51) 23,3 18,2 31
A2/A2 2,5 2,8 (51) 2,3 3,3 5

Tabela 15: Comparacio das frequéncias genotipicas obtidas, em percentagem, no grupo controlo
com as frequéncias genotipicas obtidas para os polimorfismos KOZAK e VNTR na populacio
caucasiana.

Polimorfismo Genotipos Grupo controlo Populagdo caucasiana (65)
-5T/T 73,6 77
KOZAK -5T/C 25,6 21,7
-5C/C 0,8 1,3
AC 0 0,1
BB 0 0,7
BC 17,4 13,4
BD 0 1,3
VNTR cC 70,2 72,6
CD 11,6 11
DD 0 0,8
CE 0,8 0,1

6.3. Equilibrio de Hardy-Weinberg

O principio de equilibrio de Hardy-Weinberg permite verificar se as frequéncias
genotipicas observadas e esperadas estdo em equilibrio tendo em conta as caracteristicas

da populagao.
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As frequéncias observadas e as frequéncias esperadas para cada um dos
polimorfismos HPA-2, PI*'*?, KOZAK e VNTR nos diferentes grupos estdo descritas
na tabela 16.

Face aos resultados obtidos e descritos na tabela 16 no que diz respeito ao grupo
controlo, verifica-se que os individuos deste grupo estdo de acordo com o equilibrio de
Hardy-Weinberg. A partir destes resultados podem analisar-se os restantes grupos.

No sub-grupo Diabetes mellitus tipo 2 com isquemia arterial do membro inferior
denota-se que ha um desequilibrio para o polimorfismo KOZAK (tabela 16) (32>3,84,
p=0,05), o que significa que héa diferencas estatisticamente significativas entre as
frequéncias esperadas e observadas para este polimorfismo neste sub-grupo. As
diferencas encontradas sdo principalmente causadas por uma frequéncia maior de

observagdes no gendtipo CC face ao esperado.

Tabela 16: Frequéncias observadas e esperadas (entre paréntesis) nos diferentes grupos para os
polimorfismos estudados. *Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas.

Polimorfismo  Genotipos Grupo Grupo DM Sub-grupo DM Sub-grupo DM
controlo tipo 2 nao-isquémico isquémico
aa 96 (97,2) 106 (105,6) 52 (52,44) 23 (23)
HPA-2 ab 24 (21,6) 13 (13,2) 5(4,39) 2 (1,92)
bb 0(1,2) 1(1,2) 0(0,17) 0 (0,08)
Al/A1 80 (79,73) 89 (87,12) 44 (43,32) 19 (18,5)
pl AVA2 A1/A2 36 (35,7) 28 (31,46) 11 (13,11) 5(6)
A2/A2 3 (3,57) 4(2,42) 2 (0,57) 1(0,5)
TT 89 (89,54) 91 (88,8) 41 (41,04) 22 (20,25) *
KOZAK CT 31(29,04) 25 (28,8) 15 (14,82) 1(4,5)%*
CC 1(2,42) 424 1(1,14) 2(0,25) *
BC 21 (18,15) 8 (6,05) 4 (3,99) 1(0,9)
CcC 85 (87,12) 92 (91,96) 43 (43,32) 20 (20,25)
VNTR CD 14 (11,98) 19 (21,05) 99,12) 4 (4,05)
CE 1 (0,85) 0 0 0
DD 0(0,363) 2 (1,21) 1 (0,46) 0(0,20)

6.4. Analise estatistica

Uma vez que as condigdes para a realizacdo de um teste de associagdo ou
independéncia do %2 ndo se verificarem por existir uma percentagem elevada de células
com frequéncias esperadas inferior a 5 (tabela 17), ndo pode ser feito este teste
estatistico para determinar se h4 ou ndo diferencas estatisticamente significativas entre

as frequéncias genotipicas entres os diferentes grupos.
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Tabela 17: Frequéncias

polimorfismos analisados nos diferentes grupos e sub-grupos estudados.

Sub-grupo DM

genotipicas observadas e esperadas (entre paréntesis) para os

Sub-grupo DM

Gendtipos Grupo Controlo Grupo DM tipo 2

nao-isquémico isquémico
HPA-2aa 96 (101) 106 (101) 52 (52,13) 23 (22,87)
HPA-2ab 24 (18,5) 13 (18,5) 5(4,87) 2(2,13)
HPA-2bb 0(0,5) 1(0,5) 0 (0) 0 (0)
prAvAl 80 (83,80) 89 (85,20) 44 (43,79) 19 (19,21)
pIAvA 36 (31,73) 28 (32,27) 11(11,12) 5 (4,88)
p1A¥A2 3 (3,47) 4 (3,53) 2(2,09) 1(0,91)
KOZAK -5T/T 89 (90,37) 91 (89,63) 41 (43,79) 22 (19,21)
KOZAK -5T/C 31(28,12) 25(27,88) 15 (11,12) 1 (4,88)
KOZAK -5C/C 1(2,51) 4 (2,49) 1(2,09) 2(0,91)
VNTR BC 21 (14,5) 8 (14,5) 4 (3,48) 1(1,52)
VNTR CC 85 (88,5) 92 (88,5) 43 (43,79) 20 (19,21)
VNTR CD 14 (16,5) 19 (16,5) 9 (9,04) 4 (3,96)
VNTR CE 1(0,5) 0(0,5) - -
VNTR DD 0(1) 2(1) 1 (0,70) 0 (0,30)

Executou-se um teste de independéncia do %2 com juncdo de classes (gendtipos),

nomeadamente, os gendtipos que apresentavam o alelo polimorfico considerado de risco

(geno6tipo homozigdtico polimdrfico e o genotipo heterozigotico) (tabela 18 e 19).

Verifica-se que ndo parece haver associacdo entre os genotipos com o alelo

polimérfico em comparagdo com o gendtipo que ndo apresenta esse alelo, quer quando
analisados os grupos controlo e DM tipo 2 (tabela 18), quer quando comparados os
individuos pertencentes aos dois sub-grupos de DM tipo 2 com e sem isquemia arterial

do membro inferior (tabela 19).

Tabela 18: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas (entre paréntesis) para os trés SNPs
estudados no grupo controlo e no grupo DM tipo 2, utilizando o teste x2 para comparar as
frequéncias entre os grupos.

Genotipos Grupo Controlo Grupo DM tipo 2 p
HPA-2a/a 96 (101) 106 (101)
0,077
HPA-2a/b + HPA-2b/b 24 (19) 14 (19)
pIAvAT 80 (83,8) 89 (85,2)
AI/A2 A2/A2 0,283
Pl + 1A 39 (35,2) 32 (35,8)
-ST/T 89 (90,4 91 (89,6
(%0.4) (55,6 0,684
-5C/T +-5C/C 32 (30,6) 29 (30,4)
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Tabela 19: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas (entre paréntesis) para os trés SNPs
estudados no sub-grupo DM tipo 2 nfo isquémico e no sub-grupo DM tipo 2 isquémico, utilizando o
teste %2 para comparar as frequéncias entre os sub-grupos.

Genotipos Grupo DM nio isquémico Grupo DM isquémico P
HPA-2a/a 52 (52,1) 23 (22,9) 0.908
HPA-2a/b + HPA-2b/b 5(4,9) 2(2,0) ’
pIATAT 44 (43,8) 19 (19,2)

Al/A2 A2/A2 0,906
PIAVA? 4+ Pl 13 (13,2) 6 (5.8)
-5T/T 41 (43,8 22 (19,2
(43,8) (19,2) 0.112
-5C/T +-5C/C 16 (13,2) 3(5,8)

Foi utilizado o teste estatistico Mann-Whitney que permite comparar dois grupos
independentes, detectando diferengas entre eles (76). Foram analisadas as diferencas
para os quatro polimorfismos estudados comparando os individuos pertencentes ao
grupo controlo e individuos pertencentes ao grupo com DM tipo 2. Foi realizado o
mesmo método estatistico para comparacdo dos resultados dos quatro polimorfismos
entre os sub-grupos com DM tipo 2 com ou sem isquemia arterial do membro inferior.
A tabela 20 mostra os valores de p obtidos pelo teste de Mann-Whitney em todos os
Ccasos.

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que existem diferencas
estatisticamente significativas para o polimorfismo VNTR quando comparados os
grupos controlo e DM tipo 2 (p<0,05). Quando comparados os individuos pertencentes
aos grupos DM tipo 2 com e sem isquemia arterial do membro inferior ndo se encontrou
nenhuma diferenga estatisticamente significativa para nenhum dos polimorfismos

estudados.

Tabela 20: Valores de p obtidos pelo teste de Mann-Whitney. *Foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas.

Variavel p1Ava HPA-2 KOZAK VNTR
DM tipo 2 0,336 0,111 0,790 0,021*
p
Isquemia arterial do 0,935 1,0 0,163 0,980
membro inferior
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6.5. Analise de clusters

A analise de clusters permite detectar grupos homogéneos das variaveis
analisadas.

Foi empregue a medida de Pearson para agrupar as varidveis uma vez que na sua
maioria sdo varidveis nominais e ordinais (77). Uma vez que nao ha nenhum método
hierarquico recomendado na literatura (77) realizaram-se e compararam-se varios
métodos.

Os trés métodos de agregacdo utilizados foram o da distdncia média entre
clusters ou “Average linkage between groups” (figura 15), o da distancia média dentro
dos clusters ou “Average linkage within groups” (figura 16) e o de menor distancia ou
“Single linkage” ou “Nearest neighbor” (figura 17).

Relativamente a informagao visivel no dendograma da distancia média entre
clusters (figura 15) parece poder-se afirmar que este ¢ formado por 2 clusters principais,

sendo que cada um destes da origem a varios clusters menores.

Dendrogram using Average Linkages (Bestwsen Groups)
Eescaled Distance Cluster Combine
i 3 10 15 2 25

Fig. 15: Dendograma obtido pela medida de semelhanca Pearson e pelo método de agregacio
distancia média entre clusters.
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De acordo com o dendograma da distancia média dentro dos clusters (figura 16)
existem 2 clusters principais que ao se dividirem dao origem a 3 clusters com menor

representacao face ao total.

Dendrogram using Average Linkages (Within Group)
Rescaled Distance Cluster Combine
d 3 10 15 20 25
Tariawvel o o o Fmm—————— o +

Fig. 16: Dendograma obtido pela medida de semelhanca Pearson e pelo método de
agregacio distincia média dentro dos clusters.

Relativamente ao dendograma obtido pela menor distancia (figura 17) € mais
dificil determinar quantos clusters se formam, uma vez que este método se baseia na
formacdo de um cluster de referéncia em fung¢do do qual posteriormente ¢ determinada a

menor distincia de cada uma das variaveis deste cluster de referéncia as restantes

variaveis.
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Dendrogram using Single Linkage
Rescaled Distance Cluster Combine
0 5 10 153 20 25
Variavel t-———————- - t-———————- - - +

Fig. 17: Dendograma obtido pela medida de semelhanca Pearson e pelo método de agregacao de
menor distincia.

Atendendo as representagdes visiveis nos dendogramas, os resultados que mais
se aproximam sao os clusters definidos pela distancia média entre clusters (figura 15) e
os clusters definidos pela distdncia média dentro dos clusters (figura 16). Nestes dois
métodos verifica-se a existéncia de trés conjuntos de agregacdo em comum: um entre as
variaveis colesterol, LDL, HDL, diabetes mellitus e sexo que se encontram no mesmo
subcluster; um outro conjunto de agregagdo com a pressao arterial sistdlica (PAS),
pressao arterial diastélica (PAD), glicose e habitos tabagicos; e o terceiro conjunto de
agregacdo constituido pelas varidveis isquemia arterial do membro inferior, eventos
tromboticos e KOZAK.

Ha algumas varidveis que se comportam da mesma forma nos trés métodos de
agregacao, nomeadamente: LDL e colesterol; diabetes mellitus ¢ HDL; isquemia do
membro inferior e eventos tromboticos e/ou hemorrdgicos anteriores; PAS, PAD e os
niveis de glicose no sangue.

No entanto, os polimorfismos estudados nem sempre apresentam o mesmo

comportamento nos varios métodos. O KOZAK e o VNTR encontram-se sempre no
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mesmo cluster nos 3 métodos de agregacao. Relativamente ao polimorfismo HPA-2 e

A1/A2 . . _— : ,
PI , estes consoante o método variam de posicdo e de clusters, verificando-se até que

o PI*'A2 ge encontra num cluster isolado de qualquer outra variavel pelo método de

agregacao de menor distancia (figura 17).

6.6. Regressdo logistica

Este tipo de analise € usado para prever o comportamento de uma varidvel em
funcao de outra variavel (78).

Esta analise foi realizada numa primeira fase considerando a varidvel Diabetes
mellitus tipo 2 como dependente (tabela 21).

Verifica-se que o sexo, o indice de massa corporal (IMC), o diametro abdominal,
os habitos tabagicos, os eventos trombdticos e/ou hemorragicos anteriores, o0s
eritrocitos, a hemoglobina, o HDL, a glicose e o polimorfismo VNTR sdo varidveis que
influenciam o aparecimento DM tipo 2, uma vez que as diferencas encontradas sdo
estatisticamente significativas. De acordo com os resultados obtidos, ser do sexo
feminino, ter excesso de peso ou obesidade (de acordo com o calculo do IMC),
apresentar niveis de glicose séricos elevados e apresentar o geno6tipo CC ou CD para o
VNTR sdo factores estatisticamente significativos que aumentam a probabilidade de
apresentar DM tipo 2. Ao contrario destes resultados, ndo apresentar eventos
tromboticos e/ou hemorragicos anteriores, apresentar contagens eritrocitarias normais e
baixo risco cardiovascular (HDL) diminui a probabilidade de desenvolver DM tipo 2,
apresentando resultados estatisticamente significativos. Relativamente as varidveis
quantitativas que apresentam diferencas estatisticamente significativas, verifica-se que
quer o aumento da idade quer o aumento do didmetro abdominal estdo associados a
maior probabilidade de desenvolver DM tipo 2.

Relativamente aos polimorfismos estudados, o Unico que permite explicar a
presenca de DM tipo 2 ¢ o VNTR. Observando o comportamento dos outros
polimorfismos face a variavel dependente DM tipo 2, nenhum parece estar associado a

presenca de DM tipo 2.
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Tabela 21: Resultado de Exp (B;) ou Odds Ratio (OR) e Intervalo de confianca (IC) para as variaveis
estatisticamente significativas quando a varidavel dependente é DM tipo 2. *Resultado
estatisticamente significativo

Variavel Exp (B;) 1C 95%
Sexo
Masculino 1 -
Feminino 3,259 1,865-5,697*
Idade 1,350 1,197-1,521
Indice de massa corporal
Normal 1 -
Baixo peso - -
Excesso peso 12,386 5,715-26,844%*
Obeso 34 9,385-123,180*
Diametro abdominal 1,176 1,109-1,248*
Habitos tabagicos
Fumador 1 -
Nao fumador 2,198 0,850-5,682
Ex fumador 8,333 2,617-26,535*
Eventos tromboticos e/ou hemorragicos
anteriores
Sim 1 -
Nio 0,013 0,002-0,097*
Eritrocitos
Baixo 1 -
Normal 0,166 0,037-0,753*
Elevado 0,029 0,029-1,397
Hemoglobina
Baixo 1 -
Normal 0,209 0,082-0,535%*
Elevado 0,968 0,095-9,829
HDL
Risco cardiovascular elevado 1 -
Risco cardiovascular intermédio 0,832 0,288-2,402
Baixo risco cardiovascular 0,053 0,013-0,217*
Glicose
Normal 1 -
Elevado 160,333 20,626-1246,299*
VNTR
BC 1 -
CcC 2,810 1,182-6,683*
CD 3,562 1,225-10,361%*
DD - -
CE - -

Para identificar possiveis associacdes entre as variaveis estudadas e a varidvel
isquemia arterial do membro inferior, seleccionou-se s6 o grupo de casos que apresenta
DM tipo 2 e aplicou-se o teste estatistico da regressdo logistica, sendo a variavel
isquemia arterial do membro inferior considerada dependente.

Verifica-se que ha diferencas estatisticamente significativas relativamente a
variavel pressao arterial sistolica (OR=0,350, IC95%=(0,126-0,970)). De acordo com os

resultados obtidos, nenhuma das outras variaveis estudadas deste teste parecem
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conseguir ser explicativas para o aparecimento de isquemia arterial do membro inferior

em individuos com DM tipo 2.

6.7. Diferentes combinagdes dos 4 polimorfismos

A tabela 22 mostra a distribuicdo em percentagem das diferentes combinagdes
genotipicas encontradas nos grupos em estudo.

Os resultados obtidos mostram que a combinagdo aa — A1Al — TT — CC ¢ a
mais frequente, quer para o grupo controlo (28,57%) quer no grupo constituido por
individuos com DM tipo 2 (33,33%).

As combinacdes aa — A1A1 —TT — DD, aa — A2A2 — CT - CC, aa— A1A1 - CT
— DD, aa — A1A2 — CC — CD e aa — A1A2 — CT — CD parecem ser exclusivos dos
individuos que constituem o grupo com DM tipo 2.

As combinacoes aa — A1Al1 — TT — CE, aa— A2A2 — CT - BC, aa— A2A2 - CT
—CD, aa— A1A2 — CT - BC e ab - A1A2 — CT — BC parecem ser exclusivas para os
individuos que se incluem no grupo controlo, sendo que nao aparecem nos individuos
pertencentes ao grupo com DM tipo 2.

Verificou-se que a combinagdo aa — A1A1 — CC — CC embora apareca em todos
os grupos estudados, ¢ mais frequente no grupo com DM tipo 2 com isquemia arterial
do membro inferior.

A combinagdo ab — A1A2 — TT — CC nao aparece nos individuos pertencentes
ao grupo com DM tipo 2 sem isquemia arterial do membro inferior, no entanto
apresenta uma percentagem superior no grupo com DM tipo 2 com isquemia arterial do
membro inferior comparativamente aos individuos que constituem o grupo com DM
tipo 2.

Existem variadas combinagdes que ndo se encontram nos individuos com DM
tipo 2 e com isquemia arterial do membro inferior em comparagdo com os individuos

DM tipo 2 sem isquemia arterial do membro inferior.
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Tabela 22: Diferentes combinacdes para os 4 polimorfismos nos grupos e sub-grupos estudados.

Combinacédo Grupo Controlo  Grupo DM tipo Sub-grupo DM Sub-grupo DM
(HPA-2/P1*"A2/KOZAK/VNTR) (%) 2 (%) ndo isquémico (%)  isquémico (%)
aa—AlA1-TT-CC 28,57 33,33 36,84 11
aa—AlA2-TT-CC 17,65 15,79 12,28 16
aa—AlAl1-TT-CD 7,56 12,28 14,04 16
aa— AlA1-CT-CC 12,61 11,40 14,04 4
aa—AlA2-CT-CC 5,04 3,51 5,26
ab— AlA1-TT-BC 9,24 2,63 1,75 4
ab— AlA1-TT-CC 2,52 3,51 1,75
aa—A2A2 -TT-CC 0,84 3,51 1,75 4
ab— A1A1-CT-BC 2,52 1,75 3,51
aa—AlA1-CT-CD 0,84 0,88 1,75
ab— A1A1-CT-CC 0,84 0,88
aa— AlA2-TT-CD 2,52 1,75
ab— A1A2-CT-BC 1,68
ab— A1A2-TT-BC 2,52 0,88 1,75
aa—A2A2 -CT -BC 0,84
aa—A2A2 -CT -CD 0,84
aa— Al1A2-CT-BC 0,84
ab— A1A2-TT-CC 0,84 0,88 4
aa—AlAl -CC-CC 0,84 2,63 1,75 8
aa— AlA1 -TT - CE 0,84
aa—AlA1-TT-DD 0,88 1,75
aa—A2A2-CT-CC 0,88 1,75
aa— AlAl1-CT -DD 0,88
aa—AlA2-CC-CD 0,88
aa— A1A2-CT-CD 0,88
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A doenga arterial periférica ¢ frequentemente associada a doencga aterosclerdtica
sistémica avancada e ¢ frequentemente acompanhada de isquemia sintomatica ou
assintomatica. Embora as doengas cardiovasculares sejam actualmente uma das causas
mais comuns de morbilidade e mortalidade prematura, a doenga arterial periférica ¢ a
situagdo que mais diminui a qualidade de vida do doente com DM tipo 2.

Relativamente a DM sabe-se que existem multiplos factores de risco ambientais
e genéticos associados ao seu aparecimento.

A doenga aterosclerdtica tem uma natureza multifactorial (ambiental, dietética,
metabolica, hemodindmica, inflamatoria e genética). Assim sendo, este estudo tem
como objectivo principal investigar a influéncia de factores genéticos que poderdo estar
por tras do aparecimento da doenca ao nivel do membro inferior, nomeadamente,
polimorfismos das glicoproteinas das plaquetas. Estes polimorfismos poderdo estar
associados a uma maior reactividade das plaquetas e maior adesividade ao endotélio
vascular exposto apds a ruptura das placas de ateroma. Como consequéncia, poderiam
formar-se mais facilmente trombos plaquetarios que impedem a passagem da corrente
sanguinea e oxigenacao dos tecidos.

Nao se conhecem estudos genéticos realizados em populagdes que apresentam
simultaneamente Diabetes mellitus tipo 2 e doenga arterial periférica. No entanto,
existem estudos acerca de polimorfismos plaquetarios e a sua relagdo com a isquemia
arterial, como CAD e derrame cerebral, embora estes sejam contraditorios. Assim ¢
importante clarificar a importancia deste factores genéticos no desenvolvimento de
isquemia arterial do membro inferior.

Os polimorfismos propostos neste estudo estdo presentes em duas das principais
glicoproteinas que surgem na superficie das plaquetas: sdo os SNPs P1*'*? da GPIlla e,
HPA-2 e KOZAK da GPIba, e o VNTR da GPIba. Pretende-se portanto verificar se
existe alguma associagdo entre o aparecimento de isquemia arterial do membro inferior
em individuos com DM tipo 2, tendo como grupo controlo individuos saudéaveis, sem

DM e sem qualquer evento trombotico e/ou isquémico anterior.
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De acordo com os resultados do nosso trabalho, verifica-se que as frequéncias
alélicas e genotipicas obtidas ndo se diferenciam das frequéncias alélicas e fenotipicas
referenciadas para a populagdo caucasiana (tabela 13, 14 e 15).

Relativamente ao alelo A do VNTR, inicialmente acreditava-se que este era
restrito as populagdes do este asiatico, no entanto, foi detectado este alelo em indios
americanos e caucasianos do sul de Espanha mas em frequéncias muito mais baixas que
nas populacdes asiaticas (54, 79, 80). De facto, na nossa populacdo nao foi encontrado
nenhum individuo com este alelo. O alelo E foi relatado pela primeira vez em 2004 por
Ozelo et al., sendo este um alelo raro, visto que ndo tem nenhuma repeticdo
caracteristica deste VNTR (72). A frequéncia para o alelo E encontrada na amostra
controlo ¢ referente a um unico individuo, o que esta de acordo com o encontrado por
outros autores (72).

Relativamente as frequéncias genotipicas verificou-se que 0 nosso grupo
controlo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg para os quatro polimorfismos
estudados.

No que respeita as frequéncias genotipicas relativas ao grupo constituido por
individuos com DM tipo 2, ha poucas referéncias bibliograficas que as descrevam. Mérz
et al. obtiveram frequéncias para o PIAI/AI, PIAVAZ ¢ PIAYAZ (e 71,4%, 26% ¢ 2,7% ,
respectivamente para uma amostra de 1051 casos com DM tipo 2 (51). Os resultados
obtidos no nosso trabalho ndo diferem significativamente dos encontrados por este
autor, embora se tenha encontrado uma frequéncia mais alta de individuos com o
genotipo P142/42,

Relativamente a possivel associagdo das varidveis genéticas estudadas com a
presenca de DM tipo 2, ndo foram encontradas na bibliografia qualquer estudo sobre a
possivel associacao entre os polimorfismos KOZAK e VNTR e a presenga de DM tipo
2. No entanto, no nosso trabalho verificamos a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre o nosso grupo controlo e o grupo constituido por diabéticos do tipo
2 relativamente ao polimorfismo VNTR (tabela 20).

Quanto ao alelo PI*?, Tschoepe ef al. em 2003 verificaram que este alelo se
associava com o aparecimento de DM tipo2 (49). No entanto, no nosso trabalho nao
foram encontradas evidéncias que apontem para esta associagdo. Os resultados obtidos

sdo concordantes com os encontrados por Carter ef al. (1998), assim como Marz et al.
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(2004) e Kozieradzka et al. (2007) que concluiram que o polimorfismo P
parece estar associado ao aparecimento de DM tipo 2 (51, 74, 81).

No que respeita ao HPA-2, os nossos resultados estdo de acordo com os
encontrados por Sperr ef al. (1998) relativamente as frequéncias genotipicas observadas
para este polimorfismo (7). Em 2007, Corsetti et al. concluiram que o alelo HPA-2b
estava associado a riscos corondrios recorrentes em diabéticos pos-infarte mas ndo a
pacientes nao diabéticos pds-enfarte (82).

Quando utilizadas todas as variaveis analisadas neste estudo para investigar a
sua possivel associacdo com a presenca de DM tipo 2, por regressdo logistica, os
resultados revelaram vdarias varidveis associadas ao aparecimento de DM tipo 2,
nomeadamente, sexo, IMC, didmetro abdominal, habitos tabagicos, eventos trombdticos
e/ou hemorragicos anteriores, eritrocitos, hemoglobina, glicose e o polimorfismo VNTR
(tabela 21). Os habitos tabagicos e a obesidade sdo conhecidos factores de risco que
aumentam a incidéncia de DM tipo 2 (15, 83, 84, 85). Relativamente ao polimorfismo
VNTR, os resultados da regressdo logistica estdo de acordo com os resultados obtidos
quando comparados os grupos controlo e DM tipo 2, apontando evidéncias no sentido
de uma possivel associacdo entre o polimorfismo VNTR e a presenca de Diabetes
mellitus tipo 2.

Virios estudos tém descrito uma possivel associagdo entre a isquemia arterial e
os alelos com risco tromboético, como doenga arterial corondria, angina, enfarte do
miocardio, derrame cerebral e trombose aguda corondria. Ndo foram encontradas
referéncias bibliograficas relativas a uma possivel associagdo entre estes alelos e a
doenga arterial periférica.

O PI** foi associado com isquemia arterial (18, 48, 49) mas outros estudos
publicados ndo associaram o PI*? com o aumento do risco de sofrer eventos isquémicos
arteriais (2, 7, 50, 51, 52, 55, 74,81) nem trombose venosa (50). Um estudo realizado
por Zotz et al. em 2005 identificou uma associag¢io do P1** com enfarte do miocardio
prematuro mas nao com doenga arterial coronaria (86).

O HPA-2b em alguns estudos ndo foi associado com o aparecimento de eventos
isquémicos arteriais (7) nem trombose venosa (8). Contrariamente, houveram outros em
que se demonstrou associagdo deste alelo com aumento da probabilidade de vir a

desenvolver eventos isquémicos (8, 9).
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Quanto ao polimorfismo KOZAK prediz os niveis de receptor expresso na
superficie das plaquetas (62). Assim, o alelo C na posicao -5 esta associado a maior
expressao de GP Ib-V-IX. Este polimorfismo ja foi considerado um factor de risco
independente para derrame isquémico (56), doenca arterial corondria e trombose
corondria (41), risco de enfarte do miocardio em individuos com sindrome coronario
instavel (65), risco trombdtico (55, 65). Noutros estudos, o polimorfismo KOZAK nao
foi associado a eventos isquémicos arteriais (48, 57, 58).

O genotipo CB do VNTR da GPIba foi associado a um risco aumentado de
doenga coronaria cardiaca e doenga vascular cerebral (8, 9), assim como o alelo D (65)
e o alelo B (9, 10, 45). Mas noutros estudos, o VNTR desta glicoproteina nao foi
associado nem a derrame, nem a mortalidade pds-derrame (59) nem a outros eventos
isquémicos (48, 55).

Também ja foi demonstrado que o alelo P1*? (18), o0 alelo HPA-2b (9) ¢ o alelo
B do VNTR (9) tém uma forte associacdo com pacientes com eventos coronarios em
idades inferiores a 60 anos.

Relativamente aos polimorfismos HPA-2 e o VNTR, Ishida et al. (68, 87)
descreveu um “linkage desiquilibrium”, em que o alelo HPA-2b s6 surge associado aos
alelos A e B do VNTR da GPIba, enquanto que o HPA-2a estd mais associado aos
alelos C e D do VNTR (68, 87), ndo impedindo que o alelo C também pudesse surgir
associado ao alelo HPA-2b (88) ou o alelo B nao associado ao HPA-2b (80).

Quando investigado o equilibrio de Hardy-Weinberg nos dois sub-grupos
constituidos por individuos com DM tipo 2, encontrou-se diferencas estatisticamente
significativas entre os genotipos observados e esperados relativamente aos alelos do
KOZAK no sub-grupo com DM tipo 2 e com isquemia arterial do membro inferior. O
gendtipo que mais contribuiu para este desequilibrio foi o homozigoético CC.

Para identificar quais das varidveis analisadas no nosso estudo se associam a
presenca de isquemia arterial do membro inferior nos individuos com DM tipo 2, foi
realizada uma regressao logistica tomando como variavel dependente a isquemia arterial
do membro inferior. Assim, verificamos que a pressdo arterial sistolica (PAS) ¢ a
varidvel que mediante este teste, explica o aparecimento de isquemia arterial do
membro inferior. Sabe-se que a hipertensao arterial aumenta o risco de isquemia arterial
do membro periférico em 10% (28), sendo o principal factor que contribui para o

desenvolvimento de complicagdes vasculares na DM (89). Relativamente as variaveis
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genéticas estudadas, ndo foram encontrados resultados significativos, mediante a
regressdo logistica. No entanto, os resultados encontrados relativamente ao
desequilibrio para o polimorfismo KOZAK no sub-grupo DM tipo 2 com isquemia
arterial do membro inferior (tabela 16) podem evidenciar uma possivel associagdo entre
a presenc¢a de um alelo C e a presenca de isquemia arterial do membro inferior. Uma
possivel explicagdo para o facto de ndo serem encontradas diferengas estatisticas
significativas relativamente ao KOZAK mediante a regressao logistica, pode dever-se
ao numero reduzido de individuos que constituem o sub-grupo DM tipo 2 com isquemia
arterial do membro inferior (n=25).

Para o estudo de associacdo de variaveis também foi utilizado o método de
agregacao de variaveis em clusters. Através desta metodologia foi encontrada uma
associacao entre PAS (pressdao arterial sistolica), PAD (pressdo arterial diastolica),
glicose e os habitos tabagicos. Na andlise dos clusters de variaveis utilizadas no estudo,
também foi encontrada uma associagdo entre a isquemia arterial do membro inferior, a
presenca de outros eventos tromboticos e/ou hemorragicos € o polimorfismo KOZAK
(figura 15 e 16), o que apoia a ideia de que, dos polimorfismos estudados neste trabalho,
sera 0 KOZAK o que parece ter maior contribuicdo para a presenca de isquemia arterial
do membro inferior em individuos com DM tipo 2. Na andlise de clusters também se
verificou que as variaveis KOZAK e VNTR, ambos polimorfismos daGPIba, sdo
aqueles que se encontram mais proximos, posicionando-se no mesmo cluster principal.

Quando analisadas as combina¢des dos quatro polimorfismos estudados (tabela
22), aquelas que estdo presentes exclusivamente no grupo DM tipo 2 apresentam pelo
menos um alelo D ou o alelo C em homozigotia para o VNTR. Em alguns estudos, o
alelo D deste VNTR ja foi associado a doenca arterial (65).

A combinagdo presente no sub-grupo de DM tipo 2 isquémicos que apresenta
maior diferenga relativamente aos grupos controlo e DM tipo 2 ndo isquémico
corresponde a aa-A1A1-CC-CC (HPA-2/PI*"*/KOZAK/VNTR), mostrando
evidéncias de que a presenca do alelo C do polimorfismo KOZAK, podera conferir um
fenotipo de maior risco para a presenca de isquemia arterial do membro inferior em
doentes com Diabetes melitus tipo 2.

Tanto o polimorfismo VNTR como o KOZAK encontram-se na proteina GPIba.
Esta proteina tem um papel importante na adesdo das plaquetas ao endotélio. Os alelos

C e D do VNTR produzem GPIba de menor tamanho face aos alelos A e B, dado que os
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alelos C e D apresentam menor niimero de repeti¢des. O alelo C do polimorfismo
KOZAK esta associado a uma maior expressdo da GPIb-V-IX. A influéncia destes dois
polimorfismos nas vias de sinaliza¢do intracelular durante a activagdo e agregacao
plaquetaria, parece ser importante para a atribuicao de um fen6tipo de risco trombético.

Tanto a DM tipo 2 como a doenga arterial periférica sdo patologias
multifactoriais, com factores genéticos e ambientais que contribuem para o seu
aparecimento. Assim, os resultados obtidos no presente trabalho mostram evidéncias
que apoiam a ideia da relevancia do estudo das variantes genéticas das glicoproteinas
plaquetérias, associadas a presenga de Diabetes mellitus tipo 2, uma vez que o
polimorfismo VNTR da GPIba parece contribuir para a presen¢a de Diabetes mellitus
tipo 2.

Os nossos resultados também evidenciam a importancia do estudo dos
polimorfismos plaquetdrios uma vez que podem contribuir para estabelecer um perfil
genético de risco em individuos com DM tipo 2. Neste sentido, o estudo do
polimorfismo KOZAK da glicoproteina GPIba mostrou uma possivel associacdo com a
presenga de isquemia arterial do membro inferior em individuos com diabetes mellitus
tipo 2.

Para confirmar os resultados obtidos no presente trabalho sera importante, para
além de sequenciar os amplicdes obtidos, aumentar a amostra de doentes que
apresentam DM tipo 2 com e sem isquemia arterial do membro inferior. O presente
trabalho sera alargado com o estudo de outras glicoproteinas plaquetdrias de forma a
estabelecer um “perfil genético” de risco trombdtico em doentes com DM tipo 2. Assim,
os resultados deste trabalho podem contribuir no estabellecimento de grupos de risco,

que possam beneficiar de uma terapéutica adequada.
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Anexo I Consentimento informado

Estudo da influéncia de polimorfismos em genes de glicoproteinas
plaquetarias no aparecimento de isquemia em diabéticos

A Diabetes mellitus tipo 2 ¢ uma doenca cronica muito frequente em Portugal.
Um dos problemas associados a esta patologia ¢ a alteragdo da camada superficial
interna dos vasos sanguineos, com possivel formacao de placas de ateroma.

O objectivo deste estudo ¢ estudar a influéncia de polimorfismos em genes da
glicoproteina plaquetaria IIb-Illa e Ib-V-IX no aparecimento de problemas
cardiovasculares nos pacientes com diabetes mellitus tipo 2.

Para realizar os objectivos propostos neste estudo sdo necessdrios 3 tubos de
sangue com anticoagulante EDTA, 1 tubo com citrato e um tubo sem anticoagulante. O
paciente necessita de estar em jejum na altura da colheita.

Uma vez que se vai ter acesso a informagdo contida nos seus genes, as normas
aconselham a assinatura do consentimento informado. A utilizacdo dos dados
fornecidos através do preenchimento do consentimento informado podera ser anulada

em qualquer altura do estudo, desde que esse seja o seu desejo.

(Nome)
portador(a) do bilhete de identidade emitido pelo
arquivo de identificacdo de em / / ,da o seu

acordo para que se proceda a recolha de sangue para andlise genética. Permite
igualmente, a utilizagdo dos seus dados clinicos, de forma an6nima, apos a leitura deste
texto e esclarecimento de eventuais duividas relacionadas com os procedimentos
envolvidos.

Assinatura Data

Assinatura do responsavel pelo estudo
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Anexo I Valores de referéncia para os pardmetros analisados

Parimetro Valor de referéncia

indice de massa corporal (IMC)

Baixo peso <18,5

Peso normal 18,5-24,9

Excesso de peso 25,0-29,9

Obeso >30
Eritrocitos

Sexo Feminino

Sexo Masculino

4,1-5,1x10"/L
42-54x10"/L

Hematocrito

Sexo Feminino 38 -4 6%

Sexo Masculino 42 -54%
Hemoglobina

Sexo Feminino 12,3 -15,3g/L

Sexo Masculino 14-17,5g/L
Leucécitos 5-10x 10°/L
Plaquetas 150 — 300 x 10°/L
Colesterol <200 mg/dL
HDL colesterol

Risco cardiovascular elevado <40 mg/dL

Risco cardiovascular intermédio 40 - 60 mg/dL

Baixo risco cardiovascular >60 mg/dL
LDL colesterol <130 mg/dL
Triglicerideos

Normal <150 mg/dL

Risco acrescentado 150 — 200 mg/dL

Risco elevado >200 mg/dL
Glicose 60 - 110 mg/dL
Hb AIC <6,5%
Tempo protrombina 10— 14 seg
Tempo tromboplastina parcial activada 25— 45 seg
Tempo trombina 0-18 seg
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