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RESUMO

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

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

Instituto de Biociéncias, Departamento de Genética, Universidade federal do Rio Grande do
Sul.

Déia_carolina2004(@yahoo.com.br

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

As doengas cardiovasculares sdo responsaveis por um grande nimero de mortes no mundo,
sendo a doenga coronariana arterial (coronary artery disease, CAD) responsavel por
aproximadamente 7 milhdes de mortes por ano. Durante o desenvolvimento e progressao da
lesdo ha a expressao de citocinas e moléculas do sistema imune que sinalizam para que ocorra
um aumento da permeabilidade subendotelial, migracao leucocitaria e adesdo celular. Dentre
as diversas moléculas expressas durante a progressao da lesdo estdo as moléculas de adesdo
celular do tipo 1 ICAM -1 e moléculas de adesdo plaquetaria do tipo 1 PECAM — 1. A
molécula PECAM-1 (ou CD31) ¢ um membro da familia das imunoglobulinas e ¢
constitutivamente expressa pelas células endoteliais, plaquetas e leucdcitos circulantes. Esta
envolvida na integridade endotelial e extravasamento celular, possuindo papel importante na
adesdo e migracdo leucocitarias. A molécula ICAM-1 (ou CD54) também ¢ um membro da
superfamilia das imunoglobulinas e ¢ expressa constitutivamente por diversas células do
organismo. O presente trabalho tem como objetivo analisar as freqiiéncias alélicas e
genotipicas de trés polimorfismos em genes que codificam moléculas de adesdao — dois no gene
de PECAM-1 e um no gene de ICAM-1 em uma amostra de pacientes com doenga
coronariana arterial, com o intuito de identificar possiveis associa¢des destas variantes e o
desenvolvimento da mesma; bem como relacionar o genotipo de cada paciente com seu
quadro clinico. A populagdo é composta por euro-descendentes com faixa etaria variando
entre 31 e 84 anos, e 62.5% dos individuos sdo do sexo masculino. A andlise ¢ feita por PCR-
RFLP. Foram obtidas as seguintes freqiiéncias genotipicas e alélicas: PECAM-I 373C/G —
CG: 0.63; CC: 0.21; GG: 0.16 e C: 0.523; G: 0.477 — PECAM-I 53G/A — GG: 0.844; AG:
0.130; AA: 0.026 e A: 0.091; G: 0.909 - ICAM-I 1548A/G — AA: 0.482; AG: 0.352; GG:
0.168 e A: 0.656; G: 0.344. As andlises estatisticas demonstraram uma associa¢ao do gendtipo
CC do polimorfismo PECAM-I 373C/G a um aumento no risco de desenvolvimento de DAC
(p<0.001). Para os demais polimorfismos ndo foi encontrada associagao.




Capitulo 1

INTRODUCAO




1.1 DOENCA ATEROGENICA CORONARIANA

As doengas cardiovasculares sdo responsaveis por um grande nimero de mortes no
mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, desde 1990, mais pessoas morreram de
doencas cardiovasculares do que de qualquer outra causa individual no mundo (World Health
Organization, 2002). Esta doenca ¢ responsavel por uma reducdo de 10% na sobrevida dos
individuos em paises subdesenvolvidos (World Health Organization, 2002). A freqiiéncia de
doengas cardiovasculares decresce a cada ano nos paises desenvolvidos, mas aumenta nos
paises em desenvolvimento, e isso se deve, em parte, ao aumento da longevidade, da

urbanizagdo e a modificag¢des no estilo de vida (World Health Organization, 2002 14).

Segundo relatorio da Organizacdo Mundial de Saude, em 2002, 16,7 milhdes de
pessoas morreram devido a algum tipo de doenca cardiovascular (doengas cardiacas
hipertensivas, inflamatérias, reumaticas, coronarianas ¢ infarto). Dessas doengas, o infarto ¢
responsavel por aproximadamente 6 milhdes de mortes por ano, no mundo, ¢ as doencas

arteriais coronarianas sao responsaveis por mais de 7 milhdes de mortes por ano no mundo.

No Brasil, um relatério também da Organizagdo Mundial de Saude do ano de 2002
relatou que algumas doengas cardiovasculares estdo na lista das 10 maiores causas de morte
em todas as idades. Dentre as doengas cardiovasculares, a doenga cardiaca isquémica destaca-
se sendo responsavel por 11% das mortes; a doenca hipertensiva cardiaca figura no oitavo
lugar, sendo responsavel por 3% das mortes e as doencas inflamatorias cardiacas no décimo

lugar causando 2% das mortes (World Health Organization).
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No Rio Grande do Sul, dados do Ministério da Saude indicam que cardiopatias em
geral sdo responsaveis por 5,6% das mortes anuais; dessas cardiopatias, as doencas isquémicas
sdo responsaveis por 3,13% das mortes e a aterosclerose por 0,25%. Para Porto Alegre, o
Ministério da Satde relata que as cardiopatias em geral sdo responsaveis por 4,54% das

mortes, onde as doengas isquémicas causam 3,03% das mortes e a aterosclerose 0,14% (SIM).

Mais de 300 fatores de risco t€ém sido associados a Doenga Arterial Coronariana
(DAC) e ao Infarto. Os fatores de risco podem ser divididos em fatores modificaveis e nao
modificaveis. Fatores de risco ndo modificaveis sdo aqueles que ndo podem ser controlados,
como idade avancada, historia familiar de doengas cardiovasculares, género e etnia. Os fatores
de risco ditos modificaveis, ao contrario, sdo aqueles que podem ser prevenidos, tratados e
controlados. Os principais fatores de risco modificaveis sdo: hipertensdo, niveis anormais de
lipidios sangiiineos, tabagismo, sedentarismo, obesidade, dietas ndo saudaveis e Diabetes
Mellitus. Nos paises em desenvolvimento, considerados de baixa mortalidade devido a
cardiopatias, onde se enquadra o Brasil, os fatores de risco modificaveis prevalentes sao

hipertensao e tabagismo (World Health Organization, 2002 3).

A DAC ¢ uma doenca complexa e multifatorial. Fatores genéticos e condicdes
ambientais s3o componentes etiologicos inter-relacionados nessa doenga. Como citado
anteriormente, existem diversos fatores ambientais que influenciam a suscetibilidade e génese
da doencga. Fatores genéticos estdo sendo estudados e muitos descobertos recentemente estao
envolvidos na génese da doenca. Alguns desses fatores interagem com os fatores ambientais.
Muitos estudos tém demonstrado a importancia de variantes genéticas como fatores de

suscetibilidade para aterosclerose: polimorfismos em genes que codificam proteinas
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envolvidas na regulacdo do metabolismo de lipidios, proteolise, ou at¢ mesmo no controle da
ativacdo neurohormonal tém sido associados a um aumento no risco de desenvolvimento de
aterosclerose (Lamblin et al. 2001; Latkovskis et al. 2004). Diferencgas individuais nos fatores
de risco a doenca aterogénica coronariana parecem refletir as interagdes entre a genética do
individuo e o ambiente, ja que esses chamados genes de suscetibilidade atuam como
modificadores em resposta a fatores exdgenos (Zerba et al. 1993; Nanni et al. 2006). Como
resultado, uma mutagdo pode ter um efeito modesto (ou nenhum efeito) em individuos com
poucos estimulos ambientais adversos, mas um grande efeito naqueles expostos a muitos
estimulos ambientais adversos. Por outro lado, fatores ambientais podem favorecer a
expressdo desses genes de suscetibilidade (Nanni et al. 2006). Tais diferengas também podem
estar relacionadas ao sexo e a idade do paciente, caracteristicas que possuem um conjunto
especifico de genes ativos que pode estar relacionado a um aumento no risco de

desenvolvimento da DAC (Friedlander et al. 1997).

O melhor entendimento das interagdes entre genes e ambiente, em relagdo ao
desenvolvimento de DAC podera levar a compreensao de por que os fatores de risco classicos
(como tabagismo, sedentarismo e dieta) ainda sdo imprecisos para determinar riscos
individuais. Os fatores genéticos podem influenciar ndo apenas fungdes fisiologicas em um
determinado momento, mas também as taxas de alteracdes destes fatores fisioldgicos ao longo
de um periodo de tempo, o que, por sua vez, pode influenciar no desenvolvimento da doenga.
Os problemas de se relacionar a genética a doencas complexas ¢ que mutagdes raras com
grandes efeitos podem ser desastrosas para o individuo, mas possuem pequeno impacto

populacional, enquanto variantes polimorficas comuns com pequenos efeitos resultam em
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doengas comuns e possuem um grande impacto populacional (Evans et al. 2003). Assim, é
interessante tanto a andlise dos haplotipos referentes a polimorfismos existentes em um Unico
gene e que aumentam o risco de desenvolvimento da doenga quanto a andlise de
polimorfismos em diversos genes potencialmente associados a esta doenga (Hirschhorn et al.
2002). A identificagdo de marcadores genéticos para a predisposi¢ao e desenvolvimento de
DAC pode melhorar o entendimento da patofisiologia da doenga bem como pode levar ao
desenvolvimento de agentes terapéuticos a serem utilizados na prevengdo e tratamento desta
condi¢ao (Hauser et al. 2004). Além disso, a combina¢ao de diferentes variantes polimorficas
pode fazer com que seja possivel definir grupos de pacientes de acordo com sua
suscetibilidade aos diferentes processos relacionados a aterogénese, permitindo uma melhor

estimativa do risco de desenvolvimento dos mesmos (Lamblin et al. 2001).

De forma bastante sucinta, a DAC ¢ caracterizada por uma obstrugdo progressiva das
artérias coronarias que tem por conseqiiéncia diferentes graus de mé oxigenagao do miocardio.
Ela manifesta-se habitualmente pela angina do peito e infarto do miocardio. A causa mais
comum de DAC ¢ a aterosclerose. De forma mais sucinta ainda, a aterosclerose € caracterizada

pelo deposito de gorduras sob a forma de colesterol, além de calcio e fibrina na camada

interna  das  artérias  (http://prevencao.cardiol.br/dicionario/default.asp). A  seguir

apresentaremos alguns aspectos importantes da patofisiologia da DAC.
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1.2 - A DOENCA ATEROGENICA CORONARIANA COMO UM PROBLEMA

ENDOTELIAL

O endotélio do vaso funciona harmonicamente com o sangue e€ com o tecido

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

A agressao do endotélio por agentes nocivos de quaisquer espécies implica distarbio do
endotélio e dos outros componentes da intima seguido de reagdes complexas entre todos estes
elementos. A lesdo ¢ reparada integralmente ou deixa cicatrizes que, posteriormente, poderao

conturbar a funcionalidade do vaso.

A Doenga Aterogénica Coronariana envolve o acumulo de placas de gordura nas
paredes do endotélio, nas artérias do organismo. O processo inicial da DAC ¢ dito
aterosclerose (Fig 1). A aterosclerose agride essencialmente a camada intima da artéria e tem
como lesdo caracteristica a placa aterosclerotica, uma placa esbranquigada e fibrosa que
interfere na luz do vaso (Fig 2). Essa placa € coberta por fibras e consiste em varias camadas
de células achatadas embebidas numa matriz extracelular de tecido conjuntivo denso ao lado
de laminulas de material amorfo, proteoglicanos, fibras colagenas e células musculares lisas.
No interior da "placa", abaixo da capa fibrosa, hda um actimulo de "células espumosas",
integras ou nao, e de tecido conjuntivo (Fig 2). As "células espumosas" sdao derivadas dos
macréfagos que englobaram goticulas de gordura, principalmente sob a forma de colesterol
livre e esterificado. Este colesterol ¢ derivado do sangue e ndo produzido localmente. No

centro da placa fibrosa ha uma area de tecido necrético, fragmentos celulares, cristais de
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colesterol extracelular e de calcio (fig 3) (SBACV-RJ - Sociedade Brasileira de Cirurgia

Vascular).

A patogénese das doencas vasculares reflete uma interacdo complexa de varios
mecanismos, como a progressdo das placas, a ruptura das mesmas, assim como o
remodelamento da matriz extracelular ou até mesmo trombose (Lamblin et al. 2001). Apesar
de ja serem conhecidos muitos fatores ambientais que influenciam o desenvolvimento da
doenga aterogénica coronariana, componentes herdados também ja sdo reconhecidos ha certo
tempo. Os exemplos mais recentes sdo os genes de lipoproteina e apolipoproteina E e suas

variantes (Friedlander et al. 1997; Evans et al. 2003).

Adesio
leucocitaria

Permeabilidade Migragao Adesdo
endotelial leucocitaria endotelial

Figura 1: ModificacGes endoteliais que antecedem a formacéo da placa
aterosclerdtica. Tais modificagdes incluem a expressao de moléculas
inflamatorias, aumento da permeabilidade do endotélio, bem como
migracdo e adesao leucocitaria. (Modificada a partir de Ross et al, 1999.).
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Migragéo de N Ativagdo de Adesdo e Adesio e entrada
¢élulas musculares Formagdode  ¢jyjas T agregacdo de de leucécitos

células plaquetas
e - espumosas R .

Figura 2: Formagcdo da placa aterosclerotica. Nesse momento hé agregacéo
de lipidios, células espumosas, células musculares, linfécitos T e plaquetas.
(Modificada a partir de Ross et al, 1999.)

Actmulo de Formagao da placa Formagao da capa fibrosa
macrofagos necrotico

Figura 3: Representacdo de uma lesdo aterosclerética ja em estado avangado,
possuindo nucleo necrdtico e capa fibrosa que cobre a placa. (Modificada a
partir de Ross et al, 1999.).



1.3 DOENCA ATEROGENICA CORONARIANA E INFLAMACAO

A aterosclerose ¢ considerada uma doenga inflamatoria cronica da parede do vaso.
Esse conceito surgiu na metade dos anos 80, quando comegou a se observar um nimero
consideravel de sinais inflamatérios e células do sistema imune nos locais de lesoes
aterosclerdticas (revisado por Sheikini & Hansson, 2004). Além dos fatores de risco
tradicionais, estresse oxidativo e a inflamagdo sdo agora considerados como importantes no
desenvolvimento de DAC (Kotur-Stevuljevi et al. 2007).

Os processos inflamatdrios e a oxidagao lipidica sdo eventos cooperantes amplamente
envolvidos no desenvolvimento da doenca aterogénica, principalmente durante os estagios
iniciais, quando ha o recrutamento e migragao transendotelial de células inflamatorias (Price et
al. 1999; Blankenberg et al. 2003; Kutuk et al. 2003). Acredita-se que a oxidacdo lipidica e a
simultanea liberacdo de mediadores inflamatorios derivados de macrofagos potencializem a
progressdo da lesdo (Kotur-Stevuljevi et al. 2007). Ja é sabido que o estresse oxidativo
aumenta a producdo de Interleucina 6 (IL-6) o que apoéia a idéia de interagdo entre estresse
oxidativo e inflamagao, ambos os processos trabalhando juntos durante o desenvolvimento da
lesdo aterosclerdtica (Khaw et al. 1995). Ainda na diregdo de uma grande importancia da
inflamagdo na aterosclerose, estudos demonstram, também, que a liberagcdo de mediadores
inflamat6rios no miocardio infartado induz um aumento da permeabilidade vascular causando
um extravasamento de plaquetas e proteinas oriundas do plasma na area infartada
(Frangogiannis, 2006). Além disso, ¢ sugerido que variantes genéticas de fatores envolvidos
em rotas inflamatorias podem afetar a suscetibilidade a doenca (Latkovskis et al. 2004). A

aterosclerose ¢ caracterizada pelo acumulo progressivo de lipidios e de células como
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macrofagos e linfocitos, bem como de proteinas da matriz extracelular na parede dos vasos
(Fig 2) (Ross et al. 1999, Lamblin et al. 2001). Acredita-se que um estresse laminar
hemodinamico seja responsavel por ativar determinados genes codificantes de moléculas
caracteristicamente inflamatorias (Elrayess et al. 2003). Assim, anormalidades do fluxo
sangiiineo e o excesso de lipidios circulantes sob a forma de colesterol gerariam um estresse
na parede do vaso o que desencadearia a expressao de quimiocinas e estimulos inflamatorios
localmente, direcionando as células do sistema imune a migrarem para a regido da lesdo (Lip
& Blann, 2004). As células inflamatorias sdo tidas como chave em varios processos da
aterosclerose, tais como progressdo e ruptura da placa (Ross et al. 1999, Lamblin et al. 2001).
Evidéncias sugerem uma forte ligacdo entre aterogénese e trombogénese (Lip & Blann, 2004).
A adesdo de células circulantes a superficie da artéria estd entre os primeiros eventos
detectaveis durante a aterogénese (Fig 1) (Listi et al. 2004). O recrutamento e extravasamento
dos leucécitos sao mediados por moléculas de adesdo celular e citocinas, que sdo expressas
pelo endotélio e pelos leucocitos circulantes em resposta a diversos estimulos inflamatorios
(Blankenberg et al. 2003; Springer et al. 1990). As moléculas de adesdo sdo expressas na
superficie das células e medeiam a adesdo das mesmas a outras células ou a matriz
extracelular. Deste modo, tais proteinas desempenham um papel crucial na interface de
atuacdo da célula e seu ambiente. Alteragdes na expressao de tais moléculas podem, portanto,
estar envolvidas com alteracdes do risco de desenvolvimento da doenga, interferindo no
desenvolvimento clinico da mesma.

Além disso, apesar dos mecanismos de resposta inflamatoria vascular a aterogénese
nao serem ainda bem conhecidos e continuarem sendo objetivo de muitos estudos, ¢ sabido

que diversas citocinas pro-inflamatdrias estdo implicadas nesse processo, apesar de pouco
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conhecer-se sobre as funcdes especificas das citocinas pro e antiinflamatérias neste processo
(Turner et al. 1997; Lamblin et al. 2001). Estudos demonstram que niveis elevados de
marcadores inflamatorios, tais como Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 1 (IL-1), proteina C
reativa ¢ moléculas de adesdo, podem ser utilizados como marcadores de risco para futuro
desenvolvimento de DAC (revisado por Libby et al. 2002). Assim, alteragdes na expressao de
tais moléculas podem estar ligadas ao risco de desenvolvimento de DAC. Deste modo,
processos inflamatorios ndo s6 potencialmente promovem o inicio e desenvolvimento do

ateroma, como também contribuem decisivamente para as complicagdes trombdticas.

14 MOLECULAS DE ADESAO E DOENCA ATEROGENICA

CORONARIANA

Moléculas de adesdo celular sdo proteinas de superficie envolvidas na modulagao da
comunicagdo intercelular entre uma grande variedade de tipos celulares (Kacimi et al. 1998).
Existem quatro principais familias de moléculas de adesao: moléculas do tipo imunoglobulina,
do tipo integrina, do tipo selectina e as moléculas do tipo caderinas, todas participam de
processos vitais como embriogénese, diferenciacdo e crescimento celular. Elas também
desempenham papel ativo no processo inflamatério além de estarem envolvidas no
desenvolvimento de doengas coronarianas arteriais (Mulvihill et al. 2002). A expressdo de
moléculas de adesdo por células do miocardio ¢ regulada positivamente por estados
inflamatdrios como isquemia e miocardite. Uma expressdo elevada de moléculas de adesdo

promove infiltragdo leucocitaria no tecido; esses leucocitos infiltrados liberam citocinas que
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vao ativar ainda mais a expressdo das moléculas de adesdo que vao entdo promover a
transmigracdo leucocitaria (Kacimi et al. 1998). As moléculas intracelulares de adesdo
(ICAMs), as moléculas de adesdo vascular (VCAMs), as moléculas de adesdo celular
endotelial plaquetaria (PECAMs) e as integrinas sdo responsaveis pelo forte ancoramento de
leucocitos as paredes do vaso (Blankenberg et al. 2003). As selectinas, localizadas na
superficie dos leucdcitos e das células endoteliais, possibilitam que os leucocitos sofram
ades@o e rolem ao longo do limen do vaso. (Ross et al. 1999). Por serem moléculas
caracteristicas de resposta inflamatoria, as moléculas de adesdo tém papel importante no
mecanismo de desenvolvimento da aterosclerose.

A molécula de adesdo celular endotelial plaquetaria 1 (PECAM-1 ou CD31) é um
membro da familia das imunoglobulinas e ¢ expressa em leucocitos, plaquetas e células
endoteliais (Elrayess et al. 2005). A molécula PECAM-1 esta envolvida na manutengdo da
integridade endotelial e no extravasamento de células do compartimento sangiiineo para a luz
de veias, artérias e tecidos adjacentes (Behar et al. 1996; Blankenberg et al. 2003; Listi et al.
2004). A PECAM-1 possui um papel importante na adesdao de leucocitos por modular a
afinidade por integrinas na sua migra¢ao transendotelial (Elrayess et al. 2005). Acredita-se que
a PECAM-1 possui importante papel no desenvolvimento da doenca aterogénica coronariana
devido ao nivel aumentado da forma soltvel da molécula encontrado em individuos com
infarto do miocardio (Listi et al. 2004). Além do seu envolvimento nos mecanismos de adesao
vascular, existem crescentes evidéncias de que ela também esteja envolvida na transdugdo de
sinais que suprimem a apoptose via inibi¢cao da liberagdo do citocromo C pela mitocondria

apos exposicdo a estimulos citotoxicos (Newman et al. 2003; Elrayess et al. 2005).
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A Molécula de Adesdao Intercelular 1 (ICAM-1 ou CD54) ¢ outro membro da
superfamilia das imunoglobulinas que ¢ ativado por citocinas e que se liga a integrinas de
leucécitos do tipo B2 e ao antigeno de macrofago 1 (MAC1) (Springer et al. 1994 apud
Gaetani et al. 2002; McGlinchey et al. 2004). Esta molécula de adesdo pertence a uma
subfamilia que contém mais quatro membros (ICAM-2, ICAM-3, ICAM-4, ICAM-5), que sao
receptores glicoprotéicos de membrana que contém um numero varidvel de dominios
extracelulares do tipo imunoglobulina e que participam dos mecanismos de adesdo. Esta
molécula € expressa constitutivamente por diversas células do organismo em um nivel basal e
sua expressdo pode ser regulada positivamente por citocinas pré-inflamatdrias secretadas por
leucocitos e células endoteliais. As formas soluveis surgem a partir da clivagem dos sitios
transmembrana dessas moléculas e o nivel sérico das formas soluveis varia entre homens e
mulheres adultos, provavelmente devido a a¢do de hormonios esterdides (Blankenberg et al,
2003; Ponthieux et al. 2003). A interacdo de ICAM-1 com as integrinas dos leucdcitos
circulantes possui importante papel no trafico leucocitario € no inicio de respostas imunes
antigeno-especificas. Embora ICAM-1 seja constitutivamente expressa por algumas células do
organismo, sua expressdo ¢ prontamente induzida por estimulos inflamatorios (Kacimi et al.
1998). Foi reportado um aumento no nivel de ICAM-1 soluvel em individuos com doenca
oclusiva arterial periférica, doenga arterial coronariana e aterosclerose da cardtida (Gaetani et
al. 2002). Estudos utilizando homens e mulheres saudaveis (ou assintomaticos) demonstraram
que o nivel sérico elevado de ICAM-1 soluvel é um fator de risco para futuros problemas
cardiovasculares (Hwang et al. 1997; Mulvihill et al. 2002).

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

PECAM) nas placas ateroscleréticas (Davies et al. 1993, DeGraba et al. 1998). Modelos
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animais de aterogé€nese demonstraram que os sinais inflamatdrios progridem paralelamente ao
acumulo de lipidios no endotélio da parede vascular. Normalmente, no endotélio saudavel nao
ocorre adesdo de leucocitos, mas logo no inicio da dieta aterogénica, placas de células
endoteliais dos vasos passam a expressar moléculas de adesdo que irdo mediar a ligagdo de
leucécitos a estes locais (Libby et al. 2002). O papel critico das moléculas de adesdo no
processo aterogénico ¢ demonstrado em trabalhos que utilizam camundongos deficientes em
moléculas de adesao, onde estes desenvolvem menos placas ateroscleroticas que camundongos
do tipo selvagem (Nageh et al. 1997). Em particular, moléculas de ICAM-1 ligam mondcitos e
linfocitos T as placas de gordura formadas no inicio da aterogénese (ateroma inicial) (Libby et
al. 2002). Concomitantemente, a expressdo da Molécula de Adesdo Vascular (VCAM-1) ¢
aumentada nesses ateromas iniciais (Li et al. 1993). A molécula de adesdo vascular ¢ celular é
uma molécula de adesdao do tipo imunoglobulina que ¢ expressa em endotélios ativados
estando envolvida nos mecanismos de rolamento e adesdo ao endotélio. Apesar de ser
estruturalmente semelhante 8 ICAM-1 e a outras moléculas de adesdo, VCAM-1 possui um
mecanismo de regulacdo Unico. Sua expressdo ndo € constitutiva, sendo ativada rapidamente
sob condigdes pro-ateroscleroticas. Estudos realizados com camundongos geneticamente
modificados para expressar moléculas de VCAM-1 defectivas demonstraram que os mesmos
apresentaram uma interrup¢do na progressdo da lesdo aterosclerdtica (Cybulsky et al. 2001).
Acredita-se que, a partir do momento em que ocorre o acimulo de lipidios nas paredes das
artérias ha uma redugdo do fluxo sanguineo naquela regido (Topper et al. 1996 apud Libby et
al. 2002). Essa reducdo geraria um estresse que poderia reduzir, ou inibir a produgido de
moléculas com fun¢do antiinflamatdria como, por exemplo, 6xido nitrico endotelial. O 6xido

nitrico endotelial ¢ um vasodilatador endogeno que também tem como funcdo limitar a
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expressdo de VCAM-1 (De Caterina et al. 1995 apud Libby et al. 2002). Além de reduzir a
producao de moléculas protetivas, o reduzido fluxo sanguineo pode aumentar a expressao de
moléculas de adesdo celular (por exemplo, de ICAM-1). Uma vez aderidos a parede arterial,
os leucocitos perpetuam a resposta inflamatoria, ativando uma série de outros fatores como
MCP-1 (monocyte chemoatractant protein-1), interferon-gama ¢ fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) que resultam na formagao de uma densa matriz extracelular caracteristica das lesdes

ateroscleréticas mais avangadas.

1.41 POLIMORFISMOS EM MOLECULAS DE ADESAO E DOENCA

ATEROGENICA CORONARIANA

Diversos polimorfismos nos genes que codificam moléculas de adesdao tém sido
descritos, e alguns contribuem para a variabilidade relacionada ao risco e desenvolvimento de
doengas inflamatdrias, como a doenga aterogénica coronariana (Andreotti et al. 2002;

Blankenberg et al. 2003; Listi et al. 2004).

1.4.1.1 POLIMORFISMOS NO GENE DE ICAM-1

A ICAM-1 possui cinco dominios extracelulares do tipo imunoglobulina. Vora et al.
(1994) encontraram trés polimorfismos com altera¢do de um tnico nucleotideo (SNPs - single
nucleotide polymorphism, polimorfismos de um tnico nucleotideo) nos éxons do gene de

ICAM-1: o primeiro — G241R — ¢ uma substituicdo de um G -> A no c6édon 241 do éxon 4 o
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que resulta na troca de uma glicina por uma arginina no dominio tipo imunoglobulina 3. Outro
— 1548A/G (também conhecido como K469E) — ¢ uma substituicdo A -> G na posicao 1548,
codon 469, do éxon 6, que leva a troca de uma lisina por uma glutamina no dominio do tipo
imunoglobulina 5; e existe ainda uma substitui¢do silenciosa de A-G na posicdo 1281
(McGlinchey et al. 2004). A tabela 1 apresenta as freqiiéncias dos alelos A e G do
polimorfismo 1548A/G em diferentes populagdes humanas. Iwao et al. (2001) descreveram
outros polimorfismos no gene de ICAM-1, o primeiro ¢ uma substituicio de G -> A na
posicdo 1838 da regido ndo codificante 3’UTR; o segundo ¢ uma substituicdo G -> A na
posicao 1715 que causa uma mudanga de aminoéacido, de alanina para treonina no cédon 496
(A496T), o qual se localiza no dominio transmembrana de ICAM-1 (McGlinchey et al. 2004).
Apesar do dominio do tipo imunoglobulina 1 ser o ponto de ligacdo com o antigeno do
linfocito LFA-1 (function-associated antigen-1) e do terceiro dominio do tipo imunoglobulina
mediar a ligagdo com MAC-1 o estudo do polimorfismo 1548A/G (ou K469E) ¢ importante,
pois os dominios 3 a 5 afetam a acessibilidade ao dominio 1 durante ligagdo com LFA-1
(Staunton et al. 1988 apud McGlinchey et al. 2004 e Diamond et al, 1990). Além disso, o
dominio 5 de ICAM-1 tem sido sugerido como epitopo imunodominante da molécula (Molgg
et al. 1991 apud McGlinchey et al. 2004). O polimorfismo 1548A/G de ICAM-1 tem sido
estudado também em diabete melitus (Nejentsev et al. 2000 apud McGlinchey et al. 2004),
esclerose multipla (Mycko et al. 1998 apud McGlinchey et al. 2004) ¢ derrame (Pola et al.

2003).
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1.4.1.2 POLIMORFISMOS NO GENE DE PECAM-1

Viarios polimorfismos em diferentes regides do gene de PECAM-1 ja foram
identificados e muitos deles tém sido associados a doenga aterogénica coronariana (Elrayess et
al. 2005). Alguns SNPs tém sido descritos para PECAM-1 em dominios funcionalmente
importantes (Behar et al. 1996). Sdo exemplos os polimorfismos 373C/G (ou 125L/V) no éxon
3, 1688G/A (ou 563S/N) no éxon 8 ¢ 670R/G no éxon 12 que estdo em forte desequilibrio de
ligagdo. A tabela 1 apresenta as freqiiéncias alélicas do polimorfismo 373C/G em diferentes
populacdes humanas. Foi demonstrado que o alelo G do polimorfismo 373C/G esta associado
a um aumento no risco de desenvolvimento de doenga aterogénica coronariana, enquanto o
alelo C esta associado a um aumento no risco de infarto do miocardio (Andreotti et al. 2002,
Listi et al. 2004 Elrayess et al. 2005). Estudos realizados em culturas de células endoteliais de
corddo umbilical humano demonstraram que, quando submetidas a estresse laminar, havia
uma regulacdo positiva transiente de varios genes, inclusive do gene que codifica o fator de
crescimento derivado de plaquetas B e do gene de ICAM-1. Estes estudos identificaram
elementos de resposta ao estresse laminar (SSRE - shear stress response elements) nos
promotores desses genes. No gene de PECAM-1 foram encontrados trés desses sitios na regiao
promotora e na regido 5’UTR sugerindo que a expressao desta molécula de adesdo possa ser
regulada por estresse laminar. Estudos recentes identificaram um novo polimorfismo no gene
de PECAM-1 localizado em um desses SSREs, na regiao 5’UTR. Segundo o estudo o
polimorfismo 53G/A geraria uma disrup¢ao do SSRE resultando numa auséncia de resposta ao
estresse laminar e, conseqiientemente, reducdo na expressdo de PECAM-1. Desse modo, o

alelo A alteraria a afinidade de ligacdo da SSRE aos elementos sinalizadores de estresse
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laminar, resultando numa resposta reduzida a esse estresse e na expressio de PECAM-1
(Elrayess et al. 2003).
A tabela 2 apresenta referéncias de trabalhos que encontraram associagdo entre

doengas e os polimorfismos de interesse neste trabalho.

Tabela 1: Freqiiéncias alélicas dos polimorfismos de interesse em diferentes populacdes humanas.

SNP Frequéncia alélica Referéncia
PECAM-I (53G/A) Alelo G Alelo A *
PECAM-I (373C/G) Alelo C Alelo G
indios Asiaticos ' 0.664 0.336 Fang L et al 2005;
Euro descendentes ' 0.530 0.470 Listi F et al 2004
Reino Unido 0.510 0.490 R. A. Gbadegesin et al 2002
ICAM-1 (1548A/G) Alelo E (A) Alelo K (G)
Euro-descendentes | 0.45 0.55 E. Gaetani et al 2002
Coreanos  0.28 0.72 Lee E B et al 2003
Japoneses | 0.61 0.39 Yamashita et al 2005
Roma [ 0.45 0.55 Gaetani et al 2002
Finlandeses ' 0.49 0.51 Nejentsev et al 2000

* Nao ha na literatura descri¢do de freqiiéncias alélicas deste polimorfismo em populacao de individuos
nao acometidos por DAC.

Tabela 2: Associagdo de outras doencas com os polimorfismos de interesse nesse trabalho.

Polimorfismo Doenga/alelo associado Referéncia
PECAM-I 53G/A Alelo G Alelo A *
PECAM-I1 373C/G Alelo C Alelo G
CAD

Fang L et al 2005; Wei et al
2004; Song FC et al 2003
Malaria Cerebral Kikuchi et al ; 2001.

ICAM-1 4693/G Alelo A Alelo G
Esclerose Multipla Nejentsev S et al 2003
Retinopatia Kamiuchi K et al 2002
Diabética
Alzheimer Pola R et al 2003
Doenga Inflamatoria Mutsuzawa et al 2003
Intestinal

* Nao ha estudos na literatura associando qualquer dos alelos a alguma doenga.
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Com base nas informacdes apresentadas, foram escolhidos para estudo os
polimorfismos 1548A/G do gene de ICAM-I; 373C/G e 53G/A do gene de PECAM-I devido
ao envolvimento de moléculas de adesd@o em processos inflamatorios e na DAC, como relatado
anteriormente. A seguir, serdo apresentados os dados de freqii€ncias alélicas e genotipicas dos
polimorfismos citados, em individuos com DAC, da cidade de Porto Alegre, Rio Grande do

Sul, Brasil.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are responsible for a large number of deaths in the world, with
coronary artery disease (CAD) being responsible for approximately 7 million deaths per year.
During arterial damage, injury development and progression of the lesion, several cytokines as
well as other proteins are produced by the immune system, leading to increased subendothelial
permeability, cellular adhesion and leukocyte migration. Among those proteins are the
intercellular adhesion molecule-type I (ICAM-I, or CD54) and the platelet/endothelial cell
adhesion molecule-1 (PECAM —I, or CD31). These molecules are constitutively expressed by
different cell types, and are involved in endothelial integrity and cell migration, as well as
immune-mediated and inflammatory processes. The main objective of the present work was to
determine the genotypic and allelic frequencies of three polymorphic variants in those
adhesion molecule genes in Euro-descendant patients with CAD from Porto Alegre/RS,
Brazil. We also intended to investigate whether such polymorphisms are associated with the
development of CAD, and to analyze the relationship between the genotypes and clinical
features. Analysis stratifying the patients group in CAD+ (individuals who have a level of
artery obstruction equal or higher than 60%) and CAD- (individuals who have less than 60%
of the artery blocked) were also performed. Genotyping was performed by PCR-RFLP
followed by electrophoresis. A significant higher frequency of CC PECAM-I 373C/G
genotype was observed in CAD patients as compared to non affected individuals, suggesting
an association between this genotype and CAD susceptibility. The genotypic and allelic
frequencies of PECAM-I 53G/A and ICAM-I 1548A/G polymorphism did not differ

statistically between CAD patients and non affected individuals.
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INTRODUCTION:

Cardiovascular diseases are responsible for a large number of deaths in the world,
being coronary artery disease (CAD) responsible for approximately 7 million deaths per year.
According to the World Health Organization report from 2002, 271,828 people died due to
some kind of cardiovascular disease (ischaemic, inflammatory or hypertensive heart diseases)
during that year in Brazil. In Rio Grande do Sul, the southern most state of Brazil, CAD
accounts for nearly 5.6% of total deaths, while in Porto Alegre, the state capital, this number is
4.5% (24).

Coronary artery disease is a complex disorder that has genetic and environmental
influences. It is characterized by the progressive obstruction of the coronary artery, which
impairs myocardium oxygenation in varying degrees. Usually, CAD is manifested as angina
and stroke, and it is commonly caused by atherosclerosis.

Atherosclerosis is characterized by the accumulation of calcium, cholesterol and fibrin
in the artery walls. Such cholesterol accumulation, along with other circulating fats, leads to a
laminar stress in the artery wall, which in turn results in impaired blood flow leading to the
establishment of a small lesion. All these events trigger the recruitment of different cells of the
immune system, which migrate to the site of injury in order to repair the lesion. This repair
process includes the transmigration of immune cells to the sub endothelial space, originating
an atherosclerotic plaque, which is responsible for obstructing the artery. In some cases, this
plaque can be disrupted and lead to thrombosis events.

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

cytokines that lead to increased subendothelial permeability, leukocyte migration and cellular
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adhesion. Among those proteins are the intercellular adhesion molecule-type 1 (ICAM-I, or
CD54) and the platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM —I, or CD31). Several
works have showed the importance of different genetic variants in various genes as
susceptibility factors to CAD development. Polymorphisms in genes involved in fat
metabolism, thrombosis, proteolysis and even neurohormonal control have been associated
with a high risk to CAD development (14; 15). The identification of genetic markers of
predisposition and development of CAD could lead to a better understanding of the
pathophysiology of the disease, which in turn could lead to the development of therapeutic
agents/strategies to prevent and/or treat this disorder (11).

As leukocyte adhesion to the artery walls is an important step in CAD development we
target our analysis in two adhesion molecules (PECAM-I and ICAM-I).The platelet
endothelial cell adhesion molecule-1 is a member of the immunoglobulin family expressed by
leucocytes and endothelial cells (5). It is involved in endothelial integrity and in cellular
transmigration from the blood flow to the subendothelial space of arteries and veins, and there
to adjacent tissues (3; 16; 2). PECAM-I has an important role in cellular adhesion, as it
modulates the endothelial cell affinity for another class of adhesion molecules, the integrins
(5). High levels of soluble PECAM-I have been found in patients with myocardial infarction
(23; 6; reviewed in 5). In the present work, we have analyzed 2 polymorphisms in the
PECAM-I gene: PECAM-I 53 G/A and PECAM-I 373 G/C. PECAM-I 53 G/Aisa G to A
substitution in a Shear Stress Response Element (SSRE), located at the 3'UTR region of the
gene. The variant allele A leads to a disruption in this SSRE, causing the defective of

PECAM-I gene activation during shear stress stimuli. (7). PECAM-I 373 G/C is a C to G
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substitution in exon 3 at codon 125 altering a leucine to a valine. Exon 3 codes for the first
immunoglobulin domain of PECAM 1. (7; 6; 5, 16)

The intercellular adhesion molecule-type I is also a member of the immunoglobulin
family, this molecule is activated by cytokines and is constitutively expressed by different
cells in the organism (14; 27 apud 9). ICAM-I can be positively regulated by pro-
inflammatory cytokines secreted by endothelial cells and leucocytes (3; 20). High levels of
soluble ICAM-I have been reported in individuals with occlusive arterial disease, CAD and
atherosclerosis (9). Those elevated levels have been considered as a risk factor for future
cardiovascular problems (12; 18). The polymorphisms analyzed in the present work was
ICAM-I -1548 A/G, an A to G substitution in the 1548 position of codon 469 in exon 6, which
leads to a glutamine to lysine substitution in the protein. Exon 6 codes for the fifth
immunoglobulin domain of ICAM-I. (17).

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

The main objective of the present work was to determine genotypic and allelic
frequencies of three polymorphisms in adhesion molecule genes in patients with CAD from
Porto Alegre/RS, Brazil. We also intend to investigate whether such polymorphisms are
associated with the development of CAD, as well as analyze the relationship between the

genotypes found and clinical features of the patients.
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METHODS & RESULTS

PATIENTS AND CONTROLS

We investigated CAD patients from Hospital de Clinicas de Porto Alegre who
underwent coronary angiography to confirm the disease. A DNA bank of patients was
previously established (22). This DNA bank is constituted by Euro-descendants individuals, as
ascertained by morphological characteristics, living in Porto Alegre (the capital of the
southernmost state of Brazil) whose age ranges from 31 to 84 years (mean=60, 2 years, SD=+
11, 08). The demographic and clinical data are presented in table 1 according to the number of
genotyped samples for each polymorphism.

Healthy control individuals are Euro-descendants individuals from Porto Alegre and
Campo Bom from a previously established DNA bank Their ages ranged from 40 to 83 years
(mean = 56.6 years, SD = +£10.33). None of them was affected by cardiopathies neither had

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

GENOTYPING

PECAM I

PECAM-I 53 G/A and PECAM-I 373 C/G genotyping were performed by PCR-RFLP
using specific primers as previously described (6; 8). PCR samples were prepared to a final
volume of 25 pl as follows: 1 pl of DNA (0.2-0.5 pg); 2.5 ul of 10X PCR buffer [200 mM
Tris—HCI (pH 8.4), 500 mM KCIJ; 1 ul of 50 mM MgCI2; 1 pl of 3 mM dNTP mix; 1 ul of 10
pmol primer mix; and 1U of Taqg DNA polymerase (CenBiot, UFRGS). PECAM-I 53 G/A

PCR reactions underwent 1 cycle at 96°C for 1 min, 40 cycles at 96°C, 1 min for denaturation,
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60°C , 1 min for annealing, 72 °C, 1 min for extension and a final cycle at 72°C, 5 min for
final extension. The resulting 317 bp fragment was digested with SU of the enzyme Bsa I for
4hr at 50°C, producing 115 bp and 202bp fragments (wild type allele), or a single non-
digested 317 bp fragment (variant allele). The fragments were visualized by electrophoresis on
3% agarose gel stained with ethidium bromide. Figure 1 shows the fragments resulting from a
typical enzyme digestion reaction.

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

ICAM 1548A/G

ICAM I A/G genotyping was also performed by PCR-RFLP. The PCR was performed
using primers previously described by McGlinchey (17). PCR samples were prepared to a
final volume of 25 pl as follows: 1 pul of DNA (0.2-0.5 pg); 2.5 ul of 10X PCR buffer [200
mM Tris—HCI (pH 8.4), 500 mM KCIl]J; 1 pl of 50 mM MgCl12; 1 pl of 3 mM dNTP mix; 1 pl
of 10 pmol primer mix; and 1U of Taqg DNA polymerase (CenBiot, UFRGS). The PCR
reactions mixtures underwent 1 cycle at 96°C for 1 min, 30 cycles at 96°C, 20 seconds for
denaturation, 64°C , 50 seconds for annealing and 72 °C, 1 min for extension. The resulting
223 pb fragment was digested with SU of the enzyme BstU I for 4hr at 60°C, producing 136pb

and 87pb fragments, or a single non- digested 223 pb fragment (A allele). The fragments were
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visualized in a 3% agarose gel stained with ethidium bromide. Figure 3 shows an individual
sample submitted to restriction enzyme cleavage agarose gel.

RESULTS

Clinical features and demographic parameters of both patients and control groups are
presented on Table 1. Table 2 shows the allelic and genotypic frequencies for the polymorphic
systems studied.

The statistical analysis show that the differences in genotypic frequencies between the
patients and control groups are significant for the PECAM-I 373C/G polymorphism (p<0.001).
Thus it is possible to observe a higher frequency of the CC genotype in the patients group. The
residual analysis showed that the difference in genotypic frequency of CC genotype among
patients and controls is statistically significant (p<0.001) supporting the hypothesis that the
CC genotype is the risk genotype. Subsequent to the residual analysis, a logistic regression
analysis was carried out. This analysis demonstrated that the association found between the
CC genotype and CAD risk was statistically significant (p=0.023). With the logistic regression
result was also possible to obtain the odds ratio for this genotype that is 1.694 with a
confidence interval of 1.075-2.668. Subsequently, we made another logistic regression, except
that we grouped the GG and CG genotypes in one category comparing against the CC
genotype between patients and control groups. This analysis resulted in a higher odds ratio
(p=0.014; OR=3.125 and CI=1.262 — 7.736). Therefore, we can formulate the hypothesis that
the carriers of the CC genotype have a higher risk of CAD development.

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

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

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

The ICAM-I 1548A/G polymorphism differences between patient and control groups
were not statistically significant. The logistic regression analysis shows that there is no
association between ICAM-I 1548A/G genotypes and an alteration in the risk of CAD
development. The analysis stratifying the patients in CAD+ and CAD- also did not show
statistic significance among the differences in the genotypic frequencies of both groups and in
the groups and controls. This result suggests that this polymorphism is not associated with

CAD.
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DISCUSSION & CONCLUSIONS

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

It is well established that in early stages of CAD there is a significant involvement of
adhesion molecules in the inflammatory processes that lead to atherosclerotic plaque
development. These molecules are present at the surface of both leukocytes and endothelial
cells. Adhesion molecules are responsible for both leukocyte adhesion to the endothelium and
transendothelial migration of leukocytes to adjacent tissues.

The PECAM-I 373C/G polymorphism is a SNP located at exon 3 of the gene that leads
to an amino acid changes (a leucine to a valine change). This region codifies the first
immunoglobulin domain of the molecule. The immunoglobulin domains are responsible for
the linkage between the endothelium and the leukocytes that migrate to the lesion. It is
possible that such an amino acid substitution alters the molecule characteristics and affinity for
endothelium antigens, resulting in altered adhesion of leukocytes to the endothelium.
According to our results, PECAM-I 373C/G genotypic frequencies are statistically significant
different between patients and control individuals (p < 0.001). Concerning the result of the
residual analysis it is possible to observe that the CC genotype was more prevalent in the
patients group, when compared to the control group, reaching a frequency of 0.21 in the
patients (CC: 0.046 in control group/ p = 0.023). Considering these results, we approach the
CC genotype as the risk genotype. This way, the CC genotype could be responsible for a
normal level of leukocyte adhesion to the endothelium and the GG genotype responsible for a

reduced adhesion. So the GG genotype could have a protective character, potentially reducing
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the risk of CAD development. As the odds ratio of CC genotype was 3.125 we can also infer
that the carriers of this genotype have a higher risk to develop CAD.

Previous studies indicated an association between the PECAM-1I 373C/G
polymorphism and CAD in different human populations (10; 25; 6; 27; 8; reviewed at 5).
However, the genotype frequently associated to CAD was the GG genotype and only a few
studies using Myocardial Infarction patients suggested disease association with the allele C
(23; 6; reviewed at 5). Considering the existence of such controversial data, a hypothesis was
formulated where each allelic variant has a different function, so the G allele is thought to be
responsible for an increased transendothelial migration, resulting in a higher risk of CAD; and
the C allele would be responsible for modulation of platelet activation, increasing the risk of
myocardial infarction (5). Nevertheless, in our study, the CC genotype was not highly
prevalent between patients that suffer from myocardial infarction (data not shown). So far, it is
not possible to affirm that the associations between the G allele and CAD, and the C allele and
myocardial infarction are due to distinct effects from each allele in the development and
susceptibility to these diseases.

Stratifying the patients group in CAD+ and CAD-, comparing them between each other
and with the control group, no association was observed concerning PECAM-I 373C/G alleles
or genotypes and the disease. There is no prevalent genotype in CAD+ or CAD- groups. Thus,
although the CC genotype can be associated to CAD susceptibility, this genotype do not seems
to be related to the disease gravity. As some studies related that there is altered PECAM-I
serum level in CAD patients it is also possible to infer that this polymorphism is associated
with the early inflammatory process that leads to CAD development, but not with late events

and development of the atherosclerotic plaque. Interestingly, some studies report the
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expression of adhesion molecules in the atherosclerotic plaque, a situation independent of any
association between plaque formation and development and adhesion molecule
polymorphisms. It should be pointed out that the relation among polymorphic variants in
adhesion molecule genes and their serum level, protein molecular shape and function remains
unclear. Our data corroborate the lack of association between adhesion molecules
polymorphisms and atherosclerotic plaque development and progression since we did not find
statistical associations among the variants and disease gravity in the CAD+ and CAD-
analyses.

The PECAM-I 53G/A polymorphism was recently described by Elrayess et al 2003. As
suggested by the authors, the A allele is a protective allele, due to a defective activation of the
gene, as compared as those mediated by the G allele, in a situation of endothelial stress. Thus,
according to this study, individuals that have the A allele seem to be protected and had less
progression of the disease compared with individuals homozygous for the G allele (7). As it
concerns to a modification in a SSRE, Elrayess et al also suggest that this polymorphism is not
important in early events of CAD, since the higher shear stress occurs when there is a
relatively large stenosis, what happens in late atherosclerotic events. Our results indicated a
significant higher frequency of the AG genotype in patients group (p = 0.007). However, the
logistic regression result was not statistically significant, suggesting that PECAM-I 53 G/A
polymorphism is not associated with CAD risk or development. When we stratified the
patients group in CAD+ and CAD- no statistically significant association between genotypes
and disease gravity or risk were found, so we were not able to confirm the PECAM-I 53G/A

involvement in gravity or susceptibility to disease.
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The statistical analysis demonstrated that there is no statistical significance in the
genotypic frequencies differences between patients and control groups, concerning the ICAM-
I 1548A/G polymorphism. The logistic regression analysis also shows no statistical
association between genotypes and CAD risk. Stratifying the patients in CAD+ and CAD- and
performing the proper statistical analysis, we also do not find statistical association between
genotypes and disease gravity. This way, we can conclude that this polymorphism is not
associated neither to the susceptibility nor to gravity of the disease.

Considering the presented data we can suggest that the adhesion molecules ICAM-1
and PECAM-1 are involved in the early steps of CAD development. Some studies correlate
high levels of these adhesion molecules and CAD development risk (12; 9; 18; 16; 5; 8).
Works using animal models demonstrated that ICAM-1 and PECAM-1 adhesion molecules
expression in atherosclerotic plaques is an ubiquous phenomenon, suggesting an important
role for these molecules in the atherosclerotic process (21; 26; 4). Others studies, with
transgenic animals defective in PECAM-1 showed that these animals have a thinner
atherosclerotic plaque than the wild type animals (19; 13). Although the adhesion molecules
involvement in CAD susceptibility is clear, as well as its importance in atherosclerotic plaque
formation, we are not able to affirm that a given polymorphic variant is associated to the
degree of artery obstruction. Also, it is not known how the expression, serum level and
different variants of these molecules determine CAD susceptibility, development and plaque
formation.

The existence of controversial data on the literature can be explained by the different
ethnical/genetical backgrounds of the analyzed populations and by the interference of

environmental factors. Environmental factors such as smoking habit, diabetes, sedentarism, as

42



well as other factors such as age and gender, alter the risk of CAD development. Thus,
individuals presenting risk genotypes and also exposed to environmental factors that increase
CAD risk have an even higher risk of CAD development. It is also important to point out the
possibility of interactions between different polymorphic variants that could increase/reduce
the risk of CAD development. Finally, an increase in the sample size, as well as a complete
evaluation of the clinical features of the patients will allow us to obtain more data in order to

determine the real involvement of adhesion molecules in CAD development.
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Fig 1: agarose gel 3% stained with ethidium bromide of a Bsa |
enzyme digestion reaction of PECAM-I 53G/A polymorphism.
1,15: PCR reaction; 2, 5, 6, 8,9, 11, 13: AG individual; 3, 7, 12:
AA individual; 4, 10, 14: GG individual.
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Fig 2: acrylamide gel 6% stained with silver nitrate of a Pvu II
enzyme digestion reaction of PECAM-I 373C/G polymorphism. 1:
50bp ladder; 2, 16: PCR reaction; 3, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15: CG individual; 4: GG individual; 17: 100bp ladder. No
homozygous CC was obtained in this reaction.
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Fig 3: agarose gel 3% stained with ethidium bromide of a
BstU 1 enzyme digestion reaction of ICAM-I 1548A/G
polymorphism. 1, 9: PCR reaction; 2, 3, 5, 7: AG
individual; 6: GG individual and 4: AA individual.
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Tabela 2. Genotypic and allelic frequencies for the polymorphic systems studied.

Polymorphism Cases [freq (n)] Healthy control [freq(n)]
C/C 0.210 (46)% 0.046 (7)
Genotype C/G 0.630 (139) 0.697 (106)
PECAM 1373 G/IG  0.160 (36) 0.257 (39)
/G Alele C 0.523* 0.395
G 0.477 0.605
Total 221 152
Polymorphism Cases [freq (n)] Healthy control [freq(n)]
G/G 0.844 (195) 0.920 (191)
Genotype G/A 0.130 (30)** 0.050 (10)
PECAMI 53 A/A 0.026 (6) 0.030 (7)
G/A Allele G 0.909 0.940
A 0.091 0.060
Total 231 208
Polymorphism Cases [freq (n)] Healthy control [freq(n)]
G/G 0.168 (42) 0.140 (28)
Genotype G/A 0.352 (88) 0.340 (67)
ICAMIA/G A/A 0.480 (120) 0.520 (102)
G 0.344 0.310
Allele A 0.656 0.690
Total 250 197

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



Capitulo 3

DISCUSSAO E CONCLUSAO




3.1. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho analisou 3 polimorfismos em moléculas de adesao em individuos
com Doenca Arterial Coronariana com o intuito de compreender o papel deste tipo de
moléculas no desenvolvimento e suscetibilidade a doenga. As amostras de individuos
acometidos por DAC e individuos nao acometidos provém de individuos descendentes de
europeus. Individuos que, através do exame das caracteristicas morfoldgicas (Azevédo et al.
1980) pudessem ser classificados como miscigenados foram excluidos do presente trabalho.

A tabela 2 do artigo apresenta as freqliéncias alélicas e genotipicas dos diferentes

sistemas polimdrficos analisados em individuos afetados e ndo afetados por DAC.

3.1.1. PECAM 1 373C/G

Nos estagios iniciais de desenvolvimento de DAC, hd um grande envolvimento das
moléculas de adesdo. Durante essa fase hd o recrutamento de células inflamatorias da
circulacdo para o local inicial da lesdo no endotélio do vaso, bem como a migragao
transendotelial das mesmas. A adesdo e migracdo transendotelial dessas células ¢ mediada
pelas moléculas de adesdo, que sdo expressas tanto pelo leucocito como pelo endotélio. A
molécula de PECAM-I desenvolve papel importante no extravasamento dos leucocitos da
circulagdo sanguinea para os tecidos adjacentes.

As analises estatisticas realizadas demonstram que a diferenca entre as freqiiéncias
genotipicas referentes ao polimorfismo PECAM-I 373C/G do grupo de individuos afetados

por DAC e do grupo de individuos ndo afetados ¢ estatisticamente significativa (p<0.001).
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Dessa forma, observa-se que o gendtipo CC estd mais representado entre os individuos
afetados por DAC quando comparados aos individuos nao afetados. A analise de residuos feita
posteriormente demonstrou que a diferenga no numero de individuos CC no grupo de
acometidos por DAC ¢ significativamente maior do que no grupo dos ndao acometidos
(p<0.001), apoiando a hipdtese de que o genotipo CC seja um gendtipo de risco. O resultado
da regressdo logistica feita com o programa SPSS demonstrou haver associagdo
estatisticamente significativa entre o genotipo CC e suscetibilidade a doenga (p=0.023). A
regressao ainda mostrou que o risco relativo de individuos com genétipo CC ¢ de 1.694, com
intervalo de confianga de 1.075-2.668. Posteriormente, foi feito agrupamento dos gendtipos
CG e GG e realizada regressdo logistica fazendo a comparagdo com o gendtipo CC. Os
resultados concordaram com os da primeira regressdao € demonstraram um risco relativo ainda
maior (p=0.014; RR=3.125 e IC=1.262 — 7.736). De acordo com estudos publicados
anteriormente, o polimorfismo PECAM —I 373C/G ¢ um SNP localizado no éxon 3 do gene de
PECAM e que leva a substituicdo de aminoacidos (troca de uma leucina por uma valina). Esse
polimorfismo estd localizado em uma regido que codifica o primeiro dominio tipo
imunoglobulina desta molécula de adesdo. Esses dominios se ligam aos antigenos expressos
pelo endotélio, mediando a adesdo dos leucocitos ao mesmo. E possivel que esta troca de
aminodcidos leve a uma modificacdo nas caracteristicas do dominio tipo imunoglobulina,
modificando também a capacidade de ligagdo da molécula ao antigeno expresso no endotélio
e, conseqiientemente, a ligacdo do leucdcito ao endotélio. Como resultado desta alteragao
teriamos uma modificagdo na afinidade da molécula pelo antigeno o que afetaria a adesdo
celular e a migracdo transendotelial. Como o gendtipo CC (genodtipo selvagem) foi apontado

pelas analises como sendo o genoétipo de risco, € possivel que o alelo G seja responsavel por
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uma modificagdo na adesio leucécito-endotélio, podendo possuir um carater protetor. E
possivel formular a hipotese o gendtipo CC seria responsavel por uma adesdo normal
(elevada) e o genotipo GG por uma adesdo reduzida.

Estratificando a amostra de pacientes em individuos com obstru¢do do vaso maior ou
igual a 60% (DAC +) e individuos com obstru¢cdo menor do que 60% (DAC-) e comparando
as freqii€ncias alélicas e genotipicas, ndo se observou diferenca estatisticamente significativa
entre elas. Esse resultado indica que, possivelmente, o polimorfismo esteja associado a
suscetibilidade & doenga e ndo a gravidade da mesma. E possivel que o polimorfismo esteja
envolvido nos processos inflamatorios que precedem o desenvolvimento de DAC e nio na
formacao e determinacao da espessura da placa aterosclerdtica perse.

Estudos anteriores ja haviam demonstrado associacdo do polimorfismo PECAM-I
373C/G e DAC em diferentes populagdes humanas. (Gardemann et al. 2000; Song et al. 2003;
Elrayess et al. 2004; Wei et al. 2004; Fang et al. 2005; revisados em Elrayess et al. 2005).
Entretanto o genoétipo associado a DAC nestes trabalhos foi o genoétipo GG, assim como o
alelo G aparecia como o alelo de risco. Estudo realizado com pacientes com infarto do
miocéardio provenientes da Sicilia ndo encontrou associagdo do polimorfismo PECAM-I
373C/G com a doenga (Listi et al. 2004), ndo havendo diferengas (fossem genotipicas ou
alélicas) entre pacientes e controles. Entretanto, outros estudos envolvendo individuos
acometidos por Infarto do Miocardio encontraram associa¢do com o alelo C (Sasaoka et al.
2001; Elrayess et al. 2004; revisados em Elrayess et al. 2005). Como diversos estudos
publicados anteriormente encontraram dados controversos, foi formulada uma hipdtese na
qual os alelos teriam fungdes diferentes. Uma das variantes seria responsavel por uma

alteracdo na migragdo transendotelial de monoécitos mediada por PECAM-I, aumentando
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assim o risco de DAC e a outra variante seria responsavel por modular a ativagdo plaquetaria,
aumentando o risco de infarto do miocardio (Elrayess et al 2005). Dos nossos pacientes, 31 %
( 59 individuos) sofreram infarto agudo do miocardio, entretanto, o genodtipo CC ndo foi
prevalente nesses individuos (CC: 0.24; CG:0.63 e GG: 0.13). Ainda assim, ndo ¢ possivel
afirmar com certeza que a associagdo do alelo G com aterosclerose e do alelo C com infarto do
miocardio se deva realmente a efeitos distintos de cada alelo no desenvolvimento e

suscetibilidade da doenga.

3.1.2. PECAM-I 53 G/A

As andlises estatisticas realizadas comparando as freqliéncias genotipicas e alélicas
entre individuos afetados e ndo afetados por DAC demonstrou existir diferenca significante
entre os 2 grupos analisados quanto as freqiiéncias genotipicas (p=0.022). A analise dos
residuos da tabela obtida no SPSS demonstrou que ha mais individuos do gendtipo AG no
grupo de individuos acometidos por DAC quando comparado ao grupo de individuos ndo
acometidos (p=0.007). Entretanto analise por regressdao logistica ndo foi significativa, ndo
havendo aumento do risco devido ao genotipo. Nenhuma das comparagdes feitas com o grupo
DAC+ e DAC- apresentou dados estatisticamente significantes. Hipoteticamente, o alelo A
seria considerado um alelo protetor, ja que a presenga do alelo faz com que o gene PECAM-I
ndo seja ativado diante de uma situagdo de estresse no endotélio do vaso. Entretanto, nossos
dados nao nos permitem inferir a respeito do potencial envolvimento do polimorfismo com a

gravidade ou suscetibilidade a doenga.
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O polimorfismo PECAM-I 53G/A foi recentemente descrito por Elrayess et al. em
2003, em um estudo completo sobre os resultados funcionais desse polimorfismo. Justamente
por esse motivo, ainda ndo existem muitos estudos populacionais que tenham avaliado as
freqiiéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo, sendo este o segundo do tipo. O outro
estudo desse género ¢ o mesmo que descreve o polimorfismo. De acordo com Elrayess et al.
(2003), os estudos com individuos provenientes da Holanda e Finlandia demonstram que os
portadores do alelo A apresentavam uma progressdo significativamente menor da lesdo
aterosclerdtica. A freqliéncia do alelo A no presente estudo, assim como ocorreu no estudo de
Elrayess et al., foi baixa, portanto o envolvimento deste alelo no desenvolvimento da doenga

parece nao ser tao determinante.

3.1.3. ICAM-I

As andlises iniciais demonstraram que as diferengas genotipicas e alélicas entre o
grupo de individuos afetados por DAC e o grupo dos ndo afetados ndo sdo estatisticamente
significativas, ndo havendo um genotipo prevalente em qualquer dos grupos. A regressao
logistica realizada com esses demonstrou que nenhum dos gendtipos influencia de forma
estatisticamente significativa o risco de desenvolvimento de CAD. O resultado da analise feita
agrupando-se o0s genotipos e cruzando-os apdia o resultado anterior, nao sendo
estatisticamente significativo. Estratificando o grupo dos individuos afetados por DAC em
DAC+ e¢ DAC- ¢ comparando-os com os controles ndo se obtém nenhum resultado
significativo, demonstrando que o polimorfismo ndo estd relacionado a gravidade da doenga.

A andlise comparando DAC+ e DAC- também ndo foi significativa, corroborando a hipotese
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de que o polimorfismo nao esta associado a gravidade da doenga. Dessa forma acredita-se que
o polimorfismo ICAM-I 1548A/G nao esta envolvido com a suscetibilidade a doenga ou com a
gravidade da mesma. No entanto, Gaetanni et al. descreveram uma associagdo entre o
polimorfismo ICAM-I 1548A/G e doenga arterial oclusiva periférica (DAOP), sendo os
primeiros a encontrarem uma associacao entre uma desordem relacionada a aterosclerose e um
polimorfismo de ICAM-I. Os autores observaram uma freqiiéncia maior do genotipo GG
assim como do alelo G nos individuos acometidos por DAOP. A analise feita demonstrou que
os portadores do gendtipo GG possuiam um risco 3.5 vezes maior de desenvolver DAOP.
Entretanto, ¢ interessante salientar que este estudo analisou 75 individuos acometidos por
DAOP e 227 controles. Apesar de ja haver sido encontrada associa¢do do nivel sérico elevado
de ICAM-I e um aumento na suscetibilidade a doencgas cardiovasculares, ¢ possivel que esse
nivel elevado seja devido a outros fatores imunoldgicos, como infecgdes e outras condi¢des
relacionadas a inflamacdo. Estudos anteriores demonstraram que o nivel sérico da molécula
pode ser utilizado como marcador de risco para futuro desenvolvimento de DAC, bem como
que o nivel sérico de ICAM-I também estd elevado tanto em doencas cardiacas ja
estabelecidas quanto em sindromes cardiacas agudas (Shyu et al. 1996; Blankenberg et al.
2001; O’malley et al. 2001). E importante salientar que ainda ndo se sabe ao certo qual a
relacdo do polimorfismo estudado com o estabelecimento do nivel sérico, fungdes protéicas ou
até mesmo conformag@o molecular da proteina. Sabe-se que as moléculas de adesdo possuem
papel importante nas condigdes inflamatdrias das respostas imunes, mas ainda ndo se sabe ao
certo qual a fungdo das mesmas no desenvolvimento de DAC. Entretanto, dados controversos
estdo presentes na literatura, onde alguns estudos também nao encontraram associacdo deste

polimorfismo, e de outros em moléculas de adesdo, com o risco de desenvolvimento de DAC,
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uma doenga ja considerada como processo inflamatdrio cronico (Peter et al. 1997). Estudos
realizados com individuos aparentemente saudaveis demonstraram que o nivel sérico elevado
da molécula de ICAM-I ¢ um marcador de risco para futuros processos ateroscleroticos em
individuos expostos a fatores de risco, mesmo controlando-se niveis de lipidios e idade
(Ridker et al. 1998; Ridker et al. 2000; Mulvihill 2002). Esses dados sugerem o potencial
envolvimento da molécula em estdgios extremamente iniciais da doencga. Existem outros
polimorfismos no gene de ICAM-I que também seriam alvos interessantes para analise em
DAC. Assim como o gene de PECAM-I, ICAM-I também possui SSREs (Shear Stress
Response Elements - elementos de resposta ao estresse laminar; Elrayess et al. 2003), sendo
interessante a procura por polimorfismos que possam influenciar a expressao do gene diante
de situagdes de estresse endotelial nesses SSRESs. O aumento do tamanho amostral deve ser
considerado para uma melhor percep¢do do real papel destas moléculas de adesdo (e de suas
variantes) no processo de desenvolvimento de DAC. Dessa forma, mais estudos envolvendo

esse polimorfismo sdo interessantes de serem realizados no futuro.

3.2. CONCLUSAO

Nossos resultados nos permitem hipotetisar que as moléculas de adesdo estejam
relacionadas aos processos extremamente iniciais da DAC. Apesar de estar claro o
envolvimento dessas moléculas na suscetibilidade a DAC, bem como sua importancia para a
formacao da placa aterosclerdtica, ainda nao se sabe ao certo o quanto sua expressao, nivel
sérico ¢ diferentes variantes destas moléculas determinam a suscetibilidade a doenga. Existem

estudos que encontraram niveis elevados de moléculas de adesdo nas placas ateroscleroticas e
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foram capazes de relacionar esses niveis com o risco e suscetibilidade a DAC (Hwang et al.
1997; Gaetani et al. 2002; Mulvihill 2002; Listi et al. 2004; Elrayess et al. 2005; Fang et al.
2005). Estudos com animais experimentais ¢ analises em humanos véem demonstrando que a
expressao de moléculas de adesdo em placas aterosclerdticas ¢ um fendmeno ubiquo,
sugerindo um papel importante destas moléculas no processo aterosclerotico. (Poston et al.
1992; Van der Wal et al. 1992; Davies et al. 1993). Além disso, estudos com animais
transgénicos, deficientes para essas moléculas, demonstraram que os mesmos apresentam uma
placa aterosclerotica mais fina do que animais do tipo selvagem (Nageh et al. 1997; Kitagawa
et al. 2002). Entretanto, ainda ndo é clara a relagdo entre as diversas variantes de moléculas de
adesdo, seus niveis séricos e o desenvolvimento de DAC, pois muitos dados da literatura sdo
controversos. Fatores que podem estar contribuindo para os diferentes resultados nos estudos
existentes sdo, por exemplo, o background, étnico das populagdes humanas analisadas e
fatores ambientais. E bastante conhecido que fatores externos como, dietas lipidicas,
tabagismo, sedentarismo e outros fatores como idade e sexo influenciam fortemente nao s6 o
desenvolvimento como a gravidade da doenca. O fumo e a falta de exercicios sdo grandes
agravantes da doeng¢a, aumentando consideravelmente o risco de desenvolvimento da mesma.
Assim, individuos que sejam portadores de gendtipos de risco, como, por exemplo, PECAM-I
373CC, e ainda estejam expostos a fatores ambientais que aumentam o risco de DAC seriam
muito mais suscetiveis. Também ndo podemos descartar a interacdo entre genotipos de
diferentes polimorfismos, que se somariam e aumentariam ainda mais o risco e suscetibilidade
a doenga. E importante salientar que, muitas vezes, associagdes podem nio ser identificadas
devido ao tamanho da amostra. Estratificagdes das populagdes de estudo também podem levar

a uma reducdo do tamanho amostral interferindo nos resultados.
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ANEXOS




ANEXO 1

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

Diante da minha doenga e reconhecendo a necessidade de avaliar as possiveis causas genéticas
da mesma, voluntariamente, eu consinto em ser entrevistado por um meédico e em doar uma
quantidade 10 (dez) ml de sangue, a ser obtida no periodo em que estiver sendo submetido ao
exame cineangiocoronariografico no Laboratorio de Hemodinamica do HCPA.

Eu estou ciente de que ndo serei submetido a qualquer desconforto adicional pela participagao
nesse estudo, ja que a coleta de sangue sera realizada durante o procedimento de cateterismo
cardiaco diagndstico.

Os meus beneficios sdo a possibilidade de avaliagdo cientifica das causas da minha doenca
cardiovascular e a construgdo de conhecimento que auxilie na prevencao e no tratamento da
mesma.

Meus direitos de nao fornecer informagdes a pessoas ndo-médicas e de receber sigilo pelos
profissionais serao respeitados.

Os resultados do presente estudo estardo a minha disposi¢ao tdo logo forem obtidos.
Finalmente, eu permito que meu nome seja registrado para possiveis seguimentos no futuro.

Porto Alegre, / /

Assinatura do Paciente
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ANEXO 2

FICHA DO PACIENTE

IDENTIFICACAO

Prontuario:

Nome:

Cor: Branco [] Mulato [] Negro []

Idade: Profissao:

Sexo: Masculino [l Feminino ] se feminino: Climatério ]
DADOS:

Data:

Lesodes anatdmicas:

Infarto Agudo do Miocérdio (IAM) Prévio: [

Cirurgia de revascularizagao [] Angioplastia o Stent: [
Angina: [] Classe Funcional (1-4):

Hipercolesterolemia Prévia [

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

Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) prévia O

Diabete M¢lito (DM) ] Nao Insulino Dependente (NID) [
Insulino Dependente (ID)

Glicemia: mg/dl

Peso: Altura:

Sedentarismo [

Tabagismo ] Magos/anos

Histoéria familiar de infarto ou angina: pai [ miae Uirmao O
Numero de irmaos:



ANEXO 3

FICHA DOS CONTROLES

IDENTIFICACAO

Prontuario:

Nome:

Cor: Branco [] Mulato [] Negro []

Idade: Profissao:

Sexo: Masculino [l Feminino ] se feminino: Climatério ]
Profissdo

DADOS:

1. Historia prévia de doenca cardiovascular isquémica (AVC, ITIAM, ANGINA,
CLAUDICACAO INTERMITENTE): [J

2. Niveis lipidicos:

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

LDL: mg/dl

3. Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) prévia [l

4. Diabete Mélito (DM) [ Nao Insulino Dependente (NID) [] Insulino Dependente (ID) []

Glicemia: mg/dl

5. Peso: Altura:

6. Tabagismo : ex-fumante: 1] nunca fumou: [J fuma atualmente: [
Magcos/dia: Anos como fumante:

Se ex-fumante, ha quanto tempo abstémio:
7. Histéria familiar de infarto ou angina: paill idade: mael] idade: irmaostd idade:
8. Medicagdes em uso:
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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