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RESUMO

A haptoglobina é uma glicoproteina plasmatica sintetizada principalmente pelo
figado com atividade antioxidante e imunomodulatéria. Sua principal fungdo é a
formacdo de um complexo estavel com a hemoglobina livre, prevenindo a excregao
de ferro pelos rins e danos causados pelo efeito oxidativo do mesmo. O polimorfismo
desta proteina é caracterizado por trés genétipos principais: Hp' / Hp', Hp? / Hp' e
Hp? / Hp% sendo que estes apresentam subtipos na dependéncia das
recombinagdes entre os alelos Hp'", Hp'S, Hp?"S, Hp**F, Hp*" e Hp®*S. Apesar de
contraditério, varios autores tentam correlacionar esses tipos e subtipos com
doencgas, na tentativa de responsabilizar algum deles como facilitador ou conferir
resisténcia quanto as mesmas. Os objetivos deste estudo foram verificar as
freqiéncias desse polimorfismo, suas frequéncias alélicas e possiveis correlacdes
em portadores e nao portadores de doenga arterial coronariana, bem como em
doadores de sangue, pertencentes a uma parcela da populagdo paulista. Dessa
forma foram analisados 125 pacientes com DAC, 69 com auséncia de DAC e 124
doadores de sangue. O material genético foi extraido, amplificado e apds restricao
enzimatica com Dra | permitiu identificar os tipos e subtipos da haptoglobina. Os
resultados permitiram concluir que essa caracterizagdo pela técnica aplicada
mostrou ser rapida e de facil realizagdo. Os portadores de DAC e os doadores de
sangue evidenciaram maior freqiéncia do Hp?/ Hp? e aqueles com auséncia de DAC
do gendtipo heterozigoto, ndo sendo observada diferengas estatisticas significativas
entre eles. Essa mesma observacdo era verificada quando estratificavamos os
grupos quanto aos sexos. A frequéncia alélica do Hp? se mostrou maior que o Hp'
para os trés grupos analisados. A distribuicdo dos subtipos da haptoglobina revelou

que o prevalente em todos os grupos foi representado pelo Hp?™® / Hp?®

, seguidos
pelo Hp?™® / Hp'F para os portadores de DAC e para os com auséncia de DAC e do
Hp?F / Hp? para os doadores de sangue. O terceiro em expressao foi representado
pelo Hp'® / Hp'® nos portadores de DAC, Hp?® / Hp'® naqueles com auséncia de
DAC e Hp'F / Hp'" entre os doadores de sangue. Esses resultados, principalmente
se considerarmos o subtipo expresso em segunda prevaléncia, parecem indicar um

2FS associado com outro alelo nos individuos considerados como

aumento do Hp
grupo de risco para DAC quando comparados aos doadores de sangue. As

freqiéncias génicas foram calculadas a partir das distribuigbes dos subtipos



observados para os grupos em estudo, revelando prevaléncia do alelo Hp*° para

todos os grupos, seguidas do Hp'® para os individuos com auséncia de DAC e para
os dos doadores de sangue, e do Hp'" para os portadores de DAC. Apesar da
comparacao estatistica entre todas as frequéncias génicas dos subtipos ndo se

2FS 2FF

mostrar significativa, quando consideramos somente os alelos Hp e Hp™',

verificamos diferenca estatistica significativa, o que reforgca para os portadores de

DAC e com auséncia de DAC maior frequiéncia do alelo Hp*™®

com relagdo aos
doadores de sangue. Os portadores de DAC dos sexos masculino e feminino
evidenciaram diferenga estatistica significativa quando comparados aos doadores de
sangue do mesmo sexo, 0 que ndo foi evidenciado na comparagéo daqueles com
auséncia de DAC e doadores de sangue, considerando os sexos. Apesar de
questionavel, parece valido aplicar de forma rotineira a verificagdo e associacao dos
tipos e subtipos da haptoglobina com DAC na tentativa de responsabilizar um deles
como responsavel pela promoc¢éo de uma defesa ou uma susceptibilidade a mesma,

2FS

sendo no presente trabalho possivel considerar o alelo Hp“"® como um diferencial

nesse estudo.

Unitermos: Polimorfismo da haptoglobina, doencga arterial coronariana, doadores de

sangue, correlagao polimorfismo doenca, amplificacdo génica — restricdo enzimatica.



ABSTRACT

Haptoglobin is a glycoprotein synthesized by liver with antioxidant and
immunomodulatory properties. Its main function is the formation of a stable complex
with free hemoglobin, preventing iron loss and damage caused by oxidative effects.
The polymorphism of this protein is characterized by three main genotypes: Hp' /
Hp', Hp? / Hp' e Hp? / Hp? and these have subtypes in dependence of the
recombination among the alleles Hp'", Hp'S, Hp*, Hp?*F, Hp* " e Hp**S. Despite
contradictory, the authors try to associated types and subtypes with diseases,
attempt to hold responsible for someone or to permit resistance to them. The
purposes of our study were to find the frequencies of this polymorphism, their allelic
frequencies and possible associations in patients with coronary artery disease and
patients without coronary artery disease, as well as in blood donors, from one fraction
of Brazilian population. We have analyzed 125 patients with CAD, 69 patients without
CAD and 124 blood donors. Genomic DNA was extracted, amplified and after
enzyme restriction with Dra | we could identify types and subtypes of haptoglobin.
With the results we conclude that this applied technique is fast and it's easy to carry
out. Patients with CAD and blood donors evidenced higher frequencies for Hp? / Hp?
and patients without CAD from heterozygous genotypes, weren’t observed significant
statistical differences among them. The same observation was verified when we
stratified the groups regarding genders. The allelic frequency of Hp? was shown
higher than Hp' for the three groups analyzed. The distribution of haptoglobin
subtypes revealed that the prevalent for all groups were represented by szFS /
Hp?S, followed by Hp?*® / Hp'F in patients with CAD and without CAD and Hp*" /
HpF in blood donors. The third in expression was represented by Hp'® / Hp'® in
patients with CAD, Hp?™® / Hp'® in patients without CAD and Hp'" / Hp'" among
blood donors. This results, mainly if we consider the expressed subtype in second

2FS gssociated with another allele in

prevalence, seem to indicate an increase of Hp
individuals if we consider as a risk group for CAD when compared to the blood
donors. The allelic frequencies were calculated from observation of subtypes
distributions in the groups analyzed, showing prevalence of the Hp*"®, following Hp'®
for patients without CAD and blood donors, and Hp'" for patients with CAD. Despite
statistical comparisons among subtypes allelic frequencies don’t show significance,

2FS 2FF

when we consider only the alleles Hp“ > and Hp“ ", we verified significant statistical



differences, that reinforce for patients with CAD and without CAD higher frequency of
Hp*S allele in regarding to blood donors. Patients with CAD, male or female gender,
showed significant statistical differences when compared to blood donors of the same
gender that was not observed in comparisons for patients without CAD and blood
donors, considering the genders. In spite of questionable, it seems valid to apply in
routine the verification and the association of haptoglobin types and subtypes with
CAD in attempt to responsible one of them for the promotion of a defense or a

2FS

susceptibility, being possible in this assignment to consider Hp allele as a

differential in our study.

Key words: Haptoglobin polymorphism, coronary artery disease, blood donors,

correlation polymorphism and disease, PCR - enzyme restriction.
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1. INTRODUCAO

A haptoglobina é uma glicoproteina plasmatica sintetizada principalmente pelo
figado com atividade antioxidante e imunomodulatéria (LANGLOIS e DELANGHE,
1996). A principal fungdo da haptoglobina é a formacdo de um complexo estavel
com a hemoglobina livre liberada no interior dos vasos sanglineos prevenindo desta
forma a excreg¢ao de ferro pelos rins e os danos causados pelo efeito oxidativo do
ferro ao permanecer livre (GUTTERIDGE, 1987; WANG et al., 1993; MELAMED-
FRANK et al., 2001).

A haptoglobina apresenta um polimorfismo caracterizado por trés fenétipos
principais: Hp 1-1, Hp 2-1 e Hp 2-2, sendo que estes apresentam subtipos. Outros
fendtipos mais raros como o Hp 2-1 modificado, Hp Johnson e o Hp Calberg também
foram identificados (BRUNE et al., 1984; WASSELL, 2000).

Varios autores tentam correlacionar esses fenétipos com doencgas na tentativa
de verificar suas distribuicdes em diferentes populagdes, suas associagbes e se
alguns destes fenétipos podem ser facilitadores ou conferir resisténcia as mesmas.
Entretanto, alguns resultados mostram-se bastante contraditérios os quais validam
novos estudos e permite a obtengcdo do conhecimento da distribuicdo genotipica e
os seus efeitos nos processos das doencgas, podendo futuramente servir como um
fator prognostico e também auxiliar no melhor tratamento e acompanhamento de
acordo com a necessidade de cada individuo (LANGLOIS e DELANGHE, 1996,
WASSELL, 2000).

1.1. GENETICA

O gene estrutural da haptoglobina estd localizado no brago longo do
cromossomo 16 (16q22), expressando seu produto protéico principalmente nos
hepatdcitos, sendo que nesse gene estdo presentes os alelos codominantes, Hp' e
Hp? que codificam os principais genotipos da haptoglobina em humanos
(SCHULTZE e HEREMANS, 1966; BOWMAN, 1993). Estes genes sé&o ligados, de
modo que um unico mRNA é sintetizado, gerando uma unica cadeia polipeptidica
que é entdo clivada para formar as duas cadeias distinta unidas por pontes de
hidrogénio (RAUGEI et al., 1983; KOCH et al., 2003).
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Em relagdo a expressao da haptoglobina em humanos os homozigotos para o
alelo Hp' codificam polipeptidios para a cadeia o' e B (Hp 1a e Hp B), caracterizando
o gendtipo Hp' / Hp'. Por sua vez, os homozigotos para o alelo Hp? codificam
polipeptidios de cadeia o e B (Hp 2a e Hp B) apresentando genétipo Hp? / Hp?. Os
heterozigotos codificam cadeias do tipo o', a® e B, sendo seu gendtipo Hp? / Hp'
(SMITHIES e WALKER, 1955; SMITHIES et al., 1962a; PARKER e BEARN, 1963).

Apbs a dissociagdo e caracterizacdo dos constituintes das cadeias
polipeptidicas, demonstrou-se a existéncia de dois tipos de cadeias a': a'" e a'®,
sendo que a variagdo herdada nos polipeptidios desta cadeia reflete o polimorfismo
das proteinas (SMITHIES et al., 1962a; CONNELL et al., 1962, 1966). Assim existem
genes correspondentes a Hp'" e Hp'S, alelos de Hp', que codificam polipeptideos de
tamanhos iguais diferindo em dois aminoacidos.

O gene Hp' é formado por cinco exons, sendo que o exon 4 apresenta uma
variagdo na sua sequéncia de nucleotideos com traducdo de dois tipos de cadeia
polipeptidicas do tipo a. Esta cadeia polipeptidica pode apresentar nas posigdes 52
e 53, respectivamente, acido aspartico e lisina quando do tipo a'" e asparagina e
acido glutamico quando do tipo a'S (Tabela 1). No gene Hp? esta mudancga ocorre
nas posicdes 111 e 112 da cadeia o levando a uma variagdo eletroforética
distinguivel do produto génico (MAEDA et al., 1984; VAN DER STRATEN et al.,
1984; YANO et al., 1998).

Outras sequUéncias de nucleotideos sao diferentes dependendo do tipo da
cadeia o', no entanto, apesar dos cédons codificarem os mesmos aminoacidos suas
sequéncias nas posicoes 47 e 51 sao diferentes (Tabela 1) (CARTER e
WORWOOD, 2007). Dos estudos realizados para os polipeptidios da cadeia B
verificou-se que a mesma & codificada de maneira idéntica para os trés genes Hp'",
Hp1S e Hp2.
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Tabela 1. Diferengas nos aminoacidos das cadeias polipeptidicas do tipo

OL1F e OL1S.
Aminoé&cido alf al®
47 Valina (GTA) Valina (GTG)
51 Asparagina (AAT) Asparagina (AAC)
52 Acido aspartico Asparagina
53 Lisina Acido glutamico

(Adaptada de CARTER e WORWOOD, 2007).

O gene Hp? apresenta 7 exons e acredita-se que ele tenha surgido apés um
crossing-over desigual entre os alelos Hp'™ e Hp'S, onde os exons 3 e 4 destes
alelos deram origem, respectivamente aos exons 5 e 6 do alelo da Hp? (BLACK e
DIXON, 1968; MAEDA et al., 1984; KOCH et al., 2002).

Hoje, com base nos dados expostos, sabe-se que o polimorfismo da
haptoglobina é caracterizado por trés gendtipos principais Hp'/ Hp', Hp?/ Hp? e Hp?/
Hp', e estes possuem varias recombinagdes possiveis entre seus subtipos
resultando os alelos existentes: Hp'", Hp'S, Hp?"®, Hp**F, Hp*F e Hp?*® (BRUNE et
al., 1984; KOCH et al., 2003).

Além dos principais genes existe um alelo Hp® no locus da haptoglobina
responsavel por uma heranga fenotipica anormal, no entanto a origem deste
genotipo ainda é discutida. Uma das hipoteses é que a existéncia de delegao alélica
(Hp®'") seja responsavel por este genétipo, sendo que em heterozigose (Hp?/ Hp®')
os portadores apresentam hipohaptoglobinemia, enquanto os heterozigotos (Hp1 /
Hp®') ndo apresentam este quadro (KODA et al., 1998). Quando em homozigose
(Hp®' / Hp®') este gene é responsavel pela anaptoglobinemia (MAEDA et al., 1984;
KODA et al., 1998).

No Brasil foram descritas substituicbes de bases no gene e que poderiam ser
responsaveis por afetar a expressao génica com conseqiente anaptoglobinemia
(ZACCARIOTTO et al., 2006a).

Foram também observadas outras variantes consideradas raras,

provavelmente ocorridas devido a alteragdes genéticas que geraram mudangas
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estruturais, sendo que entre estas podemos citar a Hp 2-1 modificada (Hp 2-1M)
(SCHULTZE e HEREMANS, 1966), a Hp Johnson (OLIVIERO et al., 1985) e a Hp
Carlberg (GALATIUS-JENSEN, 1958). Na Hp 2-1 M, talvez a mais observada entre
as consideradas raras, estudos relatam que a formacdo deste fendtipo
provavelmente se deve a cadeia polipeptidica do Hp? em quantidades menores nos
heterozigotos, sendo verificado na posi¢cao 61 do Hp? a ocorréncia de mudanca de
citosina por adenina em regido responsiva a interleucina 6 (KODA et al., 1998).

Outro gene conhecido como Hpr (proteina relacionada a haptoglobina) esta
presente em humanos, a proteina codificada apresenta 91% de homologia com a
haptoglobina 1-1 e seu gene localiza-se em uma regido de 30 Kbs do cromossomo
16922.3 (MAEDA, 1985; NIELSEN et al., 2006).

1.2. ESTRUTURA

Os trés tipos principais da haptoglobina foram caracterizados usando
procedimento eletroforético em gel de amido em 1955 (SMITHIES, 1955). A
eletroforese em gel de amido mostrou trés bandas a: o.'° (S, de slow = lenta), o'" (F,
de fast = rapida) e a banda o? de migracéao lenta (SCHULTZE e HEREMANS, 1966).
Assim o fendtipo Hp 1-1 é caracterizado por uma unica banda de migragao rapida na
eletroforese em gel de amido, enquanto o fenétipo Hp 2-2 tem uma série de bandas
de migracao lenta e o fendtipo heterozigoto (Hp 2-1) exibe outras séries de bandas
de migracao lenta e uma banda fraca equivalente a da Hp1 (Figura 1).

As cadeias o' e a'® apresentam pesos moleculares préximos a 8.900
daltons, sendo que os 83 aminoacidos que as constituem diferem apenas pela
presenca de dois aminoacidos ja mencionados anteriormente (SMITHIES et al.,
1962b; BLACK e DIXON, 1968). No que se refere & cadeia o sabe-se que a mesma
tem peso molecular ao redor de 17.000 daltons, sendo formada por 142
aminoacidos. A cadeia B possui 245 residuos de aminoacidos e n&o apresenta
nenhum polimorfismo genético.

Deste modo, os diferentes tipos da haptoglobina estariam condicionados
estruturalmente aos polipeptidios das cadeias alfas, pois os da cadeia beta

apresentam configuracao estrutural homogénea (CLEVE et al., 1967).
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Hp 2-2 Hp 2-1 Hp 1-1

v

Figura 1. Representacdo esquematica da eletroforese em gel de
amido dos principais fenotipos da haptoglobina (adaptada de CARTER
e WORWOOD, 2007).

A Hp 2-1M, Hp Johnson e Hp Carlberg podem também ser identificadas a
partir de pequenas variagbes nos padrdes das bandas eletroforéticas e aparecem
em decorréncia de possiveis muta¢des (GALATIUS-JENSEN, 1958; GIBLETT, 1959,
1961).

A molécula da haptoglobina possui uma estrutura tetramérica, consistindo de
duas cadeias polipeptidicas do tipo a (leves) e duas cadeias do tipo B (pesadas),
ligadas covalentemente entre si por pontes dissulfeto (S-S) (YANO et al., 1998).

Em relagdo ao peso molecular a menor molécula (86 KDa) é da proteina Hp
1-1 e a maior € da Hp 2-2 (170-900 KDa), enquanto Hp 2-1 possui um peso
intermediario (86-300 KDa) (LANGLOIS e DELANGHE, 1996).

1.3. METABOLISMO

Os primeiros transplantes de figado permitiram concluir que a sintese da

haptoglobina ocorre nas células hepaticas, pois o0s pacientes transplantados

apresentavam o fenétipo da haptoglobina do doador apés a cirurgia (KASHIWAGI et
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al., 1968). Esta sintese ocorre principalmente nas células parenquimatosas do figado
(KRAUSS e SARCIONE, 1964; PRUMIER et al., 1964).

Outros locais da sintese da haptoglobina seriam no sistema fagocitario
mononuclear do baco, géanglios linfaticos e timo (WADA et al., 1970a/b).
Recentemente foi encontrada a presenca da haptoglobina nos granulos especificos
de granulécitos, mais especificamente em mieldcitos, metamieldcitos e neutréfilos da
medula dssea e do sangue periférico (THEILGAARD-MONCH et al., 2006).

Ha relatos da expressdo desta proteina em macrofagos alveolares e
eosindfilos em tecidos pulmonares inflamados, como por exemplo, no caso de uma
alergia respiratéria ou asma (YANG et al., 2000), podendo ser o pulm&o um local de
sintese extra-hepatica da haptoglobina (YANG et al., 1995).

A concentracédo plasmatica da haptoglobina é dependente do fenétipo, onde
0s niveis séricos dos fendtipos Hp 1-1 aparecem em maior concentragdo do que nos
fendtipos Hp 2-2 e Hp 2-1 (NYMAN, 1959; DENSEM et al., 2004). Em recém-
nascidos os niveis séricos sdo indetectaveis e somente apds 1 ano € que se torna
semelhante ao dos adultos (BOWMAN, 1993), sendo que este fato pode estar
relacionado a imaturidade hepatica ou ao consumo da haptoglobina devido a
hemodlise fisioldgica observada nos recém-nascidos (GARBY et al., 1964).

Nos individuos adultos normais os niveis da haptoglobina permanecem quase
que constantes sofrendo influéncias hormonais, onde horménios paratireoidiano e
corticosterona aumentam os niveis da haptoglobina e estrogenos o diminuem
(BORGLIN e NYMAN, 1961). Citocinas como a IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral
induzem a sua sintese hepatica (BOWMAN, 1993; RAYNES et al., 1991). A IL-6 é
uma interleucina pré-inflamatéria que tem grande importancia na produgdo de
proteinas de fase aguda pelo figado, como & o caso da haptoglobina (GAULDIE et
al., 1987).

O catabolismo da haptoglobina livre no plasma segue a via catabdlica
hepatica das proteinas plasmaticas. Na forma de complexo haptoglobina-
hemoglobina ocorre uma interacdo com o receptor CD163 presente na superficie
celular de macrofagos e mondcitos, assim o complexo é endocitado e o ferro
presente na hemoglobina é transportado para a medula 6ssea para ser reutilizado
(OSHIRO e NAKAJIMA, 1988; OSHIRO et al., 1992).

O receptor CD163 esta presente em mondécitos e macréfagos teciduais

(figado, baco e nodulos linfaticos) e sua expresséo € regulada pela IL-6, IL-10 e
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glicocorticbides que induzem a uma forte expressdo, enquanto LPS
(lipopolissacarideo) e interferon-y a reprimem (BUECHLER et al., 2000).

O fendtipo Hp 2-2 apresenta 10 vezes mais afinidade por este receptor do que
o fendtipo Hp 1-1, esta afinidade por ser devido a varios sitios de ligagdes presentes
na Hp 2-2 por ser uma proteina multimérica (KRISTIANSEN et al., 2001; ASLEH et
al., 2003). O complexo Hp 1-1+Hb € mais rapidamente liberado do que complexos
Hp 2-2+Hb, o que pode explicar o menor dano por stress oxidativo na parede dos
vasos de individuos que apresentam fendtipo Hp 1-1 (ROGUIN et al., 2003;
SULEIMAN et al., 2005).

1.4. FUNCAO

A haptoglobina é uma glicoproteina plasmatica com atividade antioxidante e
imunomodulatéria, cuja principal fungao é ligar-se a hemoglobina livre formando um
complexo haptoglobina-hemoglobina (Hp-Hb) evitando a oxidag&o e possiveis danos
ao tecido renal (LEE et al., 1998).

Pacientes com baixos niveis de haptoglobina podem apresentar uma outra
proteina (Hpr) que também é capaz de ligar-se a hemoglobina evitando dano
oxidativo, no entanto o complexo formado pela proteina relacionada a haptoglobina
e a hemoglobina (Hpr-Hb) n&o é reconhecido pelo receptor CD163 (NIELSEN et al.,
2006).

A atividade antioxidante da Hp & fenétipo dependente, alguns experimentos
demonstraram que ha uma diferencga funcional, sendo que a proteina Hp 1-1 in vitro
pode conferir uma protecdo maior contra danos oxidativos que a proteina Hp 2-2
(KODA et al., 1998; VAN VLIERBERGHE et al., 2004).

O fendtipo Hp 2-2 parece apresentar cinco vezes mais risco para a doenga
arterial coronariana comparado com o fenétipo Hp 1-1, enquanto os heterozigotos
apresentam um risco intermediario (MELAMED-FRANK et al., 2001).

O complexo Hp-Hb é soluvel e estavel, sua formacédo ocorre devido a
presencga de sitios especificos ligantes de haptoglobina presentes na molécula de
hemoglobina. A cadeia beta da hemoglobina humana possui dois sitios localizados

nos residuos de aminoacidos B11-25 e 131-146, enquanto a cadeia alfa possui
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apenas um dominio localizado nos residuos de aminoacidos a121-127, tornando
possivel desta maneira a interacdao entre as duas moléculas (haptoglobina e
hemoglobina) (McCORMICK e ATASSI, 1990).

Existem relatos associando a haptoglobina a atividades imunomodulatoérias,
sabe-se que algumas células como neutréfilos e linfécitos B também possuem
receptores para esta proteina e quando associados pode ocorrer a inibicado do burst
oxidativo nas primeiras e a inibicdo da transformacgédo celular nas segundas
(BASLER e BURREL, 1983; OH et al., 1990).

1. 5. CORRELACAO COM DOENCAS

A haptoglobina comporta-se como uma proteina de fase aguda assim sua
concentragcédo plasmatica pode se apresentar elevada ou diminuida dependendo do
processo patoldégico. Em casos de hemodlise intravascular, reag¢des imunes,
infecgcbes em que ocorre hemolise como malaria, doencgas hereditarias, desnutrigcéo,
doenga hepatica crénica e traumas como, por exemplo, causados por valvulas
cardiacas ou endocardite suas concentragdes séricas estdo diminuidas (THOMAS,
1992; TIETZ, 1995). Outros estimulos como neoplasia, gravidez, infarto agudo do
miocardio e outras reac¢des inflamatérias aumentam as concentragdes plasmaticas
da haptoglobina.

Através da observacdo destes dados, varios estudos correlacionando o
polimorfismo da haptoglobina com doengas vém sendo desenvolvidos e acredita-se
que o fendtipo Hp 2-2 esteja mais relacionado as mesmas, porque seu produto esta
presente em menores concentracbes quando comparado ao do fenédtipo Hp 1-1,
além disto, tem menor capacidade de penetrar no espaco extracelular (VAN
VLIERBERGHE et al., 2004).

Individuos com o fendétipo Hp 1-1 apresentam maior propensado para o
desenvolvimento de hepatite C crénica e a frequéncia alélica do Hp' esta
relacionada a hepatite B crénica (PADMA e VALLI, 1988; LOUAGIE et al., 1996).
Alta freqiiéncia deste fenétipo também foi relatada em cancer de mama, carcinoma
cervical, anemia falciforme (TSAMANTANIS et al., 1980; BARTEL et al., 1985;
OSTROWSKI et al., 1987). Alguns dados da literatura associam a freqiéncia deste

fendtipo com leucemia mieléide aguda, miel6ide cronica e linféide aguda (NEVO e
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TATARSKY, 1986; MITCHELL et al., 1988), mas estes dados sao conflitantes com
estudos realizados em pacientes leucémicos brasileiros que apresentaram
prevaléncia para anaptoglobinemia (CAMPREGHER et al., 2004). O fenétipo Hp 2-2
foi relacionado com tuberculose mais agressiva e com capacidade de disseminacgéo,
maior mortalidade de pacientes com HIV e doencgas auto-imunes (artrite reumatoide
e lupus eritematoso sistémico) (RANTAPAA et al., 1985, 1988; FEDOSEEVA et al.,
1993).

Do mesmo modo o estudo da distribuicdo do polimorfismo da haptoglobina
tem sido associado com varias doengas cardiovasculares tanto em pacientes com
fatores de risco quanto naqueles que nao apresentam os fatores classicos de risco,
citando-se fumantes, hipertensos, diabéticos, concentragdo aumentada de
lipoproteinas e uso de anovulatorios (DELANGHE et al., 1997).

Individuos com sensibilidade a sodio séo freqientemente do fenétipo Hp 1-1
(KOJIMA et al., 1994), enquanto pacientes hipertensos com fenétipo Hp 2-2 sado
mais propensos a acumular lesdes ateroscleréticas nas artérias coronarianas e
periféricas do que portadores de outros fendétipos, sendo que esses apresentam
maiores riscos de infarto do miocardio, doenga arterial coronariana, doenga oclusiva
arterial periférica e hipertensao refrataria (DELANGHE et al., 1993; 1995). Também
tem sido observado que hipertensos portadores do Hp 2-2 necessitam uma
combinagdo mais complexa de drogas anti-hipertensivas do que os com fenétipo Hp
1-1. Homens portadores do fendtipo Hp 2-2 apresentam um risco maior de
desenvolver doenga arterial coronariana prematura (DELANGHE et al., 1997) e
doencga vascular periférica (DELANGHE et al., 1999) quando comparados a
portadores de Hp 1-1. Gestantes com fenétipo Hp 2-2 apresentam maiores riscos de
desenvolver hipertensao neonatal (CHANDRA et al., 1991). No entanto, esse mesmo
fendtipo n&do mostrou associagdo com infarto agudo do miocardio e lesbes em
pacientes que passaram por algum tipo de transplante cardiaco (CHAPELLE et al.,
1982; DELANGHE et al., 1994).

1.6. DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

A doenca arterial coronariana (DAC) é um disturbio caracterizado por acumulo

de depdsito de gordura nas células que revestem a parede de uma artéria coronaria,
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com a possibilidade de obstruir o fluxo sanguineo. Esses depésitos sao formados de
forma gradual nos grandes ramos das artérias coronarias principais que circundam o
coragao e que sao os responsaveis pelo provimento de sangue e conseqientemente
pela oxigenacdo do musculo cardiaco (CECIL, 2001; ROSS, 1991).

O processo gradual de depdésito de gordura é denominado de aterosclerose e
o estabelecimento do acumulo de gordura de ateromas ou placas. A medida que a
obstrugcado de uma artéria coronariana evolui e se agrava, pode ocorrer uma irrigacéo
inadequada de sangue ao coragdo, denominada de isquemia e com a possibilidade
de lesdao cardiaca. A DAC representa a causa mais comum de isquemia do
miocardio, sendo que as principais complicagbes s&o representadas pela angina
pectoris e pelo infarto do miocardio (CECIL, 2001; ROSS, 1991).

A DAC é considerada uma moléstia multifatorial causada tanto por defeitos
genéticos quanto por fatores considerados como de risco, quer sejam intrinsecos ou
ambientais envolvidos na patogénese da aterosclerose e suas complicagdes
tromboticas (MARIAN, 1997; FLETCHER e KESSLING, 1998).

Estudos epidemiologicos permitiram identificar fatores de risco associados a
DAC e a partir desses conhecimentos foi possivel utiliza-los tendo como propésito a
prevencdo dessa doenca. Dessa forma, a caracterizacdo dos fatores de risco
convencionais para a DAC esta bem estabelecida e compreendem: o sexo, a idade,
antecedentes familiares com histéria positiva para cardiopatia, hipertensao arterial
sistémica, hipercolesterolemia, hiperglicemia, sobrepeso ou obesidade, tabagismo e
até mesmo nivel sécio econdmico (FLETCHER e KESSLING, 1998; ZAK et al.,
2003; WALTON et al., 2004).

Desde a década de 90 os estudos demonstram que existem diferencas na
abordagem DAC de acordo com o sexo, sabe-se que as mulheres sdo susceptiveis
ao surgimento da doenca arterial de 10 a 15 anos mais tarde que os homens
(SMANIO, 2007).

A DAC ¢é critica no sexo feminino, pois cerca de 40% dos eventos
coronarianos levam ao 6bito e 67% das mortes subitas ndo apresentam qualquer
manifestacédo prévia. Por outro lado, nas pacientes que apresentam sintomas
sugestivos de angina apenas 50% possui coronariopatia obstrutiva significativa na
cinecoronariografia (DOUGLAS e GINSBURG, 1996; KANNEL et al., 1998).

O risco para o aparecimento da DAC, bem como de suas complicagbes, € de

25% para as mulheres de 40 anos aumentando para 50% apés os 70 anos (MIERES
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et al., 2003). A mortalidade no sexo feminino ocorre em 38% dos casos ap6és infarto
do miocardio enquanto no sexo masculino a porcentagem é de 25% (KANNEL,
2002).

Essa doenca afeta individuos de ambas as racas, sendo todavia observado
gue nos caucasbides a sua incidéncia é bastante elevada, enquanto que nos néao
caucasoides € mais elevada até os 60 anos para os homens e para as mulheres até
os 75 anos. O mais importante desses fatores parece ser o estilo de vida, onde uma
dieta rica em gorduras pode permitir o estabelecimento e agravar consideravelmente
o aparecimento da DAC (GOTTO, 1991).

Além dos riscos convencionais, tem sido considerado de importancia cada
vez maior os riscos genéticos, bem como a associagdo de sistemas polimérficos
humanos com a propensdo a desenvolver uma determinada doenca e a partir
desses estudos foi possivel imaginar a ocorréncia dos denominados marcadores
genéticos, onde os autores realizam uma tentativa com vistas as possibilidades de
correlacionar esses marcadores com a doencga analisada (FLETCHER e KESSLING,
1998; KIM e BECKER, 2003).

Esses estudos foram possiveis e mais facilmente realizados com o advento
da biologia molecular, que permitiu analisar seqiéncias de bases do DNA, suas
mutacbes e suas alteragbes em bases, com a possibilidade de estabelecer
correlagbes entre mutagdes genéticas hereditarias ou sistema polimoérficos e uma

determinada freqiéncia aumentada ou ndo de uma doenga (KIM e BECKER, 2003).

1.7. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

As diferencas geograficas nas freqiiéncias das haptoglobinas tém sido motivo
de estudos populacionais, acreditando-se que o alelo Hp2 pode ter surgido a
aproximadamente 2 milhées de anos na india e desde entdo vem sendo distribuido
pelo mundo, sugerindo uma vantagem seletiva (SCHULTZE e HEREMANS, 1966),
entretanto existem diferengas geograficas marcantes.

Dos estudos nas populagdes européias a freqiiéncia do alelo Hp' apresentou
variacbes de 0,36 a 0,41 (NYMAN, 1959). Para os negros africanos constatam-se
variagdes de 0,51 a 0,87 (BARNICOT et al., 1959, WELCH et al., 1979). Na Asia a
frequéncia do gene Hp' é baixa (média de 0,47) (BARNICOT et al., 1959), sendo
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que na regido do Sudoeste da Asia esta freqiiéncia & ainda menor, representada por
0,10.

A distribuicdo do gene Hp' através do continente americano é bastante
complexa, sendo que os indios da América do Norte apresentam variacdes de 0,43 a
0,59, enquanto os caucaséides 0,41 a 0,43 e os negrbides 0,53 (SMITHIES e
WALKER, 1955; SUTTON et al., 1959). Os indios da América Central variam de 0,33
a 0,70 e nas tribos da América do Sul a freqiéncia é de 0,21 a 0,80 (HOXTER et al.,
1965; SALZANO e SUTTON, 1965). Em tribos do Amazonas brasileiro a freqiéncia
foi de 0,91 (SANTOS e GUERREIRO, 1986). A tabela 2 mostra a distribuicdo do
alelo Hp' na populagdo em geral.

Apesar das discrepancias nao serem explicadas de maneira convincente,
sabe-se que as frequéncias observadas do gene Hp' nas Ameéricas parecem
aumentar em direcdo ao Sul e que existem excec¢des provavelmente devidas as
mudancas ou transicbes graduais no ambiente, como a inferéncia de um
determinado gendtipo como fundador de uma populagdo, ou mesmo populagbes
isoladas em determinadas regides e que se desenvolveram de modo diferente do
que outras (MOREIRA e NAOUM, 1990).

Tabela 2. Frequéncia do alelo Hp' em diferentes populacoes.

Distribuicado populacional Freqiiéncia do alelo Hp*
Populacao européia 0,36 — 0,41
Populacao asiatica 0,47

Sudeste da Asia 0,10
América do Norte 0,41 -0,59
indios 0,43 - 0,59
Caucasoides 0,41-0,43
N&o-caucasoides 0,53
América Central 0,33-0,70

América do Sul 0,21 -0,80
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As frequiéncias alélicas parecem acompanhar aquelas observadas nos grupos
formadores, assim os brancos tém as mesmas freqiiéncias que os europeus € 0s
negros as tendéncias tipicas de sua origem africana, ficando os mesticos numa
posicao intermediaria (MOREIRA e NAOUM, 1990).

A Tabela 3 mostra as freqiiéncias do alelo Hp' e dos subtipos nos povos que
podem ter influenciado a origem formadora da populagéo brasileira. As freqiiéncias
na Africa variam de 0,64 a 0,73 em Senegal e entre os povos Bantos a média é de
0,53. Com relagdo aos subtipos existem relatos apenas para os Bantos onde 0,36
representa o Hp'", 0,20 Hp'® e 0,40 Hp?"® (CONSTANS et. al, 1981; NABULSI et. al,
1993).

A populacdo do leste da Asia apresenta freqiiéncia do alelo Hp' de 0,16 a
0,40 na China, 0,11 a 0,30 no Japao e 0,27 a 0,32 na Koréia, sendo que na ultima
foram analisados apenas os subtipos Hp'" e Hp'S, os quais apresentaram frequéncia
de 0 e 0,32, respectivamente (SHIM e BEARN, 1964; ZHAO et. al, 1993). Outro pais
no qual foram analisados os subtipos é o Japdo que apresentou em média 0,002
Hp'"; 0,26 Hp'S; 0.73 Hp? S e 0.001 Hp®>® (NAKADA e ABE et. al, 1987; TEIGE et.
al, 1992).

Paises do Oriente Médio apresentam freqiiéncia de 0,27 no Libano e 0,30 em
Israel para o alelo Hp' (LEFRANC et. al, 1981; NEVO e TATARSKY, 1986).

Na Italia a distribuicdo deste alelo varia de 0,29 a 0,41 e para os subtipos é de
0,13 para o Hp'" e 0,22 para o Hp'S. Portugal e Espanha apresentam média da
frequéncia de 0,39, sendo que nesse Uultimo pais os subtipos apresentaram
frequéncia de 0,15 Hp'"; 0,23 Hp'S; 0,01 Hp*; 0,6 HP** e 0,07 HP?**S (SANTORO
et. al, 1983; MAES et. al, 2001; TORRINHA, 1967; TEIGE et. al, 1992)
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Tabela 3. Freqiéncia do alelo Hp' e dos subtipos em povos que influenciaram a
origem formadora da populagdo brasileira.

Frequéncia do alelo e dos subtipos

Populacéo / Povos

le leF les HpZFF HpZFS HpZSS
Africa
Senegal 0,64 - 0,73 - - - - -
Povos Bantos 0,56 0,36 0,20 0 0,40 0,044
Leste da Asia
China 0,16 -0,40 - - - - -
Japéao 0,11-0,30 0,002 0,26 0 0,73 0,001
Coréia 0,27 - 0,32 0 0,32 - - -
Oriente Médio
Israel 0,30 - - - - -
Libano 0,27 - - - - -
Europa
Italia 0,29 - 0,41 0,13 0,22 - - -
Portugal 0,39 - - - - -
Espanha 0,39 0,15 0,23 0,01 0,6 0,07

No Brasil destacam-se os trabalhos realizados nas cidades de Sao Paulo
(HOXTER et al., 1965), Porto Alegre (TONDO et al., 1963), Rio de Janeiro (ROCHA
et al., 1973) e Sao José do Rio Preto (MOREIRA e NAOUM, 1990), onde verificaram
que as frequéncias do gene Hp' nos caucasoides das cidades citadas foram 0,38;
0,41; 0,49 e 0,39, respectivamente, enquanto que no grupo negréide as freqiéncias
foram de 0,60; 0,64; 0,56 e 0,57. Quanto a frequéncia do gene Hp? no estudo
realizado em Sao José do Rio Preto entre os caucasoéides a média foi de 0,61 e
entre os negroéides 0,43 (MOREIRA e NAOUM, 1990).

Na cidade de Campinas, Estado de S&o Paulo, as freqiiéncias dos genes Hp'
e Hp? foi de 0,50, os quais ficaram distribuidos entre os fenétipos Hp 2-2 (22,3%), Hp
2-1 (54,8%) e Hp 1-1 (22,9%) (CAMPREGHER et al., 2004). Nessa mesma cidade, a
frequéncia do gene Hp' encontrada foi de 0,46 e os fenétipos Hp 2-2, Hp 2-1 e Hp 1-
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1 ficaram distribuidos com 32,4%; 42,2% e 25,3%, respectivamente (ZACCARIOTTO
et al., 2006b) (Tabela 4).

Resultados observados em mesticos do Ceara evidenciaram frequéncias do
Hp' de 0,48 e na populacdo geral de Belém (Para) este indice foi de 0,47 (ARENDS
e GALLANGO, 1964; AYRES et al., 1976). A Tabela 4 mostra, de forma sucinta, as

frequéncias do alelo Hp' nos estudos realizados na populagao brasileira.

Tabela 4. Frequéncias do alelo Hp' na populacao brasileira.

Cidade Frequiéncias do alelo Hp*
Sao Paulo (Caucasoéide / Nao-caucasoide) 0,38/0,60
Rio de Janeiro  (Caucaso6ide / Nao-caucasbide) 0,49/0,56
S.J. do Rio Preto (Caucasoide / Nao-caucasoide) 0,39/0,57
Porto Alegre (Caucasoide / Nao-caucasoide) 0,41/0,64
Campinas 0,50
Campinas 0,46

Além dos trés principais fenotipos da haptoglobina tém-se observado outros
tipos com frequéncias muito baixas, como o caso do fendtipo Hp 0-0
(anaptoglobinemia) que esta presente na propor¢cédo de 1:1.000 em caucasianos,
enquanto em ndo caucasianos, especialmente do oeste da Africa este fenétipo é
mais frequente (>30%) do que em n&o caucasoides dos Estados Unidos (4%).
(ALLISON et al., 1958; GIBLETT, 1961; SCHULTZE e HEREMANS, 1966).

O fendtipo Hp 2-1M é raro nos caucasodides e orientais, mas ocorre em cerca
de 10% em nao caucasoides americanos (GIBLETT, 1959). Outros tipos como a Hp
Johnson e Calberg sao bastante raras nas populac¢des (GALATIUS-JENSEN, 1958).
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2. OBJETIVOS

No presente trabalho foi nosso propdésito:

1. Verificar o polimorfismo da haptoglobina, no que se refere aos seus tipos e
subtipos, em um grupo de doadores de sangue, assim como em individuos
que através da cinecoronariografia foram caracterizados como portadores
de doenga arterial coronariana e nao portadores de doenga arterial
coronariana.

2. Correlacionar a distribuicdo das frequéncias do polimorfismo da
haptoglobina quanto aos tipos e subtipos, bem como as freqiiéncias
génicas observadas nessas populagbes com a suscetibilidade para
desenvolver doencga arterial coronariana em uma amostra da populacao da

regido centro-oeste do Estado de Sao Paulo.

3. CASUISTICA

No presente estudo foram estabelecidos trés grupos constituidos por
moradores da regido de Sao José do Rio Preto, Estado de S&ao Paulo, sendo dois
deles formados por individuos classificados como portadores de doencga arterial
coronariana e nao portadores. Um terceiro grupo foi representado por doadores de
sangue. Nossos critérios de exclusdo para ambos os grupos foram faixa etaria
inferior a 18 anos ou estar gravida. A coleta do material foi realizada de agosto de
2007 a junho de 2008.

Os dois primeiros grupos foram estabelecidos pela equipe de cardiologistas
intervencionistas do setor de hemodinamica do Hospital de Base da FUNFARME da
cidade de Sao José do Rio Preto, Estado de Sao Paulo, sendo para isso utilizado
um teste padrdo ouro, a cinecoronariografia, que caracteriza presengca ou nao
presenca de doencga arterial coronariana.

A presenca da DAC foi considerada nos pacientes que apresentaram
coronariopatia obstrutiva por comprometimento importante (mais de 70% de
obstrugdo), moderado (obstrugéo de 50 a 60%) e discreto (obstrugéo de 30 a 40%).
Os néao portadores foram aqueles que no resultado da cinecoronariografia, na sua

maioria, ndo apresentaram qualquer alteracdo no exame, enquanto o restante nesse
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grupo apresentavam comprometimento da fungdo miocardica ou presenga de
vasculopatia.

Dessa forma, o grupo de portadores de DAC foi constituido por 125 individuos
cuja faixa etaria variava dos 34 a 84 anos, sendo 85 do sexo masculino (34 a 76
anos) e 40 do feminino (41 a 84 anos). O grupo de néo portadores de DAC foi
constituido de 69 individuos cuja faixa etaria variava de 32 a 80 anos, sendo 29 do
sexo masculino (32 a 71 anos) e 40 do sexo feminino (37 a 80 anos).

O terceiro grupo, representado pelos doadores de sangue, foi constituido por
124 individuos cuja faixa etaria variava dos 18 aos 53 anos, sendo 88 do sexo
masculino e 36 do sexo feminino.

Esse trabalho foi aprovado pelo Conselho do Programa de Pés-graduacao em
Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP e pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (Sao
Paulo) de acordo com a resolugdo CNS 196/96 sob o numero 2755/2007.

4. METODOLOGIA

As metodologias foram desenvolvidas no Laboratério de Hematologia do
Departamento de Analises Clinicas da FCF de Araraquara — UNESP.

A extracdo de DNA gendmico foi realizada com Kit para extracdo de DNA da
GE Healthcare (illustra blood genomicPrep Mini Spin Kit), segundo as orientacbes do

fornecedor descritas a seguir (Figura 2).

Lise de eritrocitos

¢ Adicionar solugdo de lise de eritrécitos 3X o volume da amostra em um
micro tubo de 1,5 mL;

¢ Adicionar 300 ul da amostra de sangue a solucao de lise de eritrocitos e
misturar por inversao (8 a 10 vezes);

e Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugar 12000 rpm por 1
minuto para formar o sedimento de glébulos brancos (pellet);

e Remover o sobrenadante (decantagéo ou aspiracao, sem remover o pellet).
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Extracao
e Ressuspender o pellet no sobrenadante residual por agitagéo vigorosa em

vortex;

e Antes de sedimentar, adicionar 500 ul da solugcédo de extracdo no pellet
ressuspendido e misturar no vortex;

e Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente;

e Enquanto incuba, preparar a coluna GFX® colocando-a no tubo coletor de 2
ml para a purificagdo (colocar tamp&o de eluicdo para pré-aquecer a 70°C);

Ligacdo do DNA a matrix da coluna

e Transferir a mistura da extragdo para a coluna GFX® e centrifugar 8000 rpm
por 1 minuto;
e Descartar o sobrenadante do tubo coletor e recolocar a coluna GFX® dentro

dele;

Lavagem
e Adicionar 500 ul de solucdo de extracdo na coluna. Centrifugar 8000 rpm

por 1 minuto;

e Descartar novamente o sobrenadante do tubo coletor e recolocar a coluna
GFX®;

e Adicionar 500 pl de solugao de lavagem na coluna GFX®. Centrifugar 12000
rom por 3 minutos;

e Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um micro tubo de 1,5 mL

(onde ficara o DNA eluido);

Eluicéo

e Aplicar 100 a 200 pl do tampé&o de eluigdo pré-aquecido ou agua na coluna
GFX®

(volumes menores que 50 ul centrifugar 12000 rpm para recuperar o DNA da
coluna)

¢ Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto;

e Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto para recuperar o DNA.



-33 -

LISE DE ERITROCITOS

EXTRAGAO E LIGAGAO DO DNA
A COLUNA

LAVAGEM

ELUICAO

DNA GENOMICO

Figura 2. Representacéo esquematica da extracao de DNA gendmico a partir do kit
de extracdo da GE Healthcare, illustra blood genomicPrep Mini Spin Kit (figura
retirado do cartdo de protocolo do fornecedor).

4.1. QUANTIFICACAO DO MATERIAL GENETICO

O material genético foi diluido na proporgéo 1:100 em agua ultra-pura, sendo
em seguida determinada a densidade ética em 260 e em 280 nm usando agua ultra-
pura como branco.

A concentracao de DNA foi calculada pela formula:

Concentracao da amostra em pg/mL = DO 260 nm X 50 X 100

O grau de pureza da amostra foi verificado através da relagdo DO 260 / DO
280, o que permitiu verificar a presenca de outras proteinas. As amostras de DNA a

serem amplificadas pela PCR apresentaram relagéo entre 1,7 e 2,0.
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4.2. PROCEDIMENTO DE AMPLIFICACAO DO MATERIAL GENETICO E
TRATAMENTO DO PRODUTO DA AMPLIFICACAO PARA A CARACTERIZACAO
DOS GENOTIPOS E DOS SUBTIPOS DA HAPTOGLOBINA

No DNA gendmico extraido foi realizada a reagdo de amplificagdo génica
conforme o seguinte protocolo: para um volume final de 50 uL de reacéo,
acrescentar 10 uL de tampdo da Go Taq DNA polimerase 5X adicionado de
marcador laranja e verde e MgCl, (concentracao final de 1,5 mM) (Promega); 1 uL
de uma mistura de desoxinucleotideo (dNTP) contendo 10 mM de cada uma das
bases A, T, C e G (concentracao final de 0,2 mM de cada dNTP); 0,25 uL de Go Taq
DNA polimerase (5 u/uL) (Promega) (concentracao final de 1,25 u); 50 a 100 ng de
DNA gendmico na dependéncia de sua concentracdo; 0,2 umol/L de cada primer
sense e antisense e completar o final da reagdo para 50 uL com agua livre de
nuclease.

Nessa mistura foram realizadas trés amplificagbes, sendo usados os
seguintes conjuntos de primers A > B; E > D e C — F, descritos abaixo (KOCH et
al., 2002, 2003).

Primer A : 5-gAggggAgCTTgCCTTTCCATTg-3’
Primer B : 5-gAgATTTTTgAgCCCTggCTggT-3’
Primer C : 5-CCTgCCTCgTATTAACTgCACCAT-3’
Primer D : 5-CCgAgTgCTCCACATAgCCATgT-3
Primer E : 5-gAggCgATgCCATgCAgCCTA-3’
Primer F : 5-CATTCAggAAgQTTTATCTCCA-3

O processo de amplificagéo foi realizado conforme os seguintes ciclos:
e Desnaturagéo inicial de 2 minutos a 95° C,
¢ 35 ciclos de reacao de PCR, sendo:
e 1 minuto de desnaturacao a 94° C,
e 2 minutos de anelamento a 69° C (para os primers A — B)
ou 64° C (para os primers E — D e primers C — F)
e 1 minuto de extensédo a 72°C,

e Extenséao final de 72° C por 7 minutos.
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O produto dessas amplificagdes foi digerido com a enzima de restricao Dra |,
de acordo com instrugbes do fabricante, seguido por eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, sendo os produtos obtidos corados com brometo de etideo e visualizados
em transiluminador.

O gene Hp' (AC004682 — EMBL/GenBank data libraries) quando amplificado
pelos primers A — B fornece um fragmento de 1757 pb se for do alelo Hp'S e de
1766 pb se for do alelo Hp'", que apés digestdo enzimatica com Dra | evidencia
fragmentos de 930 + 788 + 39 pb quando representa o Hp'" e de 1727 + 39 pb para
o Hp'® (Figura 3).

Hp' A D 3 3 <8
Exon 3 Exon 4
930 l 788 139
les
1727 139
leF

Figura 3. Representacdo esquematica da amplificagdo com os primers A — B
seguidos da restricdo enzimatica com Dra |, evidenciando os fragmentos em pb
para cada alelo (adaptada de CARTER e WORWOOD, 2007).

O gene Hp? (M69197 — EMBL/GenBank data libraries) quando amplificado
pelos primers E — D fornece um fragmento de 1465 pb ou de 1456 pb, na
dependéncia de seu subtipo, e que apds digestdo enzimatica com Dra | evidencia
fragmentos de 788 + 475 + 193 pb para os polimorfismos Hp?*F ou Hp®*® e de 1272

FF ou Hp®®. Quando esse gene é amplificado

+ 193 pb para os polimorfismos Hp
pelos primers C — F fornece um fragmento de 1222 pb ou de 1224 pb, também na

dependéncia de seu subtipo, e que apds digestdo enzimatica com Dra | evidencia
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fragmentos de 1068 + 156 pb para os polimorfismos Hp?*F ou Hp*" e de 927 + 156

288 2FS

+ 139 pb para os polimorfismos Hp“~® ou Hp“® (Figura 4). A associagcéo dessas

informagdes permite diferenciar esses polimorfismo.

E C D F
Hp? > > < <
Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6
475 l 788 1193
HpZSF
1561 1068
1272 l 193
szFF
1561 1068
475 788 193
HpZSS l l
1561 927 l 139
1272 193
HpZFS
1561 927 l 139

Figura 4. Representacdo esquematica da amplificagdo com os primers E —» D e
primers C — F seguidos da restricdo enzimatica com Dra |, evidenciando os
fragmentos em pares de bases para cada alelo (adaptada de CARTER e
WORWOOD, 2007).



-37-

4.3. ANALISE ESTATISTICA

As frequiéncias génicas referentes ao Hp' e Hp? assim como de seus subtipos
foram calculadas da maneira usual empregada nos casos de sistemas com dois
alelos.

As comparacgbes das distribuicdes e freqléncias genotipicas foram realizadas
através do teste do qui-quadrado (y°) entre os grupos em estudo, considerando-se
um nivel de significancia 5% (SCHEFLER, 1969).

5. RESULTADOS

O presente estudo foi realizado em doadores de sangue do Hemonucleo
Regional de Sdo José do Rio Preto e em pacientes que foram encaminhados ao
servico de hemodindmica do Hospital de Base da FUNFARME e passaram por
cinecoronariografia, sendo esses classificados como portadores de doenga arterial
coronariana e nao portadores pela equipe de clinicos cardiologistas responsaveis.

Os resultados foram obtidos, considerando nossos propésitos, pela extracao
do material genético de cada paciente, seguidos da amplificagdo com o conjunto de
primers A — B para verificar a presenca dos alelos Hp' e Hp? que apos atuagado da
enzima de restricdo Dra |, nos portadores do alelo Hp' permitia evidenciar os
subtipos Hp'® e Hp'". Em seguida era realizada a amplificagdo com os primers E —
D e primers C — F com o propdsito de caracterizar o alelo Hp?, que seguidos da
restricio por Dra | permitia caracterizar os subtipos Hp?*", Hp?"", Hp?*® e Hp*®.

Na Figura 5 temos o exemplo do material amplificado com os primers A —» B
evidenciando a possibilidade da caracterizagdo dos genoétipos Hp'/ Hp' quando da
presenca de banda de 1757 pb; Hp?/ Hp' quando presente bandas de 3481 e 1757
pb e Hp?/ Hp? com banda de 3481 pb.
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M 2 3 4 5 6 /7 8 9 10 11

3481 pb

1500 pb 1757 nb

M = marcador Ladder 100 pb (Promega)
Posicdes 2, 3, 4, 8 e 10 = Hp'/Hp*
Posicdes 5,6 e 9 = HJ:)Z/le

Posic&o 11 = Hp%/Hp

Posicdo 7 = material ndo amplificado

Figura 5. Produtos das amplificagcdes génicas com primers A — B.

Na Figura 6 exemplo do material amplificado em pares de bases com os
primers E - D e C — F, sendo essas necessarias na posterior caracterizagédo dos
subtipos Hp?>F, Hp?F, Hp?S e Hp*"®.
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2072 pb
1500 pb 1465 pb

1222 pb
600 pb

Posicdo 1 — marcador 100 pb (Invitrogen)
Posicdes 2, 3 e 4 — Hp®/Hp? (primers E — D)
Posicées 5, 6 e 7 — Hp?/Hp? (primers C — F)

Figura 6. Produtos das amplificacdes génicas com primersE - D e C —> F.

Na Tabela 5 apresentamos as distribuicdes das idades nos grupos analisados
no presente trabalho, evidenciando que para o grupo considerado como portador de
DAC do sexo masculino a concentragdo de pacientes encontra-se na faixa etaria dos
50 aos 69 anos, enquanto para aqueles do sexo feminino no mesmo grupo, observa-
se uma uniformidade de distribuicdo dos 40 aos 79 anos. Por sua vez, entre os
considerados com auséncia de DAC, apesar de o grupo ser pequeno, observa-se no
grupo masculino um numero semelhante entre as faixas etarias dos 30 aos 79 anos,
enquanto para o sexo feminino essa mesma semelhanca é observada entre as
faixas etaria dos 40 aos 69 anos. Entre os doadores de sangue de ambos o0s sexos,

o0 maior numero de individuos foi observado entre 18 a 29 anos.
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Tabela 5. Numero de individuos observados em diferentes faixas etarias em cada
grupo separado quanto aos sexos.

DAC Auséncia de DAC Doadores de Sangue
ldade (anos) Masc. Fem. Masc. Fem. Masc. Fem.

18 - 29 0 0 0 0 50 24
30 -39 4 0 4 1 17 4
40 - 49 14 9 6 13 16 5
50 - 59 29 10 9 11 5 3
60 — 69 25 9 6 11 0 0
70-79 13 10 4 3 0 0
80 — 89 0 2 0 1 0 0

Total 85 40 29 40 88 36

Na Tabela 6 estdo expressas as distribuicdes dos gendtipos da haptoglobina
observados entre os pacientes submetidos a cinecoronariografia e os doadores de
sangue, sendo que na mesma verificamos que a distribuicdo dos genoétipos da
haptoglobina para o grupo total dos 318 individuos analisados evidencia que os
homozigotos Hp? / Hp? e os heterozigotos Hp? / Hp' apresentam maior freqtiéncia
quando comparados com os homozigotos Hp' / Hp', sendo ainda encontrado em
menor freqiéncia o Hp®/ Hp°.

Quando os grupos eram observados separadamente verificamos que para os
doadores de sangue, 40,3% eram Hp?/ Hp?, seguidos de 29,0% de Hp?/ Hp', 28,2%

de Hp'/ Hp' e 2,4% de Hp°/ Hp®. Prevaléncias semelhantes foram observadas nos
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portadores de coronariopatia obstrutiva, sendo 38,4% de Hp?/ Hp?, 35,2% de Hp?/
Hp', 24,8% de Hp'/ Hp' e 1,6% de Hp®/ Hp®. Ja para o grupo de nao portadores de
doenga arterial coronariana houve uma inversdo sendo 40,6% de Hp? / Hp',
seguidos de 33,3% de Hp?/ Hp? e 26,1% de Hp'/ Hp'. Esses resultados evidenciam
entre os doadores de sangue e os portadores de DAC prevaléncia do homozigoto
Hp?/ Hp?, enquanto na auséncia de DAC a prevaléncia foi do Hp?/ Hp', sendo essas

diferengas n&o significativas.

Tabela 6. Distribuicdo dos gendtipos da haptoglobina em pacientes submetidos a
cinecoronariografia e em doadores de sangue da regido de S&do José do Rio Preto
(SP).

censiinos DAC Ausgr;\cci:a de Doggg;isede Total
n % n % n % n %
Hp'/ Hp' 31 24,8 18 26,1 35 28,2 84 26,4
Hp?/ Hp' 44 352 28 40,6 36 29,0 108 34,0
Hp?/ Hp? 48 38,4 23 33,3 50 40,3 121 38,1
Hp®%/ Hp° 2 16 0 0 3 24 5 1,6
Total 125 100 69 100 124 100 318 100

XZ DAC:Auséncia de DAC = 0,673 P =0,714 (ns)

v* DAC:Doador = 1,067 P = 0,587 (ns)

v? Auséncia de DAC: Doador = 2,386 P = 0,303 (ns)
(ns) = nao significativo

A Tabela 7 apresenta as freqliéncias dos genes Hp' e Hp? nos grupos de
doadores de sangue, portadores de DAC e ndo portadores de DAC. Na analise
desta tabela observamos que tanto no grupo total, quanto nos grupos analisados,

verificamos a prevaléncia do gene Hp? em relagdo ao gene Hp'.
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Tabela 7. Frequéncias dos genes Hp' e Hp? nos pacientes submetidos a
cinecoronariografia e nos doadores de sangue.

Auséncia de Doadores de

DAC
Alelos DAC Sangue Total
Hp' 043 0,46 0,44 0,44
Hp? 0,57 0,54 0,56 0,56

Os tipos da haptoglobina quando estratificados quanto aos sexos (Tabela 8)
mostram que nos trés grupos, o sexo masculino tem freqiiéncia maior para o
genotipo Hp? / Hp?, sendo 40,9% no grupo de doadores de sangue, 44,8% para os
nao portadores de DAC e 38,8% para os portadores de coronariopatia. Ja o sexo
feminino apresenta para as doadoras de sangue e portadoras de coronariopatia
maior freqliéncia para o gendtipo Hp? / Hp? (38,9% e 37,5%, respectivamente),
enquanto entre as n&o portadoras de DAC do sexo feminino, a maior freqiéncia € do
gendtipo Hp? / Hp' (42,5%). Esses resultados também nao evidenciaram diferencas

estatisticas significativas quando realizado o teste do qui-quadrado.
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Tabela 8. Distribuicdo dos gendtipos da haptoglobina observados nos pacientes
submetidos a cinecoronariografia e nos doadores de sangue quanto ao sexo.

DAC Auséncia de DAC Doadores de Sangue
GENOTIPOS Masc. Fem. Masc. Fem. Masc. Fem.
n % n % n % n % n % n %

Hp'/Hp' 18 212 13 325 5 172 13 325 22 250 13 36,1
Hp?/Hp' 32 376 12 30,0 11 379 17 425 27 30,7 9 250
Hp?/Hp? 33 388 15 375 13 448 10 259 36 40,9 14 38,9

Hp®/ Hp® 2 24 0 0 0 0 0 0 3 34 0 O

Total 85 100 40 100 29 100 40 100 88 100 36 100

v*DAC Masc.: DAC Fem. = 1,840 P =0,399 (ns)

v% Aus. de DAC Masc.: Aus. de DAC Fem =3,570 P =0,168 (ns)
x? Doador Masc: Doador Fem. = 1,377 P =0,502 (ns)

(ns) = ndo significativo

Nessa tabela quando aplicamos o teste estatistico considerando os sexos
separadamente para cada grupo né&o observamos diferencas estatisticas
significativas, nem para o grupo masculino (3> DAC Masc.: Aus. de DAC Masc. =
0,343 com P = 0,842; y? DAC Masc.: Doador Masc. = 0,930 com P = 0,628 e y* Aus.
DAC Masc: Doador Masc. = 0,959 com P = 0,619), nem para o grupo feminino (32
DAC Fem.: Aus. de DAC Fem. = 1,862 com P = 0,394; x> DAC Fem.: Doador Fem. =
0,253 com P = 0,881 e 3? Aus. DAC Fem.: Doador Fem. = 2,926 com P = 0,232).

Na Figura 7 apresentamos o produto da amplificagdo de homozigotos para o
alelo Hp' tratado com enzima de restricdo Dra |, o que permite caracterizar os
subtipos da haptoglobina na dependéncia das bandas visualizadas. Dessa forma,
bandas de 1727 pb caracterizam o subtipo Hp1s, bandas de 930 e 788 pb

caracterizam o subtipo Hp'" e a presenca das trés bandas o subtipo Hp'"/ Hp'®.



-44 -

2072 pb 1727 pb
1500 pb
930 pb
788 pb
600 pb

M = marcador Ladder 1OOSpb (Invitrogen)
Posicdes 2 e 7 = Hp*f/Hp*

Posicoes 3, 4, 5,8 e 9 = Hp*/Hp*"
Posicdo 6 = Hp™*/Hp™*®

Figura 7. Produtos dos homozigotos para o alelo Hp1 tratados com Dra .

A Figura 8 representa um exemplo do material amplificado com os primers E
— D e C —» F submetidos a restricdo enzimatica com Dra |, o que permite
caracterizar os subtipos da haptoglobina na dependéncia das bandas visualizadas.

Nesse exemplo, os produtos das amplificagbes génicas representam
genotipos homozigotos para Hp?/ Hp? que quando amplificados com os primers C —»
F e submetidos a restricao enzimatica demonstraram bandas de 927, 156 e 139 pb,

28S

referentes aos subtipos Hp ou HpZFS. Por sua vez quando essas mesmas

amostras foram amplificadas com os primers E —» D e tratadas com Dra |,

evidenciaram bandas de 1272 e de 193, sendo essas referentes aos subtipos Hp* "

ou Hp*S. Ao compararmos os produtos dessas duas restricbes enzimaticas

verificamos que nestes exemplos tratavam-se dos subtipos Hp?"/ Hp?S.
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1272 pb
927 pb

193 pb
156 pb
139 pb

M = marcador Ladder 100 gb (Invitrogen)

28

2FS
ouH
2FF P

Posicbes 2,3,4e5=Hp
ou szFs

Posicbes 6,7,8e 9=Hp

Figura 8. Restricdo enzimatica com Dra | das amplificacdes génicas com primers C
— F (posic¢des 2 a 5) e com os primers E — D (posigbes 6 a 9). As posi¢cdes de 2 a 5
tém o mesmo material genético das posigcdes de 6 a 9.

As restricdes enzimaticas com Dra | possibilitaram a verificagéo dos diferentes
subtipos da haptoglobina e que se encontram expressos na Tabela 9. Nesta
podemos observar que no grupo total de 313 subtipos analisados 27,5% sé&o Hp?S/
Hp®", seguidos de 16,0% do Hp**®/ Hp'", 11,5% do Hp**°/ Hp'S, 10,9% do Hp'®/
Hp'S e outros subtipos em menores porcentagens.

Ao analisarmos os grupos estudados separadamente, podemos dizer que o
subtipo Hp?® / Hp* foi 0 mais freqliente entre todos, sendo para os doadores de
sangue observado 24,8%, para os nao portadores de DAC 24,6% e para os
portadores de DAC 31,7%.

Nos doadores de sangue outros subtipos freqiientes foram Hp*" / Hp*"

(14,1%), Hp'" / Hp'™ (13,2%), Hp**S/ Hp'® (11,6%) e Hp**°/ Hp'" (10,7%). Por sua
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vez, entre os ndo portadores de DAC outros subtipos foram Hp?™® / Hp'" (18,8%),
Hp? S/ Hp'® (13,0%), Hp'S/ Hp'® (11,6%), e Hp'" / Hp'® (10,1%). Entre os portadores
de DAC outras maiores freqiiéncias foram Hp®™®/ Hp'" (19,5%), Hp'S / Hp'® (12,2%)
e Hp* S/ Hp'® (10,6%).

Tabela 9. Distribuicdo dos subtipos da haptoglobina observados em pacientes
submetidos a cinecoronariografia e em doadores de sangue da regido de Sao José

do Rio Preto (SP).

_ DAC Auséncia de Doadores de Total
Subtipos DAC Sangue
n % n % n % n %
Hp'S / Hp'S 15 12,2 8 11,6 11 9,1 34 10,9
Hp' / Hp'* 7 57 3 43 16 13,2 26 8,3
Hp'F / Hp'S 9 73 7 10,1 8 6,6 24 7.7
Hp*™® / Hp'* 24 19,5 13 18,8 13 10,7 50 16,0
HpFS / Hp'S 13 10,6 9 13,0 14 11,6 36 11,5
Hp*F / Hp'F 5 4,1 2 29 6 4,9 13 42
Hp*F / Hp'S 2 16 0 0 3 25 5 16
Hp?®S / Hp'F 0 0 5 7.2 0 0 5 16
Hp®S / Hp*™® 39 31,7 17 24,6 30 24,8 86 27,5
Hp®® / Hp*F 2 16 0 0 3 25 5 16
Hp® / Hp?SS 3 24 2 29 0 0 5 1,6
Hp? ™ / Hp*F 2 16 3 43 17 14,1 22 7,0
Hp?SS / Hp?® 2 1,6 0 0 0 0 2 06
Total 123 100 69 100 121 100 313 100
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A Tabela 10 apresenta as frequiéncias génicas dos subtipos encontrados nos
grupos de doadores de sangue, portadores de DAC e néao portadores de DAC, onde
podemos observar que o subtipo prevalente em todos os grupos foi o Hp?S. Os
demais subtipos apresentaram distribuicbes semelhantes entre os grupos
analisados. A aplicacdo do teste estatistico ndo evidenciou diferenca significativa
entre esses subtipos, no entanto quando consideramos somente os alelos Hp*° e
Hp* " verificamos diferencas estatisticas significativas quando comparamos os

pacientes com DAC e pacientes com auséncia de DAC com os doadores de sangue.

Tabela 10. FreqUéncias génicas dos subtipos encontrados nos pacientes com
doenca arterial coronariana, nos pacientes sem doenga arterial coronariana e nos
doadores de sangue.

Alelo DAC Auséncia de DAC Doadores de Total
Sangue

Hp'" 0,22 0,23 0,19 0,21

Hp'® 0,21 0,24 0,24 0,23

Hp®"S 0,49 0,42 0,37 0,43

Hp*F 0,05 0,06 0,19 0,11

Hp?®® 0,03 0,05 0 0,02

v?> DAC : Auséncia de DAC = 0,014 P = 1,000 (ns)

v*>DAC : Doador de Sangue= 0,133 P = 0,988 (ns)

v% Auséncia de DAC : Doador de Sangue = 0,125 P = 0,998 (ns)

v*>DAC : Doador de Sangue (Hp*® e Hp* ) = 3,983 P = 0,046 (*)

v* Auséncia de DAC : Doador de Sangue (Hp*™® e Hp*") = 4,189 P = 0,041 (*)
(ns) = nao significativo ( *) = significativo

A Tabela 11 foi reorganizada a partir da Tabela 9 com a intencdo da
aplicacado de um teste do qui-quadrado mais “poderoso” do ponto de vista estatistico,
sendo que nesta foi incluido um grupo classificado como outros, no qual foi

constituido pela somatéria de subtipos encontrados em pequenas porcentagens. Os
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demais subtipos considerados apresentavam freqiéncia de pelo menos 10% em
uma das caselas.

A partir desta, o qui-quadrado realizado entre os portadores de DAC e né&o
portadores (x* = 2,954; P = 1,000) e entre n3o portadores de DAC e doadores (y? =
10,934; P = 0,145) ndo foram estatisticamente significativos. Por sua vez, entre
portadores de DAC e doadores (y?> = 20,658; P = 0,004) o mesmo evidenciou

diferengas estatisticas significativas.

Tabela 11. Distribuicdo dos subtipos da haptoglobina observados em pacientes
submetidos a cinecoronariografia e em doadores de sangue da regido de Séao José
do Rio Preto (SP), onde os subtipos observados em menores porcentagens foram
agrupados como outros.

Auséncia de Doadores de

Subtipos DAC DAC Sangue Total
n % n % n % n %
Hp'S / Hp'S 15 12,2 8 11,6 11 9,1 34 10,8
Hp'" / Hp'* 7 57 3 43 16 13,2 26 8,3
Hp'" / Hp'S 9 73 7 10,1 8 66 24 77
Hp S/ Hp'* 24 19,5 13 18,8 13 10,7 50 16,0
Hp? S/ Hp'S 13 10,6 9 13,0 14 11,6 36 11,5
Hp®S / Hp?™® 39 317 17 24,6 30 24,8 86 27,5
HpF / Hp?F 2 16 3 43 17 14,1 22 7,0
Outros 14 11,4 9 13,0 12 99 35 11,2
Total 123 100 69 100 121 100 313 100

v? DAC:Auséncia de DAC = 2,954 P = 1,000 (ns)

v? DAC:Doador = 20,658 P = 0,004 (*)

v* Auséncia de DAC: Doador = 10,934 P = 0,145 (ns)
(ns) = n&o significativo ( * ) = significativo
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Os subtipos quando estratificados quanto aos sexos (Tabela 12) mostraram
nos trés grupos analisados que tanto para o sexo masculino como para feminino a
maior freqiéncia foi do HpZFS/ HpZFS.

Ao nos reportamos ao sexo masculino verificamos outras freqiéncias acima
de 10%, sendo entre os doadores de sangue Hp?°/ Hp'S > Hp*" / Hp*F > Hp'F /
Hp'F, nos nao portadores de DAC Hp*° / Hp'® > Hp**® / Hp'" > Hp*F / Hp* T,
enquanto no grupo de portadores de DAC Hp**°/ Hp'" > Hp'S/ Hp'® > Hp*™S/ Hp'S.

Quando essas mesmas consideragbes eram aplicadas ao sexo feminino
evidenciavam entre as doadoras de sangue Hp* "/ Hp*F = Hp'"/ Hp'" > Hp'S/ Hp'®
= Hp®™® / Hp'F, entre as nao portadoras de DAC Hp'®/ Hp' > Hp'F/ Hp'S > Hp*S/
Hp'S e nas portadoras de DAC Hp'" / Hp'® > Hp'®/ Hp'® = Hp?*® / Hp'F > Hp?"® /
Hp'S.

Nesses resultados o teste do qui-quadrado nao foi aplicado entre os sexos

considerando o pequeno numero de individuos observado na maioria dos subtipos.
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Tabela 12. Distribuicdo dos subtipos da haptoglobina observados nos pacientes
submetidos a cinecoronariografia e nos doadores de sangue quanto aos sexos.

DAC Auséncia de DAC Doadores de Sangue
Subtipos Masc. Fem. Masc. Fem. Masc. Fem.
% n % n % n % n % n %

(¢}

12,5 2 69

»
»

Hp'®/Hp' 10 12,0 15,0 7.1 5 13,9
Hp'" / Hp' 5 6,0 2 50 1 34 2 50 10 118 6 16,7
Hp'" / Hp'® 3 36 6 15,0 2 69 5 12,5 6 7,1 2 56
Hp*™/Hp"™ 19 22,9 5 12,5 4 13,8 9 225 8 94 5 13,9
Hp?S / Hp'® 9 10,8 4 10,0 5 17,2 4 100 13 153 1 28
Ho* /Hp"™ 2 24 3 75 1 34 1 25 3 35 3 83
Hp*F/Hp'S 2 24 0 0 0 0 0 0 3 35 0 0
Hp?S/Hp™ 0 0 0 0 2 69 3 75 0 0 0 0
Hp*™/Hp®™® 27 325 12 30,0 8 27,6 9 225 22 259 8 222
Hp? S /Hp*™ 1 1.2 1 25 0 0 0 0 3 35 0 0
Hp™™S /Hp®® 1 1,2 2 50 1 34 1 25 0 0 0 0

Hp*F /Hp™™ 2 24 0 0 3 10,3 0 0 11 12,9 6 16,7

Hp* /Hp*™® 2 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 83 100 40 100 29 100 40 100 85 100 36 100

Do mesmo modo que fizemos para os grupos nao estratificados quanto aos
sexos e na expectativa de obtermos um teste do qui-quadrado mais “poderoso”,
agrupamos e retiramos da tabela os subtipos encontrados em porcentagens

menores que 10% em todas as caselas (Tabela 13).
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A partir desses resultados optamos por comparar o sexo masculino com o
feminino no mesmo grupo e o mesmo sexo entre portadores de DAC e doadores de
sangue e nao portadores de DAC e doadores de sangue.

O teste do qui-quadrado n&do mostrou diferenca estatistica significativa
quando usado para comparar os individuos de um mesmo grupo com relagdo aos
sexos (Tabela 13). Por outro lado, na observacdo do sexo masculino houve
diferenca estatistica significante (P = 0,016) entre os portadores de DAC e os
doadores, assim como na observagéo para o sexo feminino também houve diferenca

estatistica significante (P = 0,05) entre os mesmos grupos.

Tabela 13. Distribuicdo dos subtipos da haptoglobina observados nos pacientes
submetidos a cinecoronariografia e nos doadores de sangue quanto aos sexos,
onde os subtipos encontrados em menores porcentagens foram excluidos.

DAC Auséncia de DAC Doadores de Sangue

Subtipos Masc. Fem. Masc. Fem. Masc. Fem.
% N % n % n % n % n %

Hp'S / Hp'® 10 13,3 5 14,7 2 8,0 6 171 6 79 5 15,2

Hp"/HP™ 5 67 2 59 1 40 2 57 10 132 6 182
Hp"/Hp'S 3 40 6 176 2 80 5 143 6 79 2 6/
Hp*S/Hp™ 19 253 5 147 4 160 9 257 8 105 5 152
HP*S/Hp'® 9 120 4 118 5 200 4 114 13 17,1 1 3,0
Hp™S/Hp™ 27 360 12 353 8 320 9 257 22 289 8 242

Hp*F /Hp™ 2 27 0 0 3 12,0 0 0 11 145 6 18,2

Total 75 100 34 100 25 100 35 100 76 100 33 100

v?> DAC Masc. : DAC Fem. = 7,442 P = 0,282 (ns)

v? Auséncia de DAC Masc. : Auséncia de DAC Fem. = 7,247 P = 0,299 (ns)
v%: Doador Masc. : Doador Fem. = 6,051 P = 0,417 (ns)

Xz DAC Masc. : Doador Masc. = 15,610 P =0,016 ( *)

v*: Auséncia de DAC Masc. : Doador Masc. = 2,154 P = 0,905 (ns)

v*>DAC Fem. : Doador Fem. = 12,588 P = 0,050 ( *)

v% Auséncia de DAC Fem. : Doador Fem. = 12,330 P = 0,055 (ns)

(ns) = n&o significativo ( *) = significativo
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6. DISCUSSAO

O polimorfismo da haptoglobina favoreceu o aparecimento de numerosas
investigacbes no sentido de verificar possiveis associagdes entre esta proteina e
diferentes doencas. Os estudos, de modo geral, associam os fendétipos da
haptoglobina com doencgas de origem parasitaria (ATKINSON et al., 2007; MINANG
et al., 2004; QUAYE et al., 2000); infecciosa, como tuberculose e HIV (DELANGHE
et al., 1998; KASVOSVE et al., 2000) e doengas né&o infecciosas, como obesidade,
diabetes e doenca arterial coronariana (CHIELLINI et al., 2004; LEVY, 2004; QUAYE
et al., 2006).

Varios estudos tém associado o alelo Hp? & susceptibilidade ou algumas
vezes a protecdo contra determinadas doencas infecciosas e n&o infecciosas e
segundo Quaye (2008) parece ser verificado uma vantagem seletiva deste alelo em
varias populagdes.

O nosso proposito em verificar possiveis correlagdes dos tipos e subtipos da
haptoglobina com portadores de doenga arterial coronariana foi motivado
basicamente pelos estudos de alguns autores que verificaram prevaléncia em um
dos tipos da haptoglobina ou na freqiiéncia génica de um dos alelos com doencas
cardiovasculares, enquanto outros autores ndo verificam essa correlagao.

Hong et al. (1997) e Levy et al. (2004) nao verificaram correlagdes dos tipos
da haptoglobina com doengas cardiovasculares, do mesmo modo que Frohlander e
Johnson (1989) e Chapelle et al. (1982) que nao observaram correlagdes entre os
tipos e frequéncia alélica em individuos que tiveram infarto do miocardio. Por sua
vez, Golabi et al. (1999) relatam aumento da freqiiéncia alélica do Hp' em doenca
arterial coronariana; De Bacquer et al. (2001) verificaram aumento do fenotipo Hp 1-
1 com o aumento do fator de risco em relagédo a mortalidade ocasionada por doenca
arterial coronariana; Delanghe et al. (1993, 1999) observaram aumento do Hp 2-2
em pacientes com doenca oclusiva arterial periférica e ndo observaram correlagcao
entre a distribuicdo fenotipica e nem na freqiéncia alélica com portadores de
hipertenséo arterial e Surya et al. (1987) que observaram aumento do fen6tipo Hp 2-
2 na hipertensao essencial.

Alguns outros autores (HOCHBERG et al., 2002; LEVY, 2003; ROGUIN, et al.,
2003; SULEIMAN et al., 2005) realizaram esse tipo de correlagdo em pacientes

portadores de uma doencga de fundo e que como consequéncia podem apresentar
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doenga cardiovascular, relatando prevaléncia do Hp 2-2 nesses individuos,
sugerindo que esse fendtipo torna os individuos portadores de diabetes mais
susceptiveis a doencgas cardiovasculares.

Densem et al. (2004) observaram pacientes que haviam sido submetidos a
transplantes cardiacos e compararam com doadores de sangue, sendo que 0s
resultados ndo mostraram diferengas significativas da distribuicdo dos fenétipos da
haptoglobina entre os grupos analisados. Entretanto, relatam que entre os
transplantados a maior freqtiéncia foi de portadores do fenétipo Hp 2-1, acreditando
ser esse fendtipo um importante prognéstico de doengas coronarianas sugestivas de
transplante.

Em 2001, Schaer et al. propuseram que o complexo formado entre a
haptoglobina e a hemoglobina ativava macrofagos através de um receptor
especifico, o CD163, que segundo Ratcliffe et al. (2001) é expresso na superficie
das membranas dos monécitos e macréfagos na fase inicial das lesdes
ateroscleroticas, sendo um mediador do reconhecimento e ligacdo da hemoglobina
livre. Apos a interacdo Hp-Hb ocorre a liberagao de citocinas pro-inflamatérias que
levam a inflamacéo e proliferacdo de macrofagos o que caracteriza a progresséo da
lesdo. Esses estudos demonstraram que a reconhecida alta afinidade do fenétipo
Hp2-2 na formacédo do complexo com a hemoglobina induz a sinais maiores de
resposta inflamatéria, o que poderia explicar a associagdo deste fenétipo com a
maior incidéncia de complicagdes vasculares.

Na literatura séo raros os relatos da verificagcdo dos subtipos da haptoglobina
com esse tipo de doencga, destacando o estudo de Koch et al. (2003) que verificaram
as distribui¢des dos subtipos em uma populagéo que tiveram algum efeito adverso
apos intervencdo nas arteriais coronarianas, observando maiores freqiéncias
genotipicas do Hp*™® / Hp*®, seguidas dos Hp**°/ Hp'S, Hp*™®/ Hp'", Hp'" / Hp'®, o
que demonstrou aumento expressivo do subtipo alélico Hp?S.

Dessa forma, nossa pergunta inicial era se em uma amostra de nossa
populagao portadora de doenca arterial coronariana poderia existir uma correlagao
de gendtipos da haptoglobina com essa doenca e se algum subtipo da haptoglobina,
em particular, poderia estar favorecendo ainda mais esta susceptibilidade.

Outra intencédo no presente trabalho era estabelecer uma metodologia capaz

de ser realizada em nosso laboratério, que apresentasse reprodutibilidade e
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confiabilidade e que pudesse ser repetida em qualquer outro laboratério que se
interessasse em realizar esse tipo de estudo.

Assim, optamos por realizar essa caracterizagdo por biologia molecular,
especificamente por amplificacdo do material genético (PCR), seguida de restricao
enzimatica, que dentre as técnicas moleculares tem se mostrado a mais rapida e
com custos mais acessiveis.

A extragdo do material genético foi realizada através de kit comercial, sendo
que o mesmo se mostrou de facil realizacdo, rapido e com excelente recuperacao do
DNA, principalmente seguindo as recomendacbes do fabricante que aconselha
realizar esse procedimento em sangue total colhido até dois dias. Observamos que
periodos maiores de armazenagem n&o impedem a extragdo, no entanto, diminuem
a quantidade e qualidade do DNA gendmico extraido. Outra vantagem detectada no
uso de kit foi a rapidez da extracdo, pois enquanto métodos tradicionais levam 2 dias
para completar o processo, os kits levam em torno de 5 horas para uma quantidade
de 20 amostras, agilizando o processo de analise.

Os grupos analisados no presente trabalho foram oriundos da mesma regiao,
ou seja, de uma populacdo com a mesma origem antropolégica e com o proposito de
minimizar possiveis variabilidades genéticas na distribuicdo do polimorfismo
analisado. O estabelecimento dos grupos portadores e ndo portadores de DAC foi
realizado com o auxilio de clinicos cardiologistas do servico de hemodinamica do
Hospital de Base da FUNFARME, da cidade de Sao José do Rio Preto, Estado de
Sao Paulo.

Tivemos dificuldade em obter um numero de individuos com auséncia de DAC
proximo aos nossos interesses, considerando que a maioria dos pacientes que
procuravam o servigo, ou que eram aconselhados a realizar a cinecoronariografia,
apresentava algum tipo de obstrugéo.

Em nosso estudo pudemos observar que a idade dos pacientes com DAC
(Tabela 5) do sexo masculino variava de 34 a 76 anos e no sexo feminino de 41 a
84 anos.

E reconhecido que o sexo feminino teoricamente esta “protegido” contra a
doencga cardiovascular durante a idade fértil pelo possivel papel dos estrégenos,
assim esta doencga, em geral, se manifesta 10 anos mais tarde que no homem.

Todavia se considerarmos a possibilidade do aumento de multiplos fatores de risco e
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a varias possiveis doencas em faixas etarias mais avangadas, o prognéstico dessa
doenca nesse sexo parece ser mais desfavoravel (LUZ e SOLIMENE, 1999).

Esse fato talvez justifique em nosso grupo de estudo com DAC termos uma
amostra maior do sexo masculino do que no feminino, enquanto no grupo com
auséncia de DAC o grupo feminino ser maior. Por outro lado, é reconhecido que
apenas 50% das mulheres com sintomas sugestivos de angina apresentam leséo
obstrutiva significativa na cinecoronariografia (SMANIO, 2007).

Os resultados observados quanto aos tipos da haptoglobina (Tabela 6)
evidenciam que para o grupo total de individuos analisados o gendtipo Hp? / Hp?
apresenta maior freqiiéncia, seguidos dos Hp? / Hp' e do Hp' / Hp'. Essa mesma
distribuicéo foi verificada para o grupo dos doadores de sangue e pacientes com
DAC, sendo que para o grupo de pacientes considerados sem DAC ocorreu uma
pequena inversio, sendo predominante o gendtipo heterozigoto Hp? / Hp', seguidos
do Hp? / Hp? e do Hp' / Hp'. A anaptoglobinemia foi verificada em pequenas
porcentagens para ambos os grupos.

O teste estatistico aplicado nesses grupos nao evidenciou diferencas
estaticas significativas, demonstrando que ambos o0s grupos apresentam
distribuicdes muito semelhantes com relagdo aos tipos da haptoglobina, n&o sendo
possivel correlacionar algum dos genétipos com a presencga ou auséncia de DAC.

Moreira (1987) ao verificar a distribuicado dos fendtipos da haptoglobina em
uma populagédo da regido de Sao José do Rio Preto, estado de S&do Paulo, relata
maior freqiiéncia do Hp? / Hp', seguidos do Hp? / Hp? e do Hp' / Hp', 0 que concorda
com os resultados observados para o nosso grupo de nao portadores de DAC, mas
€ discordante do apresentado para os grupos de doadores de sangue e dos
portadores de DAC.

Outros trabalhos realizados no estado de Sao Paulo e que verificam essas
distribuicbes afirmam algumas vezes prevaléncia do Hp? / Hp1 em um grupo
considerado normal (CAMPREGHER et al.,, 2004; ZACCARIOTTO et al. 2006b),
enquanto um outro verifica prevaléncia do Hp? / Hp? (GROTTO et al. 1994).

A verificagcdo da associacdo dos tipos da haptoglobina com doencas
realizadas no Brasil, como leucemias; pacientes infectados pelo virus HIV; beta
talassemia heterozigota e anemia ferropriva (GROTTO et al., 1994; CAMPREGHER
et al., 2004; ZACCARIOTTO et al.,, 2006b) também n&o evidenciam diferengas
significativas na avaliacdo de seus resultados, ou seja, nas doengas verificadas n&o
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se observa correlacdo com os tipos da haptoglobina e, portanto, do mesmo modo
que no nosso trabalho, ndo se pode implicar um dos fenétipos como responsavel
pelo aparecimento das mesmas.

O calculo das frequiéncias alélicas dos genes Hp' e do Hp? (Tabela 7)
evidenciou distribuicdo génica semelhante entre os grupos analisados em nosso
estudo, com o Hp? maior que o Hp', sendo esse Ultimo, no grupo total de 0,44.

Esse resultado é semelhante ao observado em trabalho realizado na cidade
de Campinas (ZACCARIOTTO et al., 2006b) onde o Hp' evidenciou freqiiéncia
génica de 0,46. Todavia, mostra-se discordante dos trabalhos realizados na
populacao brasileira do Estado de Sao Paulo (CAMPREGHER et al., 2004) onde
frequiéncia génica do Hp' foi de 0,50, dos realizados nas populacdes de Sdo José do
Rio Preto (MOREIRA e NAOUM, 1990), do Rio de Janeiro (ROCHA et al., 1973) e da
cidade de S&o Paulo (HOXTER et al., 1965) cujas freqiéncias do Hp' foram de 0,39,
0,49 e 0,38 respectivamente.

Com excegdo do trabalho de Zaccariotto et al. (2006b) que verificaram os
genotipos da haptoglobina por metodologia molecular, os demais realizaram outras
metodologias, o0 que provavelmente poderia explicar essa discrepancia.

Quando nossos resultados eram vistos com relagédo as diferencas sexuais
(Tabela 8) era verificado que, apesar de algum dos grupos separados quanto aos
sexos apresentarem diferengas numéricas quanto as distribuicdes observadas nos
grupos néao estratificados, os mesmos ndo demonstraram diferengas estatisticas
significativas.

Na literatura brasileira ndo encontramos trabalhos que relatam a distribuicédo
dos tipos da haptoglobina com relagao aos sexos.

Com relacdo a distribuicdo dos subtipos da haptoglobina (Tabela 9) o
prevalente em todos os grupos foi representado pelo Hp*® / Hp®™S. Entretanto o
segundo prevalente variava na dependéncia do grupo analisado, sendo para os
grupos de portadores de DAC e de auséncia de DAC representado pelo Hp? S /
Hp'", enquanto que entre os doadores de sangue era o Hp*" / Hp*". O terceiro em
expressao era representado pelo Hp'® / Hp'® nos portadores de DAC, Hp?S/ Hp'S
naqueles com auséncia de DAC e Hp'"/ Hp' entre os doadores de sangue.

Os resultados verificados para a segunda prevaléncia evidenciam um

2FS

aumento do Hp“> nos individuos que de algum modo procuravam o servigo de
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hemodinamica e poderiam ser considerados como um grupo de risco para DAC
quando comparados aos doadores de sangue.

Esse fato pode ser somado ao verificado entre o terceiro e quarto em
expressao para os portadores de DAC, onde temos 15 individuos com Hp'S/ Hp'Se
13 individuos com Hp®™® / Hp'S, nimero esses proximos, o que nos leva a pensar
gue se a amostra nesse grupo fosse maior poderiamos ter outro tipo de concluséo.
Essa mesma consideracdo pode ser realizada para o grupo com auséncia de DAC,
onde observamos com relagdo ao terceiro e quarto mais frequentes, 8 individuos
com Hp'S/ Hp'S e 9 individuos com Hp? S/ Hp'S.

O caélculo das frequéncias génicas a partir das distribuicbes dos subtipos
observados para os grupos em estudo (Tabela 10), revela prevaléncia do alelo Hp?"®
para todos os grupos, seguidas do Hp'S para os individuos com auséncia de DAC e
para os dos doadores de sangue, mas do Hp'F para os portadores de DAC.

Apesar da comparacao estatistica entre todas as freqliéncias génicas dos
subtipos ndo se mostrar significativa, a observacéao individual dos valores referentes

2FS

ao Hp“ > entre os portadores de DAC e os doadores de sangue apresentam uma

diferenca de 12 pontos a mais e para o Hp*"

essa diferenca € de 14 pontos a
menos. Entre os com auséncia de DAC quando comparados aos doadores de
sangue essa diferenca para o Hp™® foi de 5 pontos a mais e para o Hp* " foi de 13
pontos a menos. Quando consideramos somente esses dois alelos verificamos
diferencas estatisticas significativas, o que evidencia para os portadores de DAC e

com auséncia de DAC maior freqtiéncia do alelo Hp*™®

com relagédo aos doadores de
sangue.

Resultados da literatura quanto a pacientes que tiveram algum efeito adverso
apos intervencao nas artérias coronarianas, mostram freqiéncia maior do subtipo
Hp*® e uma baixa freqiéncia do subtipo Hp*" (KOCH et al., 2003), o que corrobora
com nossos resultados.

Ao reorganizarmos a Tabela 9 com o interesse de agruparmos subtipos com
menores freqiéncias (Tabela 11), foi observada diferenca estatistica significativa
entre os pacientes com DAC quando comparado aos doadores de sangue, muito

2FS | Hp?™® e a diminuicdo do Hp* " / Hp* entre

2FS / Hp2FS

provavelmente pelo aumento do Hp
os pacientes com DAC e do aumento do Hp e diminuigao do Hp'f/ Hp'®

entre os doadores de sangue.
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Grotto et al. (1993) em um estudo entre grupos caucasoéides e né&o-
caucasoides de individuos normais da cidade de Campinas, Estado de S&o Paulo,
identificaram, por causa da metodologia aplicada, apenas os subtipos Hp'" e Hp'®,
relatando ndo observarem diferengas significativas entre os analisados. Nossos
resultados para os alelos Hp'f e Hp1S também se mostraram bastante semelhantes
quanto a sua distribuicdo para os trés grupos analisados (Tabela 10).

A estratificacdo dos subtipos quanto aos sexos evidenciou, para os trés
grupos analisados e tanto para o sexo masculino como para o feminino de cada

grupo, a mesma prevaléncia do Hp* s / Hp?"®

observada para esses grupos quando
néo estratificados.

Na tabela 12 verificamos alguns subtipos com numero muito pequeno de
representante dos mesmos, o que fez optarmos pela verificacdo dessa distribuicdo
eliminando esses subtipos (Tabela 13). Nessa, os portadores de DAC do sexo
masculino e do sexo feminino evidenciaram diferencas estatisticas significativas
quando comparados aos doadores de sangue do mesmo sexo, o que nao foi
evidenciado na comparacado daqueles com auséncia de DAC com os doadores de
sangue, considerando 0s sexos.

A verificagcdo da associagdo dos gendtipos da haptoglobina com doenca
arterial coronariana e a tentativa de responsabilizar um deles como responsavel pela
promocgédo de uma defesa ou uma susceptibilidade a mesma, ainda € questionavel
se considerarmos os tipos da haptoglobina, o que tem sido relatado em alguns
trabalhos e verificado no nosso. Entretanto, a verificagdo dos subtipos, realizado
raramente, e com a caracterizacdo dos subtipos do Hp? parece indicar uma
correlagdo entre esses e a presenga da doenga, podendo-se, pelos resultados

2FS

apresentados, considerar o alelo Hp“® como um diferencial nesse estudo, motivo

pelo quais outros estudos sao necessarios.
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7. CONCLUSOES

Os resultados no presente trabalho permitiram concluir:

1. A caracterizagado dos tipos e subtipos da haptoglobina por amplificagcdo do
material genético (PCR), seguida de restricdo enzimatica, mostrou ser uma

técnica rapida e de facil realizagéo.

2. A extragdo do material genético através de kit comercial mostrou ser de facil
realizagdo, rapida, com excelente quantidade e qualidade do DNA e com a
vantagem de poder ser aplicada concomitantemente a um grande numero de

amostras.

3. A verificacdo dos tipos de haptoglobina nos grupos analisados né&o
apresentou diferencas estatisticas significativas, sendo que os individuos
caracterizados como portadores de doenca arterial coronariana e os doadores
de sangue evidenciaram maior freqiéncia do genotipo Hp? / Hp? do que

aqueles que nio apresentam essa doenca.

4. Os pacientes caracterizados como nao portadores de DAC apresentaram
maior freqiiéncia para o gendétipo heterozigoto, sendo que a mesma nao
revelou diferengas estatisticas significativas com relagédo aos outros grupos

analisados.

5. A freqiiéncia alélica do Hp? se mostrou maior que o Hp' para os trés grupos
analisados, sendo esse resultado semelhante a maioria dos trabalhos

realizados no Brasil, ndo importando o grupo populacional analisado.

6. As distribuicbes dos tipos da haptoglobina estratificadas quanto aos sexos,
apesar de algum dos grupos apresentarem diferengas numéricas com relagéo
aquelas observadas nos grupos nao estratificados, ndo demonstraram

diferencas estatisticas significativas.

7. A distribuicdo dos subtipos da haptoglobina revelou que o prevalente em

2FS / Hp2FS 2FS /

todos os grupos foi representado pelo Hp , seguidos pelo Hp
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Hp'" para o grupo de portadores de DAC e para os com auséncia de DAC e
do Hp** / Hp*F para os doadores de sangue. O terceiro em expressao foi
representado pelo Hp'® / Hp'® nos portadores de DAC, Hp?*® / Hp'® naqueles

com auséncia de DAC e Hp'"/ Hp'F entre os doadores de sangue.

Esses resultados, principalmente se considerarmos o subtipo expresso em

2FS associado a

segunda prevaléncia, parecem indicar um aumento do Hp
outro alelo nos individuos considerados como grupo de risco para DAC

quando comparados aos doadores de sangue.

As freqUéncias génicas calculadas a partir das distribuicbes dos subtipos
observados para os grupos em estudo, revelam prevaléncia do alelo Hp2FS
para todos os grupos, seguidas do Hp1S para os individuos com auséncia de
DAC e para os dos doadores de sangue, mas do Hp'™ para os portadores de

DAC.

10. Apesar da comparacao estatistica entre todas as freqiéncias génicas dos

11.

subtipos ndo se mostrar significativa, quando consideramos somente os

2FS 2FF

alelos Hp“"® e Hp“' ", verificamos diferencas estatisticas significativas, o que

reforca para os portadores de DAC e com auséncia de DAC maior freqiiéncia

2FS

do alelo Hp“ > com relagao aos doadores de sangue.

Os portadores de DAC dos sexos masculino e feminino evidenciaram
diferencas estatisticas significativas quando comparados aos doadores de
sangue do mesmo sexo, o que nao foi evidenciado na comparacéo daqueles

com auséncia de DAC com os doadores de sangue, considerando 0os sexos.

12. Apesar de questionavel, parece valido aplicar de forma rotineira a verificacéo

e associagcdo dos tipos e subtipos da haptoglobina com doenga arterial
coronariana na tentativa de responsabilizar um deles como responsavel pela
promoc¢ao de uma defesa ou uma susceptibilidade a mesma, sendo no

2FS

presente trabalho possivel responsabilizar o alelo Hp“ > como um diferencial

nesse estudo.
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APENDICE

Sequiéncia de nucleotideos referentes a amplificagdo do gene Hp' (mais
especificamente Hp'®) com os oligonucleotideos sintéticos A (em vermelho) e B (em
azul), de acordo com a sequéncia contida no EMBL/GenBank Data Libraries sob o

numero de acesso AC004682. Grifado em amarelo os sitios de restricdo da enzima

Dra l.

186721
186781
186841
186901
186961
187021
187081
187141
187201
187261
187321
187381
187441
187501
187561
187621
187681
187741
187801
187861
187921
187981
188041
188101
188161
188221
188281
188341
188401
188461
188521
188581
188641
188701
188761
188821
188881
188941
189001
189061
189121

tgtcactgct
atttccaata
gctctatttc
ctggtgaact
aaattcattg
agagcagcac
gcatttccac
aaggagagag
ctcctgctag
gcttgcttct
aatctgtggg
acccttggtg
cggttctccc
ctgtgcctct
acctgcttca
gtttaaggtg
tagaccccgt
ggacaaaaag
tgctggaagc
ggtcacagcc
ggctgcctga
agtgaaaaca
taaagccctt
cagcattcct
aggtaggctg
ttagtctgcc
ctggctccaa
aatgtcagag
ccttctgtgc
ccatgtgcaa
agtttgctat
tctgcacatc
tttctggcag
gggggaattg
ctcctaccca
aaaaagctgt
caaggaggag
atgcatgtac
agaaaagaaa
tacacacttt
ttctgcagaa

gcgtaaagta
gttgcagttt
ccacttttct
gtattatatt
aaagggctag
tggctggagce
accagtaaga
caacagctcc
gcttccatgg
ccttagaccc
cgatgtagac
acccttaggg
acatccctcc
aggacgttcc
cattcaggaa
tacactcctg
gcagagtgag
gaaggggaaa
caagtgcctg
aagcagtaca
atttgggcaa
ataaactctg
agagcagtgc
tcttttccca
catggcatcg
caaagggcca
ggagagcaac
aagggggttg
gcagtttgta
tctcgggggg
ttggaaattg
aatctccttc
gaaccccaat
ggtgttctca
accaaagact
ccccagagca
tggaaagcta
acacacacac
gtcgatatat
agcagcttct
gctt

gaaagattta
taaaataatt
aacaaaggaa
taaacaatta
gggctacaat
tcagattttg
gcagaagagg
tcctaataac
attaagattt
agggctctct
aatggattca
agtcatcacc
tcctggcetct
ccgctggacg
gtttatctcc
aaacaaaagg
aaggcattta
aggagagagt
gatgccagtt
gggagggctc
gatactcaac
ttcagaggga
caggacagca
catctgctgg
cctcccctta
tggctactgg
gaactttctg
tatgtagggc
gtagttctta
cttcgggcag
ttcccagtga
caccccgaat
gttctttatg
gagagagtgc
gacctgcgat
ggagggcaat
gtctccctgc
acacacatgc
ggaagtgcta
gagcatacca

aatgctttgc
ctgtttttta
gtgggaaata
tcccaataaa
aattcattct
tagatggtgc
ctgggccttt
gagaagcagg
tatgtcattc
agcaggctct
gccagtgccc
taactgctta
tgtgtgctca
cctgcctgct
aacagcctta
caagaagtga
aagagaagaa
atatgagaag
aagcccagca
agggttcaaa
ctgtctgtgc
tactgtgagg
agactcacta
agatgtaaat
acaaaacaga
cgacaaaacg
gcgaatcacc
atggagacag
cactggtagc
ccgtcatctg
accgtgaaaa
agaagccaat
gtcctgaaag
agacccgaga
atccgtgaca
gacagctccc
ttcacagcac
atacacacac
ggaccaagaa
agcttccagc

ccttaccacc
aattgtttac
ctgagatttt
ggaatttcca
ctctaaagaa
agttaatacg
gcctcttgtt
agttccagcc
cttgacttgt
ctgtatgcac
ttcaggccct
agtctctccc
gaggaagccg
ctcttaagtg
tttatccact
gccaaaggag
ctaaaaggaa
gaggaaggga
gaacacactg
tcctgactct
ctcagtttcc
actaagtgag
ggtgagggtg
gtgactctga
aaacttgagg
cttattagaa
tcagcaccac
ttgtccacat
gaaccgagtg
caaagagaga
gtcagatgag
ggaaaggcaa
cccagaggtc
gggtcagagt
tcattgcctg
agggcactgc
atgcatgcat
actcctccca
attgccccca
aagccctgtc

tgctgatctc
attacaaaaa
tgagccctgg
caattccctg
agatgaatct
aggcaggttg
ctgagaatga
catgtccagc
tctccctgga
aggctctcct
aatgaacaag
tggccagctg
cactggaagg
ctcagcaccc
gcttctcatt
aagtcaagtc
gaggaaaagg
aagagtgctg
tggtcatggc
gcctcttaca
ttatcagcaa
caaataagta
acatcatcat
gatttacatg
ctgacaaaag
tctaaatctc
ccatcatgga
cttaccatct
ctccacatag
gaagccagag
cgggagctgc
gctcccctca
gagataagaa
gggatgcaca
agtccactgc
agagagaaga
ccacacacac
cttagcagcc
cacctgccca
ctgctgggaa
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Sequiéncia de nucleotideos referentes a amplificacdo do gene Hp? (mais

especificamente Hp? )

com os oligonucleotideos sintéticos C (em vermelho) e F (em
azul), de acordo com a sequéncia contida no EMBL/GenBank Data Libraries sob o

numero de acesso M69197. Grifado em amarelo os sitios de restricdo da enzima

Dra l.

4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641

tattaggagg
tcttctgcte
aaatctgagc
tgtagcccct
attgtttaaa
agagcagctc
actctctggc
tggctatgtg
aggagatggt
atttccatga
caggagattt
taacttttgt
cctcatgtaa
ctgatgatga
ttatacttat
actttgctga
gcctgtaaga
accgccatga
gcacagcact
tcccectttte
ctagacttga
aacaatgaga
ggtgggtgct
cagccttcca

agctgttgct
ttactggtgt
tccagccagt
agccctttca
tataatacag
ccgctcatct
ttctctctct
gagcactcgg
aagatgtgga
tgggtggtgc
agattctaat
cagcctcaag
atctcagagt
tgtcaccctc
ttgctcactt
taaggaaact
ggcagagtca
ccacagtgtg
ctttcccttc
ctcttccttt
cttctccttt
agcagtggat
gagcacttaa
gtgcggcttc

ctctcctttc
ggaaatgcca
gctgctctag
atgaatttca
ttcgcgagcet
gacttttcac
ttgcagatga
ttcgctacca
caactgtctc
tgaggtgatt
aagcgttttg
ttttctgttt
cagatttaca
acctagtgag
agtcctcaca
gaggcacaga
ggatttgaac
ttctgctggg
ctccttctca
tagttcttct
ggctcacttc
aaataaggct
gagagcaggc
ctctgagcac

attctcagaa
acctgcctcg
attcatcttt
gggaattgtg
tctattcggg
ggttcactgg
cggctgcccg
gtgtaagaac
catgccctac
cgccagaaag
tcgccagtag
tgttaagggg
tctccagcag
tcttgctgte
gtatccctct
caggttgagt
cctgagccct
cttaactggc
tatactctct
ctttaaatgc
ttgccttttg
gttggagata
aggcgtccag
acaagagcca

ccagaggcaa
tattaactgc
ctttagagag
gaaattcctt
gtggaaggag
gaacaatttc
aagccccccg
tactacaaac
atacaacccc
ttcgttgctc
ccatggccct
aggcgatgcc
atgtgggaaa
ctggcactgc
gaacagagtt
atcttgccca
ccctgtactg
atccaggcac
ccttttcccc
cttctcactc
tttcaggagt
aacttcctga

cggggaacgt
ggaggaggga

agacccagcc
accatctaca
aatgaattat
tattgggata
attgatgtgc
caaatagcaa
agattgcaca
tgcgcacaga
cttctctgac
tccttggagce
ttgggcagac
atgcagccta
agaaggaatg
tctaagggct
tattgttttc
aattcaggca
cttggctgtg
ttggcttcca
ttcctttttg
tgcacggggt
gtacacctta
atgtgaagca
cctagaggca
tgtgggagaa
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Todas as informagdes acima foram a mim explicadas, verbal e detalhadamente,

pelo pesquisador.
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Abstract

Introduction - The haptoglobin polymorphism has been correlated with diseases and
some studies associate Hp? allele to the susceptibility or defense of the same ones.
Materials and Methods — Haptoglobin types and subtypes were analyzed by DNA
amplification and enzyme restriction in 125 patients with coronary artery disease
characterized by coronary angiography and 124 blood donors.

Results - The haptoglobin genotypes distribution in the analyzed groups showed
prevalence of Hp?/Hp? followed by Hp*Hp' and Hp'/Hp', the allele frequency of Hp?

was higher than Hp'. The subtype Hp* S/Hp?FS

showed to be the prevalent for all
groups and the less frequent among patients with CAD was Hp*"/Hp*" and among
the blood donors was Hp'"/Hp'S. The subtypes allele frequencies presented higher

2FS 2FF

prevalence for Hp“ ® and smaller for Hp“" ", and the comparison among them

evidenced significant statistical difference.

Conclusion - The subtype Hp? " /Hp**

showed to be the least frequent among the
patients with CAD that wasn’t observed among the blood donors, which can implicate
this subtype as favorable the coronary artery disease, which has high mortality rate

and a consequent decrease of individuals with CAD of the same among populations.

Key words: Haptoglobin polymorphism, coronary artery disease, blood donors,

correlation polymorphism and disease, PCR - enzyme restriction.



-84 -

Introduction

The haptoglobin polymorphism has been correlated with parasitic diseases,
infectious diseases, obesity, diabetes, coronary artery disease (CAD), among others
[1].

Some studies associate the Hp? allele with the susceptibility or sometimes with the
protection against certain infectious and non-infectious diseases, according to Quaye
[1] it seems to occur a selective advantage of this allele in various populations.

Our purpose in verifying possible correlations of haptoglobin types and subtypes in
patients with CAD was basically motivated by the studies of Delanghe et al. [2,3],
Golabi et al. [4], Bacquer et al. [5] who verified prevalence of one of haptoglobin
types or one of the alleles with cardiovascular diseases, while other authors don't
verify this correlation [6,7]. Thus, in this assignment we made the verification in
patients with CAD and in blood donors, an attempt to correlate the haptoglobin
genotypes and their allele frequencies with the susceptibility in developing CAD in a

sample of Brazilian population.

Materials and Methods

Two groups were established by residents of S&o José do Rio Preto and
surrounding, Sao Paulo State, Brazil, we analyzed 125 individuals classified by
coronary angiography as patients with CAD and 124 blood donors. The Institutional
Ethical Committee approved this study and the consent obtained from all participants.
Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes with use of the GE
Healthcare kit [8]. The mixture reaction of the amplification was made in final volume
of 50 uL containing 10 uL of buffer, 1,5 mM of MgCl,, 10 mM of dNTPs, 5 U/uL of Go
Taq DNA polymerase (Promega), 50-100 ng of DNA and 0,2 umol/L of each primer
of the groups A—B; E—D or C—F [9,10], as described below.

Primer A: 5'-gAggggAgCTTgCCTTTCCATTg-3'

Primer B: 5-gAgATTTTTgAgCCCTggCTggT-3'

Primer C: 5'-CCTgCCTCgTATTAACTgCACCAT-3'

Primer D: 5'-CCgAgTgCTCCACATAgCCATgT-3'

Primer D: 5'-gAggCgATgCCATgCAgCCTA-3'

Primer F: 5'-CATTCAggAAgTTTATCTCCA-3'
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The amplification was realized by a previous denaturation of 95 °C for 2 minutes,
followed by 35 cycles of 94 °C for 1 minute, 69 °C (A—B) or 64 °C (E—D or C—F) for
2 minutes, 72 °C for 1 minute and a final extension of 72 °C for 7 minutes.

PCR products were digested with restriction enzyme Dral (Invitrogen), applied in
electrophoresis in 1,5 % agarose gel, staining with ethidium bromide solution and
identified by transillumination with ultraviolet light. The haptoglobin types and

subtypes were verified in agreement with the size of fragments obtained (Table I).

Table I. Haptoglobin types and subtypes according to the fragments obtained in

dependence of primers groups and restriction enzyme analysis with Dra |.

Primers . Haptoglobin types (in bold type)
Restriction Size of fragment (pb) and subtypes
3481 Hp?
A—B
1757 Hp*
A—>B+Dral - 930 788 39 Hp'F
A—>B+Dral 1727 - - 39 Hp'S
E>D 1465 Hp?
E—D+Dral - 788 475 193 Hp?SS ou HpSF
E—>D+Dral 1272 - - 193 HpF ou Hp?FS
CoF 1222 Hp?
C—F+Dral 1068 - 156 - Hp*F ou Hp**

C—F+Dral - 927 156 139 Hp?®S ou Hp*
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The allele frequencies were calculated generally for a system of two alleles, being the
comparisons of the distributions and of the allele frequencies of the types and
subtypes accomplished through the test of the qui-square (%) among the analyzed

groups (a < 0,05) [11].

Results

In figure 1 amplified products with the primers A — B that in dependence of the
fragments observed could be initially characterized the genotypes Hp1/Hp1, Hp2/Hp1,
Hp2/Hp2 and when didn't have amplification the Hp®/Hp®. The primers groups E > D
and C — F allowed the characterization of Hp*/Hp?. These amplifications were
necessary for subsequent verification of haptoglobin subtypes (Figure 2). The
subtypes of Hp? were correctly characterized by the association of fragments

obtained with the primers E — D and C — F treated by the enzyme restriction Dral.

3481 pb

2072 pb
1500 pb 1757 pb
1465 pb
1222 pb

600 pb

S EIINN @

Lane 1 — Ladder 100 pb (Invitrogen)
Lane 2 — Hp%/Hp® (primers A — B)

Lane 3 — HpY/Hp® (primers A — B)

Lane 4 — Hp*/Hp? (primers A — B)

Lanes 5, 6, 7 — Hp“/Hp” (primers E — D)
Lanes 8, 9, 10 — Hp*/Hp® (primers C — F)

Figure 1. Amplification products with primers A —>B,E —>Dand C —» F.
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2072 pb

1500 pb 1727 pb

1272 pb

930 pb
927 pb

788 pb

I
I

600 pb

M
-
e
i
T
—
i
-—
L
L]
-
—

193 pb
156 pb
139 pb

M = Ladder 100 pb (Invitrogen)
Lane 2 = Hp'®/ Hp™®

Lane 3 = Hp'f/ Hp*®

Lane 4 = Hp'F/ Hp*"

Lanes 5, 6 = Hp*" or Hp*™
Lanes 7, 8 = Hp®™® or Hp**®

Figure 2. Restriction enzyme analysis with Dra | from amplifications products with
primers A — B (lanes 2, 3 and 4), primers E — D (lanes 5 and 6) and primers C —» F
(lanes 7 and 8). Lanes 5 and 6, 7 and 8 have the same material allowing the correct

characterization of subtypes.

The haptoglobin genotypes distribution observed among patients with CAD and
blood donors (Table Il) evidences for both groups and for the total group prevalence
of Hp?/Hp? followed by Hp?/Hp' and Hp'/Hp', and we also found inexpressive
frequencies of Hp®/Hp®. The comparison among patients with CAD and blood donors,
excluding the Hp%/Hp®, doesn’t evidence significant statistical difference. The allele
frequencies calculated from these results were similar for all of the groups, with

prevalence for Hp? in relation to Hp'.
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Table II. Types distribution and allele frequencies of haptoglobin observed in patients

with coronary artery disease and blood donors.

Types CAD Blood donors Total
and allele
frequencies n % n % n %

Hp'/ Hp' 31 24,8 35 28,2 66 26,5
Hp?/ Hp' 44 35,2 36 29,0 80 32,1
Hp?/ Hp? 48 38,4 50 40,3 08 39,4
Hp®% Hp° 2 1,6 3 2.4 5 2,0
Total 125 100 124 100 249 100

Hp' 0,43 0,44 0,43

Hp? 0,57 0,56 0,57

2

X (CAD:Blood donors

(ns) = no significant

y=1,067; P = 0,587 (ns)

The products amplified after restriction enzyme analysis with Dral made possible the

verification of different haptoglobin subtypes. In Table Il are presented the ones that

we found expressive percentages for each group analyzed. Some other subtypes,

different from those presented were observed, because of they small percentages

were excluded of our results.
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Table Ill. Subtypes distribution and allele frequencies of haptoglobin subtypes

observed in patients with coronary artery disease and blood donors.

Subtypes and CAD Blood donors Total
allele frequencies n % n % n %
Hp'S / Hp'® 15 12,2 11 9,1 26 10,6
Hp'F / Hp'" 7 5,7 16 13,2 23 9,4
Hp'F /Hp'® 9 7,3 8 6,6 17 7,0
Hp? S / Hp'F 24 19,5 13 10,7 37 15,2
Hp? S / Hp'S 13 10,6 14 11,6 27 11,1
Hp*™S / Hp?FS 39 31,7 30 24,8 69 28,3
Hp?F / Hp*F 2 1,6 17 14,1 19 7,8
Total 109 100 109 100 218 100
Hp'S 0,24 0,20 0,22
Hp'F 0,21 0,24 0,23
Hp*S 0,53 0,40 0,46
Hp** 0,02 0,16 0,09

Xz (subtypes CAD:Blood donors) = 20,519; P = 0,002 (*)
X2 (allele frequencies CAD:Blood donors) = 0,133; P =1,000 (ns)

X2 (allele frequencies 2FS e 2FF CAD:Blood donors) = 4,923; P = 0,027 (*)

(ns) = no significant; (*) = significant

In Table 111, Hp* S/Hp?"® showed to be the prevalent for all of the groups, but the
second in prevalence was Hp? S/Hp'F for patients with CAD and Hp**"/Hp* " for the

blood donors. The last one showed to be the smaller in expression among CAD
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patients. The results comparison observed among the two groups analyzed
evidenced significant statistical difference. The subtypes allele frequencies for the

2FS

both groups presented higher prevalence for Hp* >, and the comparison among the

groups didn't show significant statistical difference, however when we consider only

2FS 2FF

the alleles Hp“ ® and Hp“' " significant statistics difference was observed.

Discussion and conclusions

Our purpose in verifying possible correlations of haptoglobin types and subtypes in
patients with CAD was motivated basically by studies of some authors that verified
prevalence in one of haptoglobin types or one of allele frequency with cardiovascular
diseases, while other authors don't verified this correlation.

Hong et al. [6] and Levy et al. [7] didn't find correlations of haptoglobin types with
cardiovascular diseases, in the same way that Chapelle et al. [12] and Frohlander
and Johnson [13] didn't observe correlations among types and allele frequency in
individuals that had myocardial infarct. In turn, Golabi et al. [4] related the increasing
of Hp' allele frequency in the coronary artery disease; De Bacquer et al. [5] verified
the increase of Hp 1-1 phenotype in patients with risk factor in relation to the mortality
caused by coronary artery disease; Delanghe et al. [2,3] observed Hp 2-2 increase in
patients with peripheral arterial occlusive disease and didn't observed correlation
among phenotypes distribution and neither in allele frequency with patients with
essential arterial hypertension and Surya et al. [14] observed Hp 2-2 increase in
essential hypertension.

Other authors [15,16,17,18] realized this type correlation in patients with others
diseases which had as consequence cardiovascular disease, relating prevalence of
Hp 2-2 in these individuals, suggesting this phenotype becomes, for example, the
patients with diabetes more susceptible to cardiovascular diseases.

Densem et al. [19] observed patients that had been submitted to heart transplants
and they compared with blood donors, but the results didn't show significant
differences on phenotypes distribution among the analyzed groups. However, they
relate that among transplanted individuals the largest frequency was Hp 2-1
phenotype, believing to be this phenotype an important prognostic for coronary

diseases suggestive of transplant.
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The groups analyzed in the present assignment were originated from the same place,
in other words, a population with same anthropological origin and with the purpose of
minimizing possible genetics variabilities in distribution of the polymorphism
analyzed.

Our results regarding haptoglobin types and for allele frequency calculated from the
same, reveal that Hp? was shown higher than Hp' for both analyzed groups, so
wasn’t possible to implicate one genotypes in correlation with the presence or
absence of coronary artery disease.

Moreira and Naoum [20] verified haptoglobin phenotypes distribution in a population
sample of the same area, they related higher frequency of Hp?/Hp', followed by
Hp?Hp? and Hp'/Hp', that disagree with results observed in this assignment .

Other works realized in the same State in populations with similar characteristics as
ours sometimes affirm higher prevalence of Hp?*Hp'in a group considered normal
[21,22], while in another verifies higher prevalence of Hp?/Hp? [23].

Zaccariotto et al. [22] verified haptoglobin genotypes by molecular methodology,
while the others realized other methodologies that probably could explain this
discrepancy.

The haptoglobin subtype distribution showed that the most prevalent in all groups
was represented by Hp? $/Hp®"S. However, the second more prevalent varied in
dependence of the analyzed group, for patients with CAD was Hp* S/Hp'", while for
blood donors was Hp?"/Hp?F. We can emphasize the fact that the second in
expression for blood donors was the smaller in percentage among patients with CAD.
This distribution evidenced significant statistical difference revealing that the
relationship among higher genotype in expression (Hp* */Hp? ) and one in smaller
expression (Hp* /Hp®") observed for patients with CAD is different from the
observed for blood donors, which could imply the last one in a correlation with CAD.

2FS

The allele frequencies calculation reveals prevalence for Hp ® allele for all groups,

being smaller prevalence the Hp* ", but with percentages that among patients with

CAD were much smaller than in blood donors, with significant statistical difference,

2FF

that reinforces the implication of Hp“' " in appearance of DAC.

These results agree with Koch [10] results that related in patients who had some

adverse effect after coronary arteries intervention, higher frequency of Hp*™®

2FF

subtype

and lower frequency of Hp” " subtype.



-92 -

This allele, when homozygous, can have favored the CAD, a disease with higher

mortality rate and with consequent decrease of carriers in the same populations.

However, the attempt to make responsible one of haptoglobin genotypes in CAD

defense or susceptibility it’s still questionable and it could stay in the dependence of

number of individuals analyzed.
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