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RESUMO

Introdugao: As doencas complexas como a
doenca das artérias corondrias (DAC), a
hipertensdo e a diabetes, sdo usualmente
causadas pela susceptibilidade individual a
muiltiplos genes, factores ambientais e pela
interaccdo entre eles. As enzimas da
paraoxonase humana (PON), particularmente a
PONTI, tém sido implicadas na patogenia da
aterosclerose e da DAC. Dois polimorfismos
comuns na regido codificante do gene, com
substitui¢do Glutamina (Q) /Arginina (R) na
posi¢do 192 e Leucina /Metionina na posi¢ao
55 influenciam a actividade da PON1. Vérios
estudos tém investigado a associag¢do entre os
polimorfismos da PON1 e a DAC, com
resultados contraditérios.

Objectivo: 1- Avaliar a associagdo dos
polimorfismos da PON1 com o risco de DAC.
2-Estudar a interac¢do destes polimorfismos
com outros situados em genes candidatos
diferentes, na susceptibilidade para o
aparecimento da DAC.

Material e Métodos: Estuddmos em 298
doentes corondrios e 298 controlos sauddveis,
através de um estudo caso/controlo, o risco de
DAC associado aos polimorfismos da PONT,
192Q/R e 551./M. Numa segunda fase
avalidmos o risco das interacgdes polimérficas
PON1 192 RR + MTHFR 1298 AA; PON1
192 R/R + ECA DD; PON1 192 R/R + ECA 8
GG. Finalmente construimos um modelo de
regressdo logistica (no qual entraram todas as
varidveis genéticas, ambientais e bioquimicas,
que tinham mostrado significancia estatistica
na anélise univariada), para determinar quais
as que se relacionavam de forma significativa e
independente com DAC.

Resultados: Verificdmos que o genétipo PON1

ABSTRACT

Human Paraoxonase Gene
Polymorphisms and Coronary Artery
Disease Risk

Background: Complex diseases such as
coronary artery disease (CAD), hypertension
and diabetes are usually caused by individual
susceptibility to multiple genes, environmental
factors, and the interaction between them. The
paraoxonase 1 (PON1) enzyme has been
implicated in the pathogenesis of
atherosclerosis and CAD. Two common
polymorphisms in the coding region of the
PON1 gene, which lead to a glutamine
(Q)/arginine (R) substitution at position 192
and a leucine (L)/methionine (M) substitution
at position 55, influence PON1 activity. Studies
have investigated the association between these
polymorphisms and CAD, but with conflicting
results.

Aims: 1) To evaluate the association between
PONT polymorphisms and CAD risk; and 2) to
study the interaction between PON1
polymorphisms and others in different
candidate genes.

Methods: We evaluated the risk of CAD
associated with PONT Q192R and L.55M
polymorphisms in 298 CAD patients and 298
healthy individuals. We then evaluated the risk
associated with the interaction of the PON1
polymorphisms with ACE DD, ACE 8 GG and
MTHFR 1298AA. Finally, using a logistic
regression model, we evaluated which variables
(genetic, biochemical and environmental) were
linked significantly and independently with
CAD.

Results: We found that the PON1 55MM

genotype was more common in the CAD
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55 MM tinha uma distribuicdo superior na
populacdo doente mas néo atingia significancia
estatistica como factor de risco para DAC. O
PON1 199 RR apresentou um risco relativo
80% superior relativamente & populac¢do que o
ndo possuia (p=0,04). A interac¢ao da PON1
192 RR e da MTHFR 1298 AA, polimorfismos
sedeados em genes diferentes, apresentou um
risco relativo de DAC de 2,76
(OR=2,76;1C=1,20- 6,47; P=0,009), bastante
superior ao risco de cada polimorfismo isolado,
assim como a associacdo da PON1 RR + ECA
DD (com polimorfismos também sedeados em
genes diferentes), que apresentou um risco
337% superior relativamente aos que ndo
possufam esta associa¢do (OR=4,37;1C=1,47-
13,87; P=0,002). Da mesma forma a associacio
entre a PON1 RR e ECA 8 GG, revelou um
risco ainda mais elevado (OR=6;23; IC=1,67-
27,37, P<0,001). Ap6s modelo de Regressdo
Logistica as varidveis que ficaram na equacdo
representando factores de risco significativos e
independentes para DAC, foram os hébitos
tabdgicos, doenca familiar, diabetes,
fibrinogénio, Lp (a) e a associacdo PON1 192
RR + ECA 8 GG. Esta ultima associagéo
apresentou, na regressdo logistica, um
OR=14,113; p=0,018

Conclusaes: O genétipo PON1 192 RR
apresentou, se avaliado isoladamente, um risco
relativo de DAC 80% superior relativamente a
populagdo que néo possufa este genétipo. A
associacdo deste polimorfismo com outros
polimorfismos sedeados em genes diferentes,
codificando para diferentes enzimas e
pertencendo a sistemas fisiopatolégicos
distintos (MTHFR1298 AA, ECA DD e ECA 8
GG), aumentou sempre o risco de eclosdo da
DAC. Apés correcgdo para os outros factores
de risco cldssicos e bioquimicos, a associa¢do
PONI1 192 RR + ECA 8 GG, continuou a ser
um factor de risco significativo e independente

para CAD.
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Doenga coronéria.

population, but this did not reach statistical
significance as a risk factor for CAD, while
PONI 192RR presented an 80% higher
relative risk compared to the population
without this polymorphism. The interaction
between PON1 192RR and MTHFR 1298AA,
sited in different genes, increased the risk for
CAD, compared with the polymorphisms in
isolation (OR=2.76; 95% Cl=1.20-6.47;
p=0.009), as did the association of PON1
192RR with ACE DD, which presented a
337% higher risk compared to the population
without this polymorphic association
(OR=4.37; 95% CI=1.47-13.87; p=0.002).
Similarly, the association between PON1
192RR and ACE 8 GG was linked to an even
higher risk (OR=6.23; 95% Cl=1.67-27.37;
p<0.001). After logistic regression, smoking,
family history, fibrinogen, diabetes, Lp(a) and
the association of PON1 192RR + ACE 8 GG
remained in the regression model and proved
to be significant and independent risk factors
for CAD. In the regression model the latter
association had OR=14.113; p=0.018.
Conclusion: When analyzed separately, the
PONI 192RR genotype presented a relative
risk for CAD 80% higher than in the
population without this genotype. Its
association with other genetic polymorphisms
sited in different genes, coding for different
enzymes and belonging to different
physiological systems, always increased the
risk for CAD. After correction for other
conventional and biochemical risk factors, the
PONI 192RR + ACE 8 GG association
remained a significant and independent risk

factor for CAD.
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INTRODUCAO

doencga das artérias corondrias (DAC) é uma

doenca multifactorial na qual os factores
genéticos e ambientais desempenham um papel
importante na sua etiologia. A tendéncia familiar
estd longe de seguir as leis de Mendel. Os dados
acumulados na literatura e resultantes da
investigacdo cientifica dos tdltimos anos, sobre a
fisiopatologia e genética destas doengas
complexas, levam-nos a concluir ser pouco
provével a existéncia de um gene “major”, tnico
responsdvel pelo contributo genético nesta
afecco.!?

Paraoxonasel (PONI 1) é uma enzima anti-
oxidante, uma esterase sintetizada no figado, que
circula no plasma exclusivamente ligada as
lipoproteinas das HDL, nomeadamente (Al e J).
Evidéncias recentes sugerem a intervengio das
HDL na inibi¢do da oxidac¢do das LDL, sendo
este processo o resultado da acc¢do de algumas
enzimas que lhe estdo associadas (incluindo a
PON1), que, ao hidrolisarem os peréxidos
lipidicos, podem prevenir as particulas LDL
de sofrer modificacio oxidativa.”’ Na maioria
dos estudos a actividade anti-oxidante da
paraoxonase sérica é determinada pela sua
capacidade de hidrolizar organofosfatos como o
paroxon, usado como pesticida.

Virios estudos evidenciam que existe uma
pela
actividade antioxidante da PON 1 que, por sua
vez, é responsdvel pela fun¢do ateroprotectora da
mesma. Se os niveis de actividade da PON1
estdo reduzidos, aumenta o stress oxidativo e o
risco de DAC.®

Dois regifo
codificante do gene, com substituicdo de
aminodcidos: a substitui¢do de Glutamina ()) por
Arginina (R) na posi¢ao 192 (coddo 192) e a de
Leucina (L) por Metionina (M) na posi¢do 55.
Estas substitui¢des influenciam a actividade da

determinante  genética  responsével

polimorfismos comuns na

PONT1, tendo sido os alelos R e M associados com
actividade PON mais baixa e niveis de mRNA
inferiores, podendo representar um factor de risco
para DAC.® Outros investigadores encontraram
actividade enzimdtica da PON1 mais elevada nos
individuos PON1 192 RR e PON1 55 LL, em
relacdo aos individuos PON1 192 QQ e PON1 55
MM, levando-nos a admitir a existéncia nos
primeiros de uma menor predisposicdo para
doenga corondria.© No entanto, o substracto em
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INTRODUCTION

oronary artery disease (CAD) is a

multifactorial disease, with genetic and
environmental factors playing an important role
in its etiology. Familial aspects of the disease do
not follow simple Mendelian laws, and the
scientific evidence accumulated over recent
years on the pathophysiology and genetics of this
complex disease indicates that there is unlikely to
be a single gene that is responsible for its genetic
component *-?.

Paraoxonase 1 (PON1) is an antioxidant
esterase synthesized in the liver that circulates in
the plasma, bound exclusively to high-density
lipoproteins (HDL), particularly apolipoprotein
A-I and J. Evidence has recently been found that
HDL interferes with the oxidation of low-density
lipoproteins (LDL) through the action of enzymes
associated with HDL, including PON1, which
prevent LDL particles from undergoing oxidative
modification by hydrolyzing lipid peroxides®. In
most studies, paraoxonase’s antioxidant activity is
measured by its ability to hydrolyze organo-
phosphates such as the pesticide paraoxon.

Studies have shown that the antioxidant
properties of PONI, which confer its
atheroprotective  effect, are determined
genetically; reduced PON1 activity increases
oxidative stress and CAD risk @.

Two common polymorphisms in the coding
region of the PONI gene, which lead to a
glutamine (Q)/arginine (R) substitution at
position 192 and a leucine (L)/methionine (M)
substitution at position 55, influence PONI1
activity. The R and M alleles are associated with
reduced PON1 activity and lower mRNA levels
and hence may be a risk factor for CAD ©.
Increased PON1 activity has been observed in
individuals with the PON1 192RR and 55LL
genotypes compared to those with PON1 19200
and 55MM by other investigators, suggesting that
the former have a lower risk for CAD©. PON1
can act on different substrates (paraoxon,
diazoxon, soman, etc.); however, its hydrolytic
activity on these substrates can vary. According
to Mackness et al., paraoxonase’s protective effect
against LDL oxidation is inversely proportional to
its ability to hydrolyze paraoxon ®. Various
studies have set out to determine whether
individuals with the PON1 192RR or 55MM
genotypes have greater susceptibility for CAD
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que a PON1 actua pode variar, assim como a sua
actividade hidrolitica em relacdo a esse
substracto (paraoxon, diazoxon, soman, etc).
Segundo Mackness, a capacidade de protec¢do
efectuada pela enzima paraoxonase em relacgéo a
oxidagdo das LDL ¢é oposta a sua actividade
hidrolitica em relagio ao paraoxon. Assim, a
enzima pode ser mais activa ao hidrolizar o
paroxon e menos activa na protec¢do da oxidagdo
das LDL.” Numerosos estudos tém sido
conduzidos no sentido de investigar se os
individuos com o genétipo PON1 192 RR da
paraoxonase ou PON1 55 MM, apresentam uma
maior susceptibilidade para DAC, em relagfo aos
que possuem o alelo Q ou L. No entanto os
resultados tém sido contraditérios. ®'"

Acresce que os polimorfismos ndo actuam
isolados, ¢ hd que entendé-los na realidade
clinica, no contexto dos factores de risco
convencionais e até da presenca de outros
polimorfismos que podem agravar ou atenuar os
seus efeitos, quer lesivos quer protectores.

Nestas circunstancias, o objectivo deste
estudo foi: 1- Avaliar a associacdo dos
polimorfismos da PON1 com o risco de DAC. 2-
Estudar a interac¢do destes polimorfismos com
outros situados em genes candidatos diferentes,
na susceptibilidade para o aparecimento da DAC.

METODOS

Estudo caso-controlo, incluindo um total
de 596 individuos, com idade média 55,5 +
9,3 anos sendo 78,9% do sexo masculino. Os
casos (n=298) com idade média 55,0 = 10,3
78,0% do
seleccionados de forma consecutiva, entre 2003
e 2005 apés alta hospitalar, de entre os
doentes com internamento por Enfarte do
Miocdrdio ou Doenca Corondria, confirmada por
corondriografia com pelo menos 75% de
obstrucdo de um dos vasos corondrios. Os
controlos (n=298), idade média 55,5 = 8,0 anos,
73,5% do sexo masculino, foram seleccionados
aleatoriamente dos cadernos eleitorais de entre
os individuos sem antecedentes ou histéria
sugestiva de doenca corondria. A seleccio
dos controlos a partir dos cadernos eleitorais
pretendeu que estes signifi-
cativamente diferentes dos casos, em termos de
sexo e idade.

anos, sexo masculino, foram

ndo fossem

than those with the Q or L allele, with conflicting
results “'V.

Furthermore, these polymorphisms do not act
in isolation; they must be considered in the
clinical context in which conventional risk
factors, as well as other polymorphisms, can
strengthen or weaken both their harmful and
protective effects.

Against this background, the aims of this
study were: 1) to evaluate the association between
PON1 polymorphisms and CAD risk; and 2) to
study  the PON1
polymorphisms and others in different candidate
genes.

interaction  between

METHODS

This was a case-control study with a total of
596 subjects, mean age 55.5+9.3 years, 78.9%
male. The cases (n=298), mean age 55.0+10.3
years and 78.0% male, selected
consecutively between 2003 and 2005 following

were

hospital discharge from patients admitted with
myocardial infarction or coronary artery disease
confirmed by coronary angiography that showed
at least 75% obstruction of at least one coronary
artery. The controls (n=298), mean age 55.5+8.0
years and 73.5% male, were selected randomly
from the electoral register from individuals with
no history or suggestion of CAD. The use of the
electoral register to select the controls was
intended to ensure that they did not differ
significantly from the cases in terms of gender
and age.

In the control group, the presence of
cardiovascular disease was an exclusion
criterion, and so all underwent physical
examination and, if necessary, complementary
exams. All subjects completed a questionnaire
giving demographic and other data including age,
place of birth and residence, history of
hypertension or diabetes, smoking habits, alcohol
intake, and quantity and type of physical
exercise. Their weight, height, waist and hip
circumference, heart rate and blood pressure (BP)
were measured.

Subjects were classified as having arterial
hypertension (AH) if they reported the fact, were
taking antihypertensive medication or had
systolic BP of >140 mmHg and/or diastolic BP of
>90 mmHg, based on the mean of three




No grupo controlo, a presenca de doenga
cardiovascular era critério de exclusio do
estudo, pelo que eram todos submetidos a um
exame clinico e, se necessdrio, a exames
complementares. Todos os individuos comple-
tavam um questiondrio que inclufa dados
demogréficos: idade, local de nascimento e
residéncia, existéncia prévia de hipertensio
arterial (HTA), diabetes mellitus, hdbito de
fumar, ingestdo de 4lcool, quantidade e tipo de
actividade fisica. Procedia-se também ao registo
do peso, altura, perfmetro da cintura e anca. A
todos era efectuada a determinagfio da frequéncia
cardfaca (FC) e da pressdo arterial (PA).

Os doentes eram classificados como tendo
Hipertensdo Arterial (HTA) se referiam este
antecedente, cumpriam medicagfio antihiper-
tensora ou apresentavam uma pressdo arterial
sistlica >140 mmHg e / ou uma pressdo
diastélica >90 mmHg, na média de trés
medicdes. "” Considerava-se existir diabetes caso
fossem utilizados antidiabéticos

insulina, ou o valor da glicémia basal fosse
(13)

orais, ou

superior a 7,0 mmol/l ou 126 mg/dl.

O Indice de Massa Corporal (IMC) foi
calculado pela férmula peso/altura®, sendo a
obesidade definida como um indice de massa
corporal superior a 30 Kg/m?. 19

O individuo foi considerado fumador se
fumava ou tinha menos de 5 anos de abstencéo
tabdgica. A dislipidémico foi considerada se
o seu nivel de colesterol total em jejum era > 5,2
mmol/L ou 200 mg/dL, o colesterol de LDL > 3,4
mmol/L. ou 130 mg/dL., HDL < 40 mg/dL. com
uma relagdo colesterol total / colesterol HDL >5,0
e os triglicéridos > 1,5 mmol/L ou 150 mg/dL, ou
se o individuo cumpria medica¢do anti-
dislipidémica .

Estudamos em todos (casos e controlos) os
polimorfismos da PON1, 192Q/R e 55L/M e,
numa segunda fase, avalidmos o risco das
interac¢des polimérficas com outros poli-
morfismos que na andlise univariada se
associaram ao aumento de risco de DAC: PON1
192 RR + MTHFR 1298 AA; PON1 192 R/R +
ECA DD; PON1 192 R/R + ECA 8 GG.

Casos e controlos colheram sangue para
determinagdes bioquimicas e genéticas e todos os
participantes
informado, tendo o protocolo do estudo tido a
aprovacio prévia da Comissdo de Etica do
Hospital.

deram o seu consentimento

M. ISABEL MENDONCA et al
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measurements "?. They were classified as having
diabetes if they were taking oral antidiabetics or
insulin or if their fasting plasma glucose was
higher than 7.0 mmol/l or 126 mg/dl .

Body mass index (BMI) was calculated as
weight in kilograms divided by height in meters
squared, with obesity defined as a BMI of >30 .

Subjects were considered to be smokers if
they smoked or had ceased less than five years
previously. Dyslipidemia was defined as total
fasting cholesterol of >5.2 mmol/l or 200 mg/dl,
LDL cholesterol of >3.4 mmol/l or 130 mg/dl,
HDL cholesterol of <40 mg/dl with a total
cholesterol/HDL cholesterol ratio of >5.0, and
triglycerides of >1.5 mmol/l or 150 mg/dl, as well
as being considered present in individuals taking
lipid-lowering medication .

In all subjects (cases and controls) we
PON1 Q192R and L55M
polymorphisms and then
interaction between these polymorphisms and
others that univariate analysis showed to be
associated with increased risk of CAD: PON1
192RR + MTHFR 1298AA; PON1 192RR +
ACE DD; and PON1 192RR + ACE 8 GG.

Blood samples were collected from cases and
controls for biochemical and genetic analysis.
The study protocol was approved by the hospital’s
Ethics Committee and all participants gave their

evaluated the
evaluated the

informed consent.

Biochemical analysis

To determine serum glucose, total, HDL and
LDL cholesterol and triglycerides, blood samples
were extracted after 14-16 hours’ fasting, placed
in dry tubes and centrifuged half an hour later at
3500 g. Serum levels of total, LDL, HDL
cholesterol and triglycerides were quantified by
an enzymatic technique using a Hitachi 911 auto-
analyzer. A direct enzymatic technique was
used for HDL and LDL cholesterol. Biochemical
risk markers (lipoprotein(a), apolipoprotein B100,
and high-sensitivity C-reactive protein [hs-CRPY)
were quantified by nephelometry using a Behring
BN 100 automatic system. Homocysteine was
measured by fluorescence polarized immunoassay
using an Abbot IMX automatic device.

To measure fibrinogen, samples were also
taken with the patient fasting and placed in a tube
containing sodium citrate, and measurements
were taken with a Behring BCS automatic
analyzer.
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Analises Bioquimicas:

Para determinar as concentragdes séricas de
glucose, colesterol total, triglicerideos, colesterol
HDL e colesterol LDL, o sangue era extraido apés
14 a 16 horas de jejum, em tubo seco e era
centrifugado meia hora depois a 3.500 g. Os
valores de colesterol total, colesterol LDL, HDL e
triglicéridos eram quantificados no soro, com um
auto analisador “Hitachi 9117 através de uma
técnica enzimdtica. Para o colesterol HDL e LDL
usamos uma técnica enzimética directa. Os
marcadores bioquimicos de risco: Lp (a),
apolipoproteina B100, e proteina C reactiva de
alta sensibilidade (PCRas) eram quantificados
por um aparelho automético “Behring” BN 100,
pela técnica de Nefelometria. A homocisteina era
determinada pela técnica de Imunoensaio de
Fluorescéncia Polarizada (FPIA), num aparelho
automdtico IMX (Abbot).

Em relacdo ao fibrinogénio a colheita era
também feita com o doente em jejum, para tubo
com citrato de sédio, utilizando-se um analisador
automético “Behring BCS*.

Anilise Genética:

O DNA genémico foi extraido a partir de 80 wl
de sangue periférico usando um método standard
fenol-clorofé6rmio com precipitag¢do por ac¢éo do
etanol. Todos os polimorfismos estudados foram
genotipados pela reac¢fio de polimeriza¢do em
cadeia (PCR) num termociclador Hybaid.

PON 55 L/'M

A mutacéo LL55M do gene PON foi tipada por
amplifica¢do com os primers: forward 5" - GAA
GAG TGA TGT ATA GCC CCA G -3’ e reverse 5°
- TTT AAT CCA GAG CTA ATG AAA GCC -3
As condi¢des de reacciio foram 40 ciclos de 1
minuto a 95°C, 30 segundos a 61°C e 45 segundos
a 72°C. Os produtos de PCR foram digeridos com
a enzima de restricdo Nlalll (New England
Biolabs) durante 6 horas e os produtos de
restri¢do visualizados em gel de poliacrilamida
T9C5. O alelo L apresentava um fragmento de
170 pb e o alelo mutado M apresentava dois
fragmentos, 126 e 44 pb. (Figura 2).

PON 192 Q/R

A mutagdo Q192R do gene PON foi
determinada por amplificacdo com os primers:
forward 5' - TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA
G - 3' e reverse 5' - CAC GCT AAA CCC AAA

Genetic analysis

Genomic DNA was extracted from 80 pl of
peripheral blood using a standard phenol-
chloroform method and ethanol precipitation. All
the polymorphisms under study were genotyped
by the polymerase chain reaction (PCR) in a
Hybaid thermocycler.

PON1 L55M

The L55M mutation of the PON1 gene was
genotyped using the forward primer 5'-GAA GAG
TGA TGT ATA GCC CCA G-3' and reverse
primer 5'-TTT AAT CCA GAG CTA ATG AAA
GCC-3'. PCR was performed for 40 cycles of one
min at 95 °C, 30 sec at 61 °C and 45 sec at 72 °C.
The PCR products were digested using the
restriction enzyme Nlalll (New England Biolabs)
for 6 hours and the restriction products were
visualized on T9C5 polyacrylamide gel. The L
allele consisted of a 170-bp fragment and the
mutated M allele consisted of two fragments, of

126 and 44 bp (Figure. 2).

PON1 Q192R

The Q192R mutation of the PON1 gene was
identified by amplification with the forward
primer 5'-TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA G-
3" and reverse primer 5'-CAC GCT AAA CCC
AAA TAC ATC CTC-3'. The reaction conditions
were 40 cycles of one min at 94 °C, 30 sec at 61
°C and 1 min at 72 °C. The resulting PCR
products were digested with Alwl restriction
enzyme (New England Biolabs) for 6 hours and
the restriction products visualized on T9C5
polyacrylamide gel. The Q allele consisted of a
99-bp fragment and the mutated R allele
consisted of two fragments, of 66 and 33 bp
(Figure. 2).

ACE I/D

The following primers were used: forward 5'-
GCC CTG CAG GTG TCT GCA GCA TGT-3" and
reverse 5'-GGA TGG CTCTCC CCG CCT TGT
CTC-3'. Around 100 ng of DNA from each
individual was subjected to 40 cycles of one min
at 94 °C, one min at 62 °C and one min at 72 °C.
The amplification products, 597 bp in the case of
the I (insertion) allele and 319 bp in the case of
the D (deletion) allele, were identified by T9C5
polyacrylamide gel electrophoresis. Due to the
preferential amplification of the D allele, all the
samples presenting the DD genotype were re-



TAC ATC CTC - 3'. As condi¢des de reaccio
foram de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 30
segundos a 61°C e 1 minuto a 72°C. Os produtos
de PCR assim obtidos foram digeridos com a
enzima de restrigdo Alwl (New England Biolabs)
durante 6 horas e os produtos de restri¢do
visualizados em gel de poliacrilamida T9C5. O
alelo ) apresentava um fragmento de 99 pb e o
alelo mutado R apresentava dois fragmentos, com

66 e 33 pb.(Figura 2)

ECA I/D

Para o estudo do polimorfismo 1/D no intrfio
16 do gene da ECA foram utilizados os seguintes
primers: forward 5° - GCC CTG CAG GTG TCT
GCA GCA TGT -3’ e reverse 5 - GGA TGG
CTCTCC CCG CCT TGT CTC -3". Cerca de 100
ng de DNA de cada individuo foram submetidas
a 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 minuto a 62°C e 1
minuto a 72°C. Os produtos de amplificagéo, 597
pb no caso do alelo 1 (insercéo) e 319 pb no caso
do alelo D (delecc¢dio), foram identificados por
electroforese em gel de poliacrilamida TICS.
Devido a preferencial amplificagdo do alelo D,
todas as amostras que apresentavam o genGtipo
DD foram re-amplificadas com primers
especificos para a insercéo: forward 5 - TGG
GAC CAC AGC GCC CGC CAC TAC -3 e
reverse 5’ - TCG CCA GCC CTC CCA TGC CCA
TAA -3°.09(Figura 1)

ECA 11860 A/G (ECA 8)

Localizado no ex@o 17, pode estar associado a
niveis elevados de ECA circulante. O
polimorfismo A/G do gene do ECA (ECA 8), foi
tipado por amplificagdo por PCR, seguida de
restricdo com a enzima BstUl (New England
Biolabs), sendo que para tal foi necessério
introduzir um sitio de restrigdo artificial por
primer mismatch: forward 5-CTG ACG AAT
GTG ATG GCC GC-3° e reverse 5-TTG ATG
AGT TCC ACG TAT TTC G-3. As condicdes de
amplificagfo foram de 40 ciclos de 30 segundos a
95°C, 45 segundos a 62°C e 45 segundos a 72°C.
Um fragmento de 126 pb era indicativo da
pesenca do alelo A e dois fragmentos de 21 e 105
pb indicavam a presenca do alelo G. (Figura I)

Metiltetrahidrofolato Reductase (MTHFR)
Quando necessdria a sequenciacdo na

detecgdo dos polimorfismos (MTHFR A1298C), o

fragmento de 163 pb amplificado e purificado em
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amplified using primers specific for insertion:
forward 5'-TGG GAC CAC AGC GCC CGC CAC
TAC-3" and reverse 5'-TCG CCA GCC CTC CCA
TGC CCA TAA-3'"9 (Figure. 1).

ACE 8 A/G

The A/G polymorphism of the angiotensin-
converting enzyme (ACE) gene (ACE 8), located
on exon 17, has been linked to high levels of
circulating  ACE. The polymorphism was
genotyped by PCR followed by digestion using
the restriction enzyme BstUI (New England
Biolabs), and an artificial restriction site was
introduced by primer mismatch: forward 5'-CTG
ACG AAT GTG ATG GCC GC-3' and reverse 5'-
TTG ATG AGT TCC ACG TAT TTC G-3'. The
reaction conditions were 40 cycles of 30 sec at 95
°C, 45 sec at 62 °C and 45 sec at 72 °C. A 126-bp
fragment was indicative of the A allele and two
fragments of 21 and 105 bp indicated the
presence of the G allele (Figure. ).

Methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR)

When sequencing was required to detect the
MTHFR A1298C polymorphism, the 163-bp
fragment, following amplification and purification
in Sephadex columns (Sigma), was subjected to
asymmetrical amplification using a BigDye kit in
a Trio Thermoblock thermocycler (Biometra).
Sample processing and PCR procedures were as
recommended by the manufacturer with slight
modifications. Each sequencing reaction used 1-
3 ul DNA, depending on the quantity obtained
after purification of the PCR product, 1.4 ul
BigDye 3.1 (Applied Biosystems), and 1.5 ul (5
pmol) primer, plus sterile distilled water, to make
up a final volume of 10 wl. The samples then
underwent 5 min of denaturation at 96 °C, 30
cycles at 96 °C for 10 sec, 50 °C for 5 sec and 60
°C for 4 min, ending with a final extension step of
10 min at 60 °C. The sequences were read in an
ABI Prism 310 genetic analyzer (Applied
Biosystems) (Figure. 1).

Statistical analysis

The Student’s t test and one-way ANOVA were
used to compare means between groups. Multiple
comparisons were performed using Tukey’s post
hoc test. The chi-square test was used to compare
frequencies of genotypes and alleles in cases and
controls. Allele frequencies were deduced from
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Figura 1. Polimorfismos da
Paraoxonase 1 (PON1 55L/M e
PONI 192 Q/R)

Figure 1. Polymorphisms of
paraoxonase 1 (PONI) (L55M
and Q192R)

Figura 2. Polimorfismos do
Enzima de Conversio da
Angiotensina (ECA) I/D, ECA 8
A/G e MTHFR A1298C

Figure 2. Polymorphisms of
anglotensin-converting enzyme
(ACE) (I/D, ACE 8 A/G) and
methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) (A1298C)

colunas de Sephadex Sigma, foi submetido a
amplificagdo assimétrica das cadeias usando o kit
Big Dye, num termociclador TRIO-Thermoblock
Biometra. Os protocolos utilizados para o
processamento das amostras e as condigdes de
PCR para a sequenciagdo foram os recomendados
pelos fornecedores, com ligeiras modificacgoes.
Assim sendo, cada reaccdo de sequenciagdo
continha 1-3 ul de ADN (dependente da
quantidade em ng obtida apés a purifica¢do do
produto da amplifica¢do), 1,4 ul de Big Dye 3.1
Applied Biosystems, 1,5 ul de primer (5 mmol) e
sdw para perfazer um volume final de 10 ul. As
amostras eram entdo submetidas a 5 min de
desnaturacéio a 96°C, 30 ciclos de 96°C por 10 s,
50°C por 5 s e 60°C por 4 min, finalizando com
uma extensdo final de 10 min a 60°C. As
sequéncias foram lidas num sequenciador ABI
Prism 310 Genetic Analyser Applied Biosystems
(Figura 1).

Analise Estatistica

O teste T de Student e one way ANOVA foram
usados para comparar médias entre grupos. As
comparacgdes miltiplas foram efectuadas pelo
teste post hoc (Tukey). O teste do %> foi usado
para comparagdes entre frequéncias genotipicas e

genotype distribution and tested for Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) using Pearson’s
chi-square test to compare the genotype
frequencies observed and those expected from
HWE %19, The risk associated with the two PON1
polymorphisms was expressed as odds ratios and
95% confidence intervals.

To determine possible interactions between
the two PON1 genotypes and between the PON1
RR192 genotype and the MTHFR 1298 AA,
ACE 8 GG and ACE DD genotypes, a 4x2 table
was constructed and additive and multiplicative
models synergy  and
antagonism

Finally, a backward Wald logistic regression
model was constructed, adjusted for age, gender,
conventional risk factors, biochemical markers

used to
(19, 20)

assess

and the genotypes under study, in order to
evaluate  which variables were linked
significantly and independently with CAD. The
level of significance was taken as p=0.05. All
continuous variables were expressed as means *
standard deviation (SD). All calculations were
made using SPSS for Windows version 14.0.




alélicas (casos e controlos). As frequéncias
foram deduzidas da distribuicdo
genotipica e para testar o equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW), usdmos o teste de Pearson do
%> (com as frequéncias genotipicas observadas e
as frequéncias genotipicas esperadas obtidas pelo

alélicas

EHW).'"® Para avaliar o risco associado aos
genétipos dos 2 polimorfismos PONI1 foi
calculado o Odds Ratio e os seus respectivos
intervalos de confianca de 95%.

Para possiveis interacgdes
sinérgicas/antagénicas entre os dois genétipos da
PONI1 e entre o genétipo RR da PON 192 com os
gendtipos AA da MTHFR 1296, GG da ECA
11860 A/G e DD da ECA I/D, foi elaborada uma
tabela 4x2 e efectuadas as medidas de

sinergismo ou antagonismo no modelo aditivo e
9, 20)

determinar

multiplicativo .!

Finalmente foi construido um modelo de
regressdo logistica backward wald ajustado para a
idade,
marcadores bioquimicos e gendétipos estudados
para determinar quais as varidveis que estavam
associadas de forma independente e significativa

sexo, factores de risco cldssicos,

com a DAC. Foi aceite um limiar de significancia
de p=0,05. Todas as varidveis continuas foram
expressas em média + desvio padrio (SD). Para

todos os cdlculos foi usado o sofiware para
Windows, SPSS versdo 14.0.

Quadro I. Caracterfsticas basais da populagdo estudada

Table 1. Baseline characteristics of the study population

M. ISABEL MENDONCA et al
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RESULTS

As expected, the cases included a higher
proportion with a family history of CAD, diabetes
and dyslipidemia; they were more likely to be
smokers, had a higher alcohol intake, and had
higher values for pulse wave velocity (PWV),
fibrinogen, high-sensitivity C-reactive protein
(hs-CRP) and lipoprotein(a) (Table I).

With regard to PON1 polymorphisms, the
Q192 and 155 alleles were more frequent in our
population than 192R and 55M (Table II).

The LM genotype on codon 55 was the most
common (0.49), followed by LL (0.33); the least
common was MM (0.17). The most common
genotype for codon 192 was QR, followed by QQ
and RR (Table I1I).The Pearson’s chi-square test
for the L55M showed:

, s (0-Ey
X=2

polymorphism

= 0,098 the 5% level of signifi-

cance for one degree of freedom is 3.84 and the
value obtained was lower, the null hypothesis (H,)
was not rejected, hence the polymorphism in our
population was in Hardy-Weinberg equilibrium.

For the Q192R polymorphism, our population
was not in HWE, as the Pearson’s chi-square test
value was greater than 3.84:

, s (0-Ey
X=2

= 10,08

Variaveis Variables Casos (n=298) Controlos (n=298) Valor de P
Cases (n=298) Controls (n=298) P

Idade (anos) Age (years) 55,0 + 10,3 55,5+ 8,0 NS

Sexo Masculino (%) Male (%) 235 (78,9%) 219 (73.5%) NS

DAC Familiar (%) Family history of CAD (%) 114 (38,3%) 52 (17.4%) <0,0001

Haébitos tabégicos Smokers 115 (38,6%) 63 (21,1%) <0,0001

HTA (%) AH (%) 114 (38,4%) 101 (33,9%) NS

Diabetes Mellitus (%) Diabetes (%) 69 (23,2%) 31 (10,4%) <0,0001

Dislipidémia (%) Dyslipidemia (%) 111 (37.2%) 90 (30,3%) 0,073

Alcool (gr/dia) Alcohol intake (g/day) 55,6 + 83,2 38,7 + 54,6 0,003

IMC (Kg/mC) BMI 27,9 + 4,0 274+ 4,1 NS

Fibrinogénio (mg/dl) Fibrinogen (mg/dl) 335,5 + 96,0 276,9 + 65,5 <0,0001

PCR-as (mg/dl) hs-CRP (mg/dl) 536 + 7,1 3,1 +4.7 <0,0001

Lipoproteina (a) (mg/dl) Lipoprotein(a) (mg/dl) 36,9 + 36,6 278 + 31,7 0,001

Legenda: DAC familiar - antecedentes familiares de DAC; HTA — hipertenséo arterial; IMC — fndice de massa corporal; VOP  velocidade da onda de pulso;

CAD: coronary artery disease; HT: hypertension; BVI: body mass index; PWV: pulse wave velocity; hs-CRP: high-sensitivity C-reactive protein
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Quadro I1. Frequéncia alélica

Table I1. Allele frequency

PON L55M Populagdo total
Alelo L 692 (0,58)
Alelo M 500 (0,42)
PON Q192R Populagao total
Alelo Q 764 (0,64)
Alelo R 428 (0,36)

PONI L55M Total population
L allele 692 (0.58)
M allele 500 (0.42)
PONI Q192R Total population
Q allele 764 (0.64)
R allele 428 (0.36)

Quadro I1I. Frequéncia genotipica

Table 111. Genotype frequency

PON L55M Populagao total PONI1 L55M Total population

LL 199 (0.33) IL 199 (0.33)

LM 294 (0,49) M 294 (0.49)

MM 103 (0,17) MM 103 (0.17)

PON Q192 R Populagio total PONI Q192 R Total population

00 227(0,38) 00 227 (0.38)

QR 310 (0,52) QR 310 (0.52)

RR 59 (0,1) RR 59 (0.1)

RESULTADOS It can be seen from Table IV that the

Olhando a popula¢do em estudo verificamos
que os casos, como era de esperar, apresentam
uma percentagem mais elevada de histéria de
antecedentes familiares, fumam mais, tém uma
maior percentagem de diabetes, de dislipidémia,
consomem mais dlcool, apresentam valores mais
elevadas, de fibrinogénio, PCR-as e de lipo-
protefna (a) (Quadro 1).

Na nossa populagdo e em relacdo aos
polimorfismos da PON 1, a frequéncia dos alelos
Q192 e L 55 é superior em relagdo a do R 192
e M 55 (Quadro 2).

0 genétipo LM da PONT no coddo 55 é o mais
comum (0,49), seguido do LL (0,33) e depois do
MM (0,17), 0 menos comum. Em relagdo ao PON
1 coddo 192, na nossa populagéio o genétipo QR
¢é o mais frequente, seguido do QQ e por fim do
RR (Quadro 3).

O polimorfismo da PON 55 /M encontrava-
se em equilibrio de Hardy- Weinberg (EHW), na
nossa populacdo tendo sido efectuado o teste de
(OEF_ 008

E - 2

Sendo o nivel de significancia de 5% para 1
grau de liberdade = 3,84 e como o valor obtido é
inferior a 3,84, ndo rejeitamos a hipétese nula
(HO) logo a populagdo estd em equilibrio de

Pearson do % = 2

homozygotic PON1 55MM mutation was found in
a higher proportion of cases (19.1%) than controls
(15.4%), although this did not reach statistical
significance. The homozygotic 192RR mutation
was more common in the cases (12.4%) than in
the controls (7.4%), with statistically significant
difference, and the CAD risk was 78% higher for
this genotype when compared to individuals
without it. (Table 1V). Of the other homozygous
mutations in genes considered risk factors for
CAD, the ACE DD genotype has an 85% higher
risk of CAD than other genotypes; for the ACE 8
GG genotype the risk is 49% higher, while for the
MTHRF 1298AA genotype it is 36% higher
(Table V).

Table VI, a 4x2 table, shows that associating
the two homozygous PONI1 mutations that
previous studies have demonstrated represent
greater CAD risk (55MM and 192RR), the risk
increases slightly. The association of two
mutations affecting different physiological
systems, PON1 192RR and MTHFR 1928,
increases the risk 2.76 times; the indices of
synergy in the additive model show that risk of
CAD is 2.55 times higher, while in the
multiplicative model it is 1.53 times higher.

The association of PONI1 192RR and ACE 8
GG leads to a considerable increase in risk (6.23
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Quadro IV. Possibilidade de risco de DAC dos polimorfismos PON155 MM e 192RR

Table 1V. CAD risk of PON1 55MM and 192RR polymorphisms

Polimorfismo Casos Controlos OR (IC -95%) Valor- p
Polymorphism Cases (n=298) (%) Controls (n=298) (%) OR (95% CI) P

PON1 55MM 57 (19.1) 46 (15.4) 1.30 (0.85-1.99) NS
PON1 192RR 37 (12.4) 22 (7.4) 1.78 (1.02-3.10) 0.040

OR: odds ratio; CI: confidence interval

Quadro V. Possibilidade de risco de DAC dos polimorfismos genéticos ECA DD, ECA 8 GG e MTHFR 1298 AA
Table V. CAD risk of ACE DD, ACE 8GG and MTHFR 1298AA polymorphisms

Polimorfismo Polymorphism Casos (n=298)
Cases (n=298) (%)

ECA DD ACE DD 124 (41,6%)

ECA 8 GG ACE 8 GG 110 (36,9%)

MTHEFR 1298 AA MTHEFR 1298AA 158 (53,0%)

Controlos (n=298) Odds Ratio (IC 95%) Valor- p

Controls (n=298) (%) OR (95% CI) P

83 (27,9%) 1,85 (1,31-2,60) <0,0001
84 (28,2%) 1,49 (1,06-2,11) 0,02
135 (45,3%) 1,36 (0,99-1,88) 0,05

OR: odds ratio; CI: confidence interval

Hardy Weinberg.

No respeitante ao PON 192 Q/R, a nossa
populacdo ndo estd em equilibrio de Hardy
Weinberg, pois o valor do teste de Pearson do %
éigual a 10,08 e portanto superior a 3,34.

2
X2 — 2 (OéE)

Ao observar o quadro 4, verificamos que, o
polimorfismo mutado em homozigotia PON1 55
MM apresenta uma percentagem mais elevada
nos casos (19,1%) em relacdo aos controlos
(15,4%), mas nao atinge significincia estatistica.

= 10,08

O polimorfismo mutado em homozigotia PON 192
RR tem percentagem mais elevada nos casos
(12,4%) em relagdo aos controlos (7,4%), com
significancia estatistica. A possibilidade de risco
de DAC (OR), com intervalos de confianca a
95%, ¢é cerca de 78% mais elevada nos
individuos portadores do genétipo PON 192 RR
em relacdo aqueles que ndo tém este genétipo.
(Quadro 4)

Estudando os outros genétipos, mutados
em homozigotia, dos genes considerados factores
de risco para DAC, os individuos portadores do
ECA DD, tém uma possibilidade cerca de 85%
maior de sofrer de DAC, relativamente aos que
ndo possuem este genétipo. Os portadores do
genétipo GG do ECA 8 apresentam uma

times) compared to the PON1 polymorphism in
isolation, with additive synergy of 8.05 times and
multiplicative synergy of 3.55 times. In the case
of association between PON1 192RR and ACE
DD, the CAD risk was 4.37 times higher, with
additive (2.65) and multiplicative (1.64) synergy
(Table VI).

Finally, a backward Wald logistic regression
model was constructed that included all the
variables that had shown significance in
multivariate analysis: family history, smoking,
diabetes, alcohol
fibrinogen, high-sensitivity C-reactive protein,
carotid-femoral ~ pulse  wave  velocity,
lipoprotein(a), PON1 Q192R, ACE I/D, ACE 8
A/G, PON1 L55M, MTHFR A1298C, MTHFR
1298AA + PON1 192RR, ACE 8 GG + PON1
192RR, ACE DD + PON1 192RR, and PON1
55MM + PON1 192RR.

From Table VII it can be seen that family
history of CAD, smoking, diabetes, fibrinogen,
Lp(a), ACE DD and the association of ACE 8 GG
and PON1 192RR remain in the regression
model as independent predictors of CAD risk.

dyslipidemia, intake,
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Quadro VI. Interacgdes, sinergismos/antagonismos, entre a associagdo dos dois genétipos da PON 1 sedeados no mesmo gene e outros

polimorfismos sedeados em genes diferentes, no risco de DAC

Table VI. Interactions (synergistic or antagonistic) between the association of two PONI polymorphisms and polymorphisms in different genes

affecting CAD risk

PON1 55 MM PONI 55MM PON1 192 RR PONI 192RR CASOS (298) CONTROLOS (298)  OR (IC 95%) VALOR - p
Cases (n=298)(%) Controls (n=298) (%) OR (95% CI) P

- - - - 236 (79,2) 249 (83,6) Referéncia / Reference 0,936

- - + + 25 (8,4) 27.(9.1) 0,98 (0,53-1,80) 0,437

+ + - - 5(L7) 3(L,0) 1,76 (0,36-9,38) 0,056

+ + + + 32 (10,7) 19 (6.4) 1,78 (0.94-3,36)

PON1 192 RR PONI 192RR MTHFR 1298 AA MTHFR 1298AA

- - - - 126 (42,3) 151 (50,7) Referéncia / Reference 0,136

- - + + 135 (45,3) 125 (41,9) 1,29 (0,91-1,84) 0,414

+ + - - 14 (4,7) 12 (4,0) 1,40 (0,58-3,36) 0,009

+ + + + 23 (7,7) 10 (3.4) 2,76 (1,20-6,47)

PON1 192RR  PONI 192RR ECA 8 GG ACE 8 GG

- - - - 167 (56,0) 195 (65.4) Referéncia / Reference 0,099

; : + + 94 (31,5) 81 (27.2) 1,36 (0,93-1,98) 0,444

+ + ; - 21 (7.0) 19 (6,4) 1,29 (0,64-2,60) 0,001

+ + + + 16 (5.4) 3 (1,0) 6,23 (1,67-27.,37)

PON1 192 RR  PONI 192RR ECA DD ACE DD

- - - - 154 (51.7) 198 (66.4) Referéncia / Reference 0,002

- - + + 107 (35,9) 78 (26.2) 1,76 (1,21-2,57) 0,230

+ + ; - 20 (6,7) 17 (5.7) 1,51 (0,73-3,15) 0,002

+ + + + 17 (5.7) 5(1,7) 4,37 (1A7-13.87)

OR: odds ratio; CI: confidence interval

Cileulo dos Indices de Sinergia /Antagonismo:

S=1 ndo existem interacgdes na exposi¢do a ambos os factores; S<1- diminui¢@o no efeito da exposigao a ambos os factores. S> 1 aumento no

efeito da exposigdo a ambos os factores.

Calculation of indices of synergylantagonism:

S=1: no interaction in exposure to both factors; S<I: reduction in effect of exposure to both factors; S> 1: increase in effect of

exposure to both factors

ST (MM + RR) = 0,78/ (-0,02 + 0,76) = 1,05
SI(RR + AA) = 1,76/ (0,29 + 0,40) = 2,55
SI(RR + DD) =337/ (0,76 + 0,51) = 2,65
SI(RR + GG) =5.23/(0,36 + 0,29) = 8,05

SIM =1,78/0,98 X 1,76 = 1,03
SIM =2,76 /1,29 X 1,40 = 1,53
SIM =4,37/1,76 X 1,51 = 1,64
SIM =6,23/1,36 X 1,29 = 3,55

SI: Indice sinergético aditivo; SIM: Tndice sinergético multiplicativo
SI: additive synergistic index; SIM: multiplicative synergistic index

possibilidade cerca de 49% superior de vir a
sofrer de DAC,
possuem este genétipo e 0s que possuem o
genétipo da metiltetrahidrofolato Reductase
(MTHFR) 1298 AA, tém uma possibilidade de
contrair DAC cerca de 36% superior em relac¢do
aos que ndo possuem este genétipo. (Quadro 5)
Se observarmos o quadro 6 (tabela 4X2)
verificamos que ao associarmos os dois gen6tipos
mutados em homozigotia que,
anteriores tém representado risco para as
populacdes estudadas e se encontram sediados no

relativamente aos que ndo

em estudos

DISCUSSION

Despite its moderate sample size, this case-

control study has the merit of enabling
assessment of the risk associated with two
polymorphisms of the PON1 gene, showing that
the PON1 55MM polymorphism does not present
significant CAD risk but that the 192RR variant
is associated with a risk with borderline
significance.

However, while the increased CAD risk from
isolated polymorphisms is slight, it becomes
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Quadro VII. Varidveis que de forma independente se associaram com DAC

Table VII. Variables independently associated with CAD risk

Variables

Varidveis

Antecedentes de doenga familiar

Hébito de Fumar Smoking
Diabetes Diabetes
Ingestdo de 4lcool (g/dia) Alcohol intake
Fibrinogénio Fibrinogen

Lp(a) Lipoprotein(a)
ECA 1/D ACE 1/D

DD ACE DD

ID ACE ID

MTHFR 1298 A/C MTHFR A1298C
AA MTHFR 1298AA
AC MTHFR 1298AC
ECA 11860 GG (ECA 8) * PON192 RR ACE 8 GG + PON1 92RR
Constante Constant

Family history of CAD (%)

B SE. Wald df  Sig. Exp(B)
1,200 0,228 27,606 1 <0,0001 3,319
0,394 0,219 16,602 1 <0,0001 2,444
1,010 0,275 13,464 1 <0,0001 2,747
0,002 0,001 2,034 1 0,154 1,002
0,009 0,001 47,491 1 <0,0001 1,010
0,007 0,003 4,722 1 0,030 1,007
5,981 2 0,050
0,661 0,308 4,616 1 0032 1,937
0,237 0,293 0,657 1 0,418 1,268
5,882 2 0,053
0,339 0,450 0,569 1 0,451 1,404
-0,149 0,450 0,110 1 0,740 0,861
2,647 1,119 5,596 1 0,018 14,113
-4,344 0,675 41,373 1 <0,0001 0,013

Legenda: B — Coeficiente estimado com erro padrdo SE.; df — Graus de liberdade; Sig. — Significancia estatistica; Exp (B)- OR

B: coefficient estimated with standard error; SE: standard error; df: degrees of freedom; Sig.: statistical significance; Exp(B): odds ratio

mesmo gene (PON 55 MM e PON 192 RR), o
risco aumenta ligeiramente.

Se associarmos dois genétipos pertencentes a
sistemas fisiopatolégicos diferentes PON 192
RR+ MTHFR 1298 AA o risco aumenta cerca de
2,76 vezes em relagdo aos que ndo possuem essa
associa¢do. Os indices de sinergismo mostram no
modelo aditivo que o risco de DAC é cerca de
2,55 vezes superior nos possuidores desta
associacdo e em relagdo ao multiplicativo, o risco
de DAC ¢é cerca de 1,53 vezes superior em
relagdo aos que ndo possuem esta associacdo.

Nas associagdes PON 192 RR+ ECA 8 GG, o
risco aumenta muito em rela¢do ao polimorfismo
isolado, sendo o risco de DAC cerca de 6,23
vezes superior em relagfo aos que nfio possuem
esta associacgfo. Verificou-se haver sinergismo
aditivo, 8,05 sinergismo
multiplicativo cerca de 3,55 vezes superior aos
que ndo possuiam esta associagdo. No caso da
associacdo PON 192 RR + ECA DD o risco de
DAC foi 4,37 vezes
relativamente aos que ndo possufam esta
associacdo que também mostrou sinergismo
aditivo (S1=2,65) e multiplicativo (SIM=1,64).
(Quadro 6)

Finalmente construimos um modelo de
regressio logistica backward wald, no qual
entraram varidveis que
apresentado  significAncia  na
multivariada: Antecedentes familiares, habito de
fumar, diabetes, dislipidémia, 4lcool, fibri-

vezes malor e

cerca de superior

todas as tinham

andlise

much more significant when associated with other
harmful polymorphisms. The result is a
multiplicative risk model similar to that seen with
associations of conventional risk factors.

Another important aspect of the model used is
that in multivariate analysis, using logistic
regression in a fixed-decision automatic model,
where various conventional and genetic risk
factors for CAD were selected. The fact that
conventional risk factors remained with a high
degree of significance helps validate the model
and confirms the value of the polymorphisms
selected by the same method.

We found that alcohol intake was higher in the
coronary patients (mean of 55.6+83.2 g/day) than
in the controls (38.7+£54.6 g/day) (p=0.003). This
level of intake, when corrected for all other CAD
risk factors by multivariate analysis (logistic
regression), did not significantly increase CAD
risk (OR=1.002; 95% CI 0.99-1.00; p=0.154),
despite remaining in the regression model.

By contrast, after multivariate analysis,
smokers presented a risk of CAD 150% higher
than non-smokers, and diabetes was also an
independent and highly significant risk factor in
our population (OR=2.747; 95% CI 1.60-4.71;
p<0.0001).

The results of our study on the allele
frequency of PONI polymorphisms are in
agreement with other studies in white European
populations, which show predominance of the Q

allele in PON1 192 and the L allele in PON1 55.

1551



1552

Rev Port Cardiol
Vol. 27 Dezembro 08 / December 08

nogénio, PCR (as) PON 192 Q/R,

ECA 1/D, ECA 11860 A/G (ECA 8), PON 55
[/M, MTHFR A1298C, MTHFR1298 AA *

PON 192 RR, ECA11860 GG (ECA8) * PON
192 RR, ECA DD * PON 192 RR, PON 55
MM * PON 192 RR.

No quadro 7 verificamos que ficaram na
equagdo, como varidveis independentes de DAC,
os antecedentes de doenga familiar, hgbito de
fumar, diabetes, fibrinogénio, Lp (a), ECA DD,
MTHFR AA e a associagdo ECA 11860 GG
(ECA 8) + PON 192 RR.

DISCUSSAO

Apesar da dimensdo moderada da amostra
este estudo de caso / controlo apresenta algumas
virtualidades, pois permite avaliar o risco ligado
as duas variantes polimérficas da PONI,
rejeitando que a PONS5 MM apresente risco
significativo de DAC e mostrando um risco com
significAncia marginal com a variante RR da
PON192.

Mas, se em relagdo aos polimorfismos isolados
o risco acrescido de DAC é moderado, de acordo
com o presente estudo, este risco ganha uma
muito  maior importdncia  quando  o0s
polimorfismos negativos se associam, surgindo
um modelo de risco multiplicativo, semelhante ao
observado na associacio dos factores de risco
tradicionais.

Destacamos também um aspecto relevante no
modelo utilizado: no estudo multivariado,
recorrendo 2 regressdo logistica, por um método
matemdtico automdtico de decisdo fixa, foram
seleccionados, como factores conducentes ao
aparecimento de DAC, vérios factores de risco
tradicionais e alguns factores genéticos. A
entrada dos factores de risco tradicionais com
elevados graus de significAncia sugere-nos a
correc¢do do modelo, valorizando assim os
polimorfismos seleccionados pelo mesmo método.

Verificamos, no presente estudo, que o
consumo médio de dlcool na nossa populacéo de
doentes corondrios é mais elevado (55,6 + 83,2
g/dia) do que na populag¢éo controlo (38,7 + 54,6
g/dia) com um valor de p=0,003 No presente
trabalho, a média do valor do consumo alcoélico
(55,6 + 83,2 g/dia), quando corrigida para todos
os outros factores de risco de DAC, através de
andlise multivariada (regressdo logistica), ndo

Similar frequencies have been found in ltaly,
Spain, Denmark and the United Kingdom, but in
Asian populations the M allele is rare and the
MM genotype may be non-existent, while the LM
genotype is uncommon and LL is the most
frequent in Japan, Thailand, China and Malaysia.
The genotype distribution in our population is
also similar to that of Europeans and white
Americans, in whom the PON1 55LM genotype is
the most common, followed by LL, with MM the
least common. For codon 192 of the PON1 gene,
the QR genotype was the most common in our
population, followed by QQ and then RR. In
Asian populations the RR genotype is most
frequent, followed by QR, with QQ the rarest.
This ethnic variability in allele frequency may
explain variations in the activity of paraoxonase
in different populations, resulting in differences
in the toxicity of organophosphates such as
paraoxon, diazoxon, and sarin, and hence in
morbidity and mortality, as well as in
susceptibility to CAD @22,

The PON1 L55M polymorphism was in
Hardy-Weinberg equilibrium in our population,
unlike PONT Q192R, which did not present the
expected equilibrium, possibly due to a higher
proportion of heterozygotes in the control group.
This would appear to confirm the increased CAD
risk presented by the homozygous mutation
PONT 192RR in our study (OR=1.778; 95% CI
1.022-3.095; p=0.04).

After multivariate analysis, none of the PON1
L55M or Q192R genotypes in isolation was an
independent risk factor for CAD. Our results
confirm previous studies in which the
homozygous RR genotype of the PON1 192 codon
was always a weak risk factor for CAD when
analyzed separately ®. It may, however, have a
much stronger effect if it interacts with harmful
environmental factors or other genetic factors that
increase CAD risk.

A synergistic association between two genes
belonging to the same physiological system (the
renin-angiotensin system) has been found in
some studies ®). Genetic predisposition to CAD
appears to be the result of cumulative effects of
various polymorphisms, which increase risk only
slightly when present in isolation.

Genetic risk may be amplified or modulated
by various gene/gene and gene/environment
interactions ®. The concept of gene/gene
interactions may be extended to include genetic




aumentou o risco de DAC de forma significativa
(OR=1,002; IC 0,99-1,00; p=0,154), apesar de
ter permanecido na equagdo.

Pelo contrdrio, apés andlise multivariada,
os fumadores apresentaram uma possibilidade
de risco de DAC cerca de 150% superior, em
relacdo aos ndo fumadores. Também a diabetes
mostrou ser um factor de risco independente e
muito significativo na nossa populagdo (OR =
2,747, 1C 1,60-4,71; p <0,0001).

Quanto a frequéncia alélica dos polimorfismos
genéticos da PON 1, na nossa populacdo, os
nossos resultados estdo de acordo com os dados
reportados previamente para a populacdo
Europeia, que mostram uma predominancia do
alelo Q da PON1 192 e do L. da PON1 55.
Frequéncias semelhantes s@o encontradas em
grande parte da populagfo caucasiana Europeia
(Italia, Espanha, Dinamarca, Reuno Unido), mas
na populacgéo asidtica o alelo M é muito raro e o
genotipo MM pode ser inexistente, seguido do LM
também com uma frequéncia baixa, sendo o LL
o mais frequente (Japdo, Tailandia, China,
Malésia). A frequéncia genotipica da nossa
populacdo tem também uma distribui¢do
semelhante a da populacdo Europeia e dos EUA
(populag@o caucasiana) na qual o genétipo LM da
PONI no coddo 55 é o mais comum, seguido do
LL, sendo 0 MM o0 menos comum. Em relacao
ao PON 1, coddo 192, na nossa populagdo, o
gendtipo QR é o mais frequente, seguido do QQ
e por fim do RR. Na populagdo asidtica o
genétipo RR é o mais frequente seguido do QR
e por dltimo do QQ, o menos frequente. Esta
variabilidade alélica e genotipica segundo a
etnia, pode explicar a variabilidade na actividade
enzimética da paraoxonase, nas diferentes
populagdes, com manifestacdes diferentes de
toxicidade, de morbilidade e mortalidade em
relagdo aos vérios pesticidas organofosforados
(paraoxon, diazoxon, sarin etc), assim como
diferencas na susceptibilidade & DAC.#"*

O polimorfismo PON L55M estava em
equilibrio de Hardy-Weinberg,
populacdo, mas o PON Q192R ndo estava no
equilibrio esperado. Este desiquilibrio foi
possivelmente devido excesso de
heterozigotos na popula¢do controlo, que
parece confirmar o aumento do risco, que os
homozigéticos PON 192 RR apresentaram no
desenvolvimento da DAC no presente estudo

caso-controlo  (OR=1,778;IC  1,022-3,095;

na nossa

a um
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variants in the human genome that have
protective and/or suppressive effects. It is
important to identify such variants, since they
can influence disease manifestation and
pathophysiology ®. In the present study, the
PON1 192RR
polymorphism and the ACE 8 GG polymorphism
(Table VI) showed a strong synergistic effect,
increasing risk for CAD from 36% (GG genotype
in isolation) to 523% (association of ACE 8 GG
and PON1 192RR). This association remained in
the logistic regression multivariate analysis and is
therefore an independent risk factor for CAD
(OR=14.1; 95% CI 1.6-126.5; p=0.018).

interaction between the

CONCLUSIONS

In this case-control study, when analyzed
separately, the PON1 192RR genotype presented
a relative risk for CAD 80% higher than in the
population without this genotype (p=0.04).

Its association with other genetic polymor-
phisms sited in different genes, coding for
different enzymes and belonging to different
physiological  systems, always markedly
increased the risk for CAD.

After correction for other conventional and
biochemical risk factors, the PON1 192RR +
ACE 8 GG association remained a significant and
independent risk factor for CAD, which proves
that genetic factors and their interactions play an
important role in its development.

We can thus conclude that multiple
polymorphisms and conventional risk factors
including environmental factors interact in the
genesis of this complex pathology.
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p=0,04).

Em relagdo aos polimorfismos estudados e
ap6s andlise multivariada, nenhum dos genétipos
da PON 1 551/M ou 192 Q/R, isoladamente,
representou ser factor de risco independente para
DAC. Os nossos resultados confirmam trabalhos
prévios em que o gendtipo em homozigotia RR da
PON 1 Q/R foi sempre um débil factor de risco
para DAC, quando analisado isoladamente. *¥
Pode, no entanto, apresentar um efeito muito
mais acentuado se interagir com factores
ambientais nocivos ou outros genes considerados
de risco para DAC.

Uma associagfio sinérgica, entre dois genes
diferentes mas pertencentes ao mesmo sistema
fisiopatolégico (SRA), foi confirmada em alguns
estudos.?? A predisposicdo genética para DAC,
parece ser a resultante final dos efeitos
cumulativos de vérios polimorfismos genéticos,
que conferem um risco moderadamente
aumentado se presentes como tnico factor de
risco.

O risco genético poderd ser ampliado e
modulado através de vérias interacgdes gene/

» () conceito de

gene e gene/ ambiente. !
pode
identificacdo de variantes genéticas protectoras/
supressoras, no nosso genoma, sendo a sua
identifica¢fo importante, na medida em que a sua

existéncia pode modular a manifestagdo da

interac¢do gene-gene estender-se 2

doenga e alterar a sua fisiopatologia.?” Também
no presente estudo (Quadro 6) a interacc¢do entre
o genétipo RR da PON 1 Q/R e o genétipo GG da
ECA 8 A/G, mostrou um elevado efeito sinérgico
ao aumentar a possibilidade de risco de DAC de
36% (genétipo GG isolado) para 523%
(associacdo ECA GG + PON 1 RR). Esta
associacdo ficou na equag¢do da regressdo
logistica multivariada mostrando ser um factor de
risco independente para DAC (OR=14,1; IC 1,6-
126,5; p=0,018).

CONCLUSOES

O gendtipo PON1 192 RR apresentou, se
avaliado isoladamente, neste estudo caso-
80%
superior relativamente a populagdo que ndo
possufa este gendétipo (p=0,04).

A associagdo com outros polimorfismos
sedeados em genes diferentes, codificando para

controlo, um risco de DAC cerca de

diferentes enzimas e pertencendo a sistemas
fisiopatolégicos distintos, aumentou sempre de
forma marcada o risco de eclosfo da DAC.

Apés correcgdio para os outros factores de
risco cldssicos e bioquimicos, a associagdo PON1
192 RR + ECA 8 GG, continuou a ser um factor
de risco significativo e independente para DAC, o
que comprova que os factores genéticos so
importantes assim como a sua interacc¢io, para o
aparecimento da Doenca Corondria.

Podemos portanto concluir que miiltiplas
pequenas deficiéncias genéticas (polimorfismos)
(factores de
convencionais) interagem para o aparecimento
desta complexa patologia.

e factores ambientais risco
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